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Resumen

Las toxiinfecciones asociadas al consumo de alimentos continGan suponiendo un
problema sanitario y econdémico en los paises desarrollados. La leche y los productos
lacteos han sido vehiculo de un importante nimero de estos brotes alimentarios. Por
otro lado, los consumidores demandan alimentos poco procesados y con menos aditivos
quimicos, por lo que la industria alimentaria necesita buscar alternativas que permitan
ofrecer alimentos seguros pero al mismo tiempo de alta calidad nutritiva y
organoléptica. La bioconservacion mediante la combinacién de antimicrobianos
naturales o la aplicacion de tratamientos que conserven lo mas posible los parametros de
calidad del producto original, como las altas presiones hidrostaticas, suponen una
alternativa a los métodos convencionales de conservacion de alimentos.

En el presente trabajo se ha estudiado el efecto de la aplicacion en caldo de cultivo,
leche, cuajada y queso de pasta prensada, de combinaciones de antimicrobianos
naturales y de tratamientos de altas presiones sobre la supervivencia de distintos
patdgenos de importancia en la industria lactea como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella choleraesuis,
Campylobacter jejuni, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica y Bacillus cereus.

Los antimicrobianos empleados fueron bacteriocinas, el sistema lactoperoxidasa (LP),
reuterina obtenida en el presente trabajo y citrato. Las bacteriocinas (nisina A, nisina Z,
lacticina 481, enterocina |, enterocina AS-48 y tres bacteriocinas no caracterizadas
denominadas TAB 7, TAB 20 y TAB 57) se aplicaron como sobrenadantes de los
cultivos o inoculando las cepas productoras, todas ellas procedentes de la coleccion de
cultivos del Departamento de Tecnologia de Alimentos del INIA. También se utilizo
nisina comercial.

La reuterina se obtuvo a partir de la cepa Lb. reuteri PRO 137. Esta cepa fue
seleccionada entre 165 aislados de heces de cerdo, de los que 28 resultaron productores.
La reuterina se purifico y concentrd6 mediante técnicas cromatograficas para su
aplicacion en los experimentos.

El efecto inhibitorio de las bacteriocinas afiadidas individualmente frente a L.
monocytogenes en leche a 37°C no aumento6 al aplicarlas en combinacion con nisina
comercial, a excepcion de la combinacién nisina-enterocina AS-48 que dio lugar a una
mayor reduccion del patdgeno. La nisina fue la Unica bacteriocina activa frente a S.
aureus. La aplicacion de las bacteriocinas individualmente o en combinacién no inhibio
a ninguno de los patdgenos Gram-negativos estudiados.

Con los tratamientos combinados de activacion del sistema LP y nisina, enterocina I,
enterocina AS-48 o bacteriocina TAB 7, se observaron efectos inhibitorios sinérgicos
frente a L. monocytogenes en leche a 37°C, mientras que frente a S. aureus dicho efecto
se registrd Unicamente con la combinacion sistema LP-nisina.



Resumen

En leche refrigerada a 4°C y 8°C con la combinacidn sistema LP-nisina no se detecto L.
monocytogenes, observandose un efecto inhibitorio sinérgico. Frente a S. aureus este
efecto sélo se comprobd a 8°C.

Con el fin de investigar la sensibilizacion de las bacterias Gram-negativas a las
bacteriocinas, se aplicaron tratamientos combinados de nisina y del sistema LP con
citrato como agente quelante en leche refrigerada. Con la combinacion nisina-citrato
apenas se observd una mayor inhibicion que con el citrato aplicado individualmente.
Frente a E. coli O157:H7 y Sal. choleraesuis se detectd un efecto inhibitorio sinérgico
de la combinacion sistema LP-citrato en leche refrigerada a 4°C y 8°C. El tratamiento
mas eficaz para C. jejuni y A. hydrophila fue la combinacion sistema LP-nisina, que
inhibi6 totalmente a ambos microorganismos. Frente a Y. enterocolitica el tratamiento
mas activo fue el sistema LP aplicado individualmente, que actu6 de forma
bacteriostatica durante la refrigeracion a 4°C, aunque no fue capaz de controlar el
crecimiento del patdégeno a 8°C. Ninguna de las combinaciones empleadas incremento
el efecto inhibitorio del sistema LP frente a Y. enterocolitica.

La reuterina mostré6 un efecto bactericida en leche frente a todos los patogenos
investigados, excepto frente a L. monocytogenes en que actudé como bacteriostatico. En
leche con reuterina en combinacion con nisina, lacticina 481 0 enterocina AS-48, se
observo un efecto inhibitorio sinérgico frente a L. monocytogenes, que redujo los
niveles del patégeno por debajo del limite de deteccion. Frente a S. aureus, dicho efecto
sinérgico se produjo Unicamente con la combinacién reuterina-nisina. Sin embargo, la
combinacion de reuterina con cualquier bacteriocina no incremento el efecto bactericida
de este antimicrobiano frente a ninguno de los patégenos Gram-negativos estudiados.

A temperaturas de refrigeracion, la combinacion reuterina-nisina inhibio de forma
sinérgica a L. monocytogenes, que no se detecto a los 12 d. S. aureus mostro niveles
ligeramente mas bajos con esta combinacion que con reuterina aplicada
individualmente. La combinacion sistema LP-reuterina redujo los niveles de todos los
patdgenos Gram-negativos por debajo del limite de deteccidn, excepto en el caso de E.
coli O157:H7 a 4°C, en que se detectaron niveles inferiores a 10 ufc/ml a los 12 d. Esta
combinacion actué de forma sinérgica frente a todas las bacterias Gram-negativas
estudiadas, excepto frente a C. jejuni.

Se investigo la poblacion de bacterias Gram-negativas que presentaron dafios subletales,
comprobandose que en el caso de E. coli O157:H7 y A. hydrophila fue mayor el
porcentaje de células con dafios subletales después de 12 d a 4°C que a 8°C. Para Sal.
choleraesuis aumento este porcentaje al aumentar el tiempo de refrigeracion, mientras
que con Y. enterocolitica se observd una recuperacién en el tiempo de las células
dafadas por frio.



Resumen

En cuajadas refrigeradas a 10°C durante 12 d, el tratamiento sistema LP-nisina se
mostré como el mas efectivo frente a L. monocytogenes, no detectandose la presencia
del patdgeno al final de la refrigeracion. Las mayores reducciones en los niveles de S.
aureus se observaron con la combinacion sistema LP-reuterina-nisina. Con el sistema
LP y reuterina (2 UR/mI) no se detectd E. coli O157:H7 ni Sal. choleraesuis durante
todo el periodo de refrigeracion de las cuajadas, observandose ademas un efecto
inhibitorio sinérgico frente al primer patdgeno. La combinacion del sistema LP con una
concentracion menor de reuterina (0,5 UR/mI) también actu6 de forma sinérgica frente a
A. hydrophila y Y. enterocolitica, inhibiendo completamente a A. hydrophila mientras
que Y. enterocolitica reanudd su crecimiento a partir de los 6 d de refrigeracion.

En queso fabricado a partir de leche cruda de vaca, se ha investigado el efecto de la
adicion de cepas de bacterias lacticas productoras de nisina A, nisina Z, lacticina 481,
enterocina |, enterocina AS-48, TAB 7 y TAB 57, como cultivos adjuntos al fermento
comercial, sobre la supervivencia de L. monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7 y B.
cereus. A los 60 d, los niveles mas bajos de L. monocytogenes se obtuvieron en el queso
con Ec. faecalis INIA 4 productor de enterocina AS-48. En los quesos con Ec. faecalis
TAB 52, Lc. lactis TAB 57 y Ec. faecalis INIA 4, productores de enterocina |,
bacteriocina TAB 57 y enterocina AS-48, respectivamente, se detectaron los recuentos
mas bajos de S. aureus. Con el productor de nisina Z Lc. lactis TAB 26 se observaron
niveles ligeramente mas bajos de E. coli O157:H7 que los del queso control al final de
la maduracién. B. cereus creci6é durante la elaboracion del queso, pero a partir de los 2 d
sus niveles disminuyeron drasticamente incluso en el queso control. EI empleo de
cultivos bacteriocinogénicos aumento el efecto inhibitorio del pH del queso sobre este
patogeno.

Finalmente, se ha investigado el tratamiento combinado de las bacterias lacticas
productoras de bacteriocinas con el empleo de altas presiones (300 MPa/10°C/10 min y
500 MPa/10°C/5 min) aplicadas a los 2 d y 50 d de maduracion del queso, sobre la
supervivencia de L. monocytogenes, S. aureus y E. coli O157:H7. Al finalizar la
maduracion, no se detectaron ninguno de los tres patdgenos en los quesos sometidos a
500 MPa tanto a los 2 d como a los 50 d. El empleo de 300 MPa a los 50 d también
redujo los niveles de L. monocytogenes en el queso por debajo del limite de deteccion.
En cuanto a los tratamientos combinados, la aplicacion de 300 MPa a los 2 d en
combinacion con la inoculacion de los productores de lacticina 481, nisina A, enterocina
AS-48 0 bacteriocina TAB 57, presenté un efecto inhibitorio sinérgico sobre L.
monocytogenes que dio lugar a niveles del patdgeno inferiores a 100 ufc/g a los 60 d. La
aplicacion de 300 MPa a los 50 d en los quesos elaborados con los productores de
enterocina | y enterocina AS-48, actué de forma sinérgica reduciendo los niveles de S.
aureus por debajo del limite de deteccién. La aplicacién de 300 MPa a los 50 d y la
combinacion sinérgica de 300 MPa a los 2 d con Lc. lactis TAB 57, dio lugar a niveles
de E. coli O157:H7 en el queso inferiores a 10 ufc/g al final de la maduracién.
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Introduccion

1.1. LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS: PATOGENOS ASOCIADOS

La leche es un buen medio para el crecimiento de microorganismos por su alto
contenido en agua, su pH y la gran variedad de nutrientes que posee. A su paso por la
ubre, por contacto con el pezon, la piel del animal y el equipo de ordefio, asi como
durante el almacenamiento y transporte, va adquiriendo una microbiota entre la que se
incluyen microorganismos beneficiosos, saprofitos y patdgenos para el hombre.

A pesar de las mejoras en los procesos tecnoldgicos y de la implantacién de
procedimientos de control como el APPCC (Analisis de Peligros y Puntos de Control
Critico) en la industria alimentaria, el nimero de toxiinfecciones asociadas al consumo
de alimentos continta aumentando, incluso en los paises mas desarrollados (Holzapfel
et al., 1995; Daly y Davis, 1998). En EE.UU. estas enfermedades suponen unos 76
millones de casos anuales con unos costes asociados de 35 millones de dolares entre
gastos hospitalarios y pérdidas de productividad (Mead et al., 1999). Entre 1993 y 1998
se registraron en Espafia 5.517 brotes alimentarios que afectaron a 69.553 personas y de
los que s6lo en un 63% se identificé al microorganismo causante (Schmidt y Tirado,
2001). La leche y los productos lacteos son responsables de un considerable porcentaje
de brotes producidos por bacterias patdgenas en paises industrializados (De Buyser et
al., 2001). Helms et al. (2003) sugieren que las enfermedades transmitidas por
alimentos debidas a Salmonella, Campylobacter, Yersinia enterocolitica y Shigella
tienen una mayor influencia en el nimero de muertes que la considerada actualmente.

Los factores que contribuyen al desarrollo de brotes transmitidos por alimentos
dependen en gran medida del microorganismo causante. Diversos estudios
epidemioldgicos llevados a cabo en EE.UU., concluyeron que los factores mas
frecuentemente relacionados con el desarrollo de enfermedades de origen alimentario
fueron, en este orden, temperaturas de mantenimiento y almacenamiento inadecuadas,
inapropiada higiene personal del manipulador de alimentos, tratamientos térmicos
insuficientes y equipos contaminados (Bean et al.,1990).

Las tres bacterias patdgenas que tradicionalmente han preocupado en mayor medida a
los microbidlogos de alimentos son: Staphylococcus aureus, Salmonella y Clostridium
botulinum. Sin embargo, en los ultimos afios diversos microorganismos han ganado una
gran importancia como agentes causantes de toxiinfecciones alimentarias. Entre estos
microorganismos denominados patdgenos “emergentes” se incluyen Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli verotoxigénico (ECVT) y Campylobacter jejuni (Palumbo, 1992;
Heeschen, 1998; Solomon y Hoover, 1999). Asi mismo, como consecuencia del abuso
de antibidticos en medicina y animales de abasto, se esta observando un aumento
considerable en la aparicion de patogenos alimentarios multirresistentes a antibioticos
(Threlfall et al., 2000; Barton, 2001).



Introduccion

Entre los microorganismos patégenos asociados a toxiinfecciones alimentarias por
consumo de leche o productos lacteos podemos destacar:

1.1.1. Salmonella

Es un bacilo Gram-negativo, pequefio y con gran capacidad de adaptacion a ambientes
adversos, como altas concentraciones de sal y valores de pH de 4,5 a 9. Los alimentos
de origen animal son su principal vehiculo. Puede producir gastroenteritis, fiebre
tifoidea y septicemia (Roberts et al., 1996a). Su presencia en leche es normalmente
atribuida a practicas higiénicas incorrectas, pudiendo desarrollarse durante la
elaboracion del queso y sobrevivir durante la maduracion, especialmente a bajas
temperaturas (Leyer y Johnson, 1992, 1993; Spahr et al., 1994). Este microorganismo
ha causado brotes asociados al consumo de quesos Cheddar con dosis infectivas tan
bajas como 10-10% células (Fontaine et al., 1980; D"Aoust et al., 1985). En Europa y
América del Norte estd aumentando la incidencia de toxiinfecciones causadas por Sal.
typhimurium resistente a agentes antimicrobianos como ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina o tetraciclina, y muchas son ocasionadas por consumo de queso fresco
elaborado a partir de leche cruda (Cody et al., 1999; Villar et al., 1999; Daly et al.,
2000).

1.1.2. Escherichia coli verotoxigénico

Estos bacilos cortos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y productores de
verotoxinas han recibido diferentes denominaciones en la literatura cientifica:
verotoxigénicos (ECVT), enterohemorragicos (ECEH) y productores de “Shiga-like
toxins” (ECSLT) (Smith et al., 1991; Blanco et al., 1993; Johnson et al., 1995). Existen
otros tres tipos de E. coli considerados patdgenos intestinales: enteropatégenos (EPEC),
enterotoxigénicos (ETEC) y enteroinvasivos (EIEC). La infeccion por E. coli
verotoxigénico (ECVT) fue reconocida por primera vez en 1982 en EE.UU., en dos
brotes de colitis hemorragica (Riley et al., 1982; Karmali et al., 1983). La cepa causante
pertenecia al serotipo O157:H7, y se diferenciaba del resto de cepas de E. coli en que no
fermentaba el sorbitol. En EE.UU., Canadd, Jap6on y Reino Unido son en la actualidad la
causa principal de diarrea sanguinolenta (Blanco et al., 1997; Slutsker et al., 1997). Las
tres principales manifestaciones de enfermedad que le han sido atribuidas son colitis
hemorréagica, sindrome urémico hemolitico y puarpura tromboética trombocitopénica
(Padhye y Doyle, 1992). Las intoxicaciones por este microorganismo se deben
principalmente a la ingestion de agua, carne poco cocinada, asi como leche no
pasterizada o contaminada postpasterizacion (Doyle et al., 1997; Ferrer y Simén, 2002).
Su baja dosis infectiva (10-10° células), su resistencia a temperaturas de refrigeracion y
su tolerancia al &cido, lo convierten en un patégeno de importancia en la industria
lactea. Se ha comprobado su presencia y crecimiento en quesos (Kasrazadeh y
Genigeorgis, 1995; Ramsaran et al., 1998). E. coli O157: H7 inoculado a 10° ufc/ml
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sobrevive en yogur tradicional e inoculado con bifidobacterias durante 7 d a 4°C (Massa
et al., 1997). En quesos gallegos de leche cruda se han detectado E. coli toxigénicos con
una frecuencia del 1,4% (Quinto y Cepeda, 1997).

1.1.3. Campylobacter jejuni

Es un bacilo Gram-negativo, curvo, movil, no formador de esporas, localizado en el
tracto gastrointestinal, cavidad oral y aparato reproductor de hombres y animales. C.
jejuni fue reconocido en 1977 como causante de toxiinfecciones alimentarias (Skirrow,
1977), y en los ultimos afos su incidencia ha aumentado de forma continuada y es
considerado uno de los principales microorganismos causantes de gastroenteritis
bacterianas. En 1996, la incidencia de C. jejuni en EE.UU. super6 la de Salmonella, S.
aureus, E. coli y Clostridium perfringens (Tran, 1998). ElI aumento de la incidencia de
este organismo puede ser atribuida a una combinacion de diferentes factores como
cambios en los habitos alimentarios, movimientos demograficos, cambios en las
poblaciones microbianas, y/o a la mejora de las técnicas para aislar e identificar el
microorganismo. Muchos casos de campilobacteriosis quedan sin registrar, ya que los
sintomas no precisan, en la mayoria de los casos, asistencia médica u hospitalaria. La
leche cruda o inadecuadamente pasterizada y las canales de pollo son los principales
vehiculos de infeccion en el hombre (Pearson et al., 2000; Roberts et al., 1996b).
Campylobacter ha ocasionado numerosos brotes de gastroenteritis relacionados con la
ingestion de leche y productos lacteos (Potter et al., 1983; Harris et al., 1986; Evans et
al., 1996).

1.1.4. Aeromonas hydrophila

Es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo y psicrotrofo que estd cobrando
importancia, junto con otras aeromonas moviles, como agente causante de infecciones
gastrointestinales. Aeromonas spp. secreta diversas sustancias asociadas con la
adaptacion al medio y la patogeneidad. Entre las més estudiadas se encuentran las -
lactamasas, lipasas, enterotoxinas, toxinas hemoliticas, proteasas, hemaglutininas,
quitinasas, nucleasas y amilasas (Cahill, 1990; Mateos et al., 1993; Pemberton et al.,
1997). La variedad de cuadros clinicos relacionados con infecciones por Aeromonas
sugiere un mecanismo de patogeneidad complejo, donde cada cepa posee multiples
factores de virulencia en diferentes combinaciones. La aerolisina, una toxina hemolitica,
aparece frecuentemente como un factor de virulencia en las infecciones por este
microorganismo (Kirov, 1997; Khan et al., 1998). A. hydrophila es la especie implicada
con mas frecuencia en las infecciones relacionadas con Aeromonas (Aguilar et al.,
1997). Se ha comprobado su presencia y supervivencia en gran variedad de alimentos,
principalmente refrigerados y de origen animal, incluyendo leche cruda, leche
pasterizada y queso (Freitas et al., 1993; Santos et al., 1996; Melas et al., 1999, 2001).
La capacidad de algunas cepas de Aeromonas de crecer a bajas temperaturas adquiere
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una gran importancia en alimentos refrigerados que no requieren un tratamiento térmico
antes de ser consumidos. El aumento de temperatura, aun durante cortos periodos de
tiempo, favorece un rapido crecimiento de este microorganismo (Palumbo et al., 1985).

1.1.5. Yersinia enterocolitica

Es un bacilo, Gram-negativo, oxidasa-negativo y anaerobio facultativo localizado
fundamentalmente en alimentos de origen animal y en el agua. Y. enterocolitica es
capaz de crecer a temperaturas de 0 y 44°C (Robins-Browne, 1997) y pH entre 4 y 10
(Schiemann, 1980), ademas puede tolerar concentraciones de NaCl superiores al 5%
(De Giusti y de Vito, 1992; Feng y Weagant, 1993). El biovar 4 y el serovar O:3 son los
aislados mas frecuentemente en humanos, siendo su dosis infectiva superior a 10*
células. La infeccion por Y. enterocolitica se manifiesta de una gran variedad de formas,
produciendo generalmente diarreas e inflamacion de los tejidos invadidos (Cornelis et
al., 1987), dependiendo de la cepa asi como de las caracteristicas del hospedador
(Larson, 1979). Aungque numerosas muestras clinicas aisladas producen una toxina
termoestable (Delor et al., 1990), ésta no parece jugar un papel importante en la
patogénesis infectiva de Y. enterocolitica (Cover y Aber, 1989). Numerosos brotes de
yersiniosis han sido relacionados con el consumo de leche cruda o contaminada
postpasterizacion (Tacket et al.,, 1984; Schiemann, 1987; Doyle, 1990). La
supervivencia de Y. enterocolitica en diferentes tipos de queso ha sido descrita por
varios autores (Little y Knochel, 1994; Erkmen, 1996).

1.1.6. Staphylococcus aureus

Es un microorganismo Gram-positivo, catalasa-positivo, muy resistente a condiciones
adversas, siendo considerado una de las principales causas de gastroenteritis del mundo.
Cabe destacar su osmotolerancia, pudiendo crecer en medios que contengan el
equivalente a 3,5 M de NaCl y sobrevivir con actividad de agua inferior a 0,86
(Jablonski Bohach, 1997). S. aureus produce diversas enterotoxinas termoestables de
peso molecular (entre 26-34 kDa) y propiedades fisicoquimicas similares. Estas
enterotoxinas no se inactivan por las proteasas del tracto gastrointestinal. S. aureus se
aisla frecuentemente de leche y productos lacteos (Little y Louvois, 1999). Donnelly et
al. (1968) sugieren que la leche pasterizada es incluso mas susceptible de
contaminacion que la leche cruda. S. aureus es el principal causante de mamitis en
vacas Yy puede transmitirse a la leche (Fox, 1997; Sang et al., 1998). Los quesos de leche
cruda pueden resultar contaminados con S. aureus debido a las mamitis subclinicas del
ganado. S. aureus puede sobrevivir durante la fabricacion y maduracion de quesos de
leche cruda (Nufiez et al., 1988), detectdndose en muchos casos la presencia de
enterotoxinas (Meyrand et al., 1998; Vernozy-Rozand et al., 1998). La presencia de
fagos o antibioticos que alteren el desarrollo de los fermentos lacticos pueden permitir
la proliferacién de este microorganismo y el riesgo de produccion de enterotoxinas
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(Zehren y Zehren, 1968). Algunos datos en leches espafolas revelan una incidencia
media de 4,3 log ufc/ml en leche de oveja (Bautista et al., 1986), y de 2,7 log ufc/ml en
leche de cabra (Zapico, 1993). Normalmente se requieren 10°-10° ufc/g para que se
produzcan niveles de toxina suficientes para ocasionar una intoxicacion, aunque se han
descrito intoxicaciones producidas por niveles inferiores de Staphylococcus. Muy
recientemente en Japon, se produjo una intoxicacion masiva por consumo de leche y
productos lacteos contaminados con toxina estafilocécica que afectd a unas 13.000
personas (Food Safety Network, 2000).

1.1.7. Listeria monocytogenes

Es un bacilo corto, Gram-positivo, catalasa-positivo, anaerobio facultativo, mévil y no
formador de esporas. La produccién de hemolisina es una de las propiedades mas
frecuentemente asociada a la patogeneidad de L. monocytogenes (Roberts et al., 1996¢),
aunque existen otros factores como la produccion de internalina, proteina p60, proteina
ActA o determinadas fosfolipasas (Rocourt y Cossart, 1997). Esta ampliamente
distribuida, encontrandose en agua, lodo, vegetales y heces de animales y hombres. Es
resistente a diversas condiciones medioambientales, pudiendo crecer a temperaturas de
entre 1°C y 45°C (Walker et al., 1990), con méas del 10% de NaCl (Farber y Peterkin,
1991) o iniciar el crecimiento a pH 4,4 (George et al., 1988). Su supervivencia en
alimentos y en plantas procesadoras durante largos periodos de tiempo ha hecho de este
microorganismo el principal problema de la industria agroalimentaria durante los
ultimos afios (Rocourt y Cossart, 1997). Existen 13 serotipos que pueden causar
enfermedad; sin embargo, los aislamientos de muestras clinicas pertenecen
mayoritariamente a los serotipos 4b y 1/2a (McLauchlin et al., 1988), siendo el serotipo
4b el responsable de la mayoria de los brotes asociados a alimentos. La dosis infectiva
depende de varios factores, incluyendo el estado inmunoldgico del hospedador. La
listeriosis puede producir abortos espontaneos, septicemia neonatal y meningitis. En
adultos frecuentemente aparecen casos de meningitis. La listeriosis se ha asociado al
consumo de leche y productos lacteos, siendo este grupo de alimentos uno de los mas
estudiados (Fleming et al., 1985; Goulet et al., 1995; Boggs et al.,, 2001). La
contaminacion de la leche puede originarse a partir de la presencia de L. monocytogenes
en heces, alimento, cama o superficie de las ubres (Fedio y Jackson, 1992), por mamitis
asintomaticas en las vacas (Hird y Genigeorgis, 1990) o por contaminacion
postpasterizacion (Rudolf y Schered, 2001). La incidencia de este microorganismo en
Esparia es del 3,6% en leche cruda de vaca (Gaya et al., 1998), del 2,2% en leche cruda
de oveja (Rodriguez et al., 1994) y del 2,6% en leche cruda de cabra (Gaya et al., 1996).
L. monocytogenes sobrevive durante la elaboracion y la maduracion de la mayoria de las
variedades de queso (Nufiez et al., 1997; Delgado da Silva et al., 1998; Ramsaran et al.,
1998; Morgan et al., 2001).
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1.1.8. Bacillus cereus

Es un microorganismo Gram-positivo, mévil, formador de esporas y aerobio, aunque
pueden crecer anaerObicamente a expensas de azUcares. Las esporas y las formas
vegetativas de B. cereus se pueden encontrar en el suelo, polvo, agua y sedimentos, asi
como en diversos tipos de alimentos como cereales y derivados, leche y productos
lacteos, alimentos desecados, especias, productos carnicos y vegetales (Kramer y
Gilbert, 1989). En leche y productos lacteos el problema radica en la contaminacion de
las ubres de la vaca con bacterias procedentes del suelo y hierba. Por otro lado, las
esporas de B. cereus pueden sobrevivir al tratamiento de pasterizacion o UHT, pudiendo
aparecer como contaminante de los productos lacteos en plantas de procesado (Roberts
et al., 1996d; Eneroth et al., 2001; Faille et al., 2001). Normalmente aparece en
concentraciones inferiores a 10° ufc/g, a las que se considera inocuo (Hobbs y Gilbert,
1974). La dosis infectiva puede variar entre 10° y 10° células viables o esporas por
gramo, dependiendo de la cantidad de toxina que produzca la cepa (Granum, 1994).
Algunas cepas son psicrotrofas y producen fosfolipasa C (lecitinasa), que degrada la
membrana del glébulo graso produciendo agregacion de la grasa (Meer et al., 1991).
Puede producir una proteinasa que proporciona sabores desagradables y que limita el
consumo de los productos altamente contaminados (Granum, 1997). Existen dos tipos
de sindromes provocados por sus toxinas. La toxina involucrada en el sindrome emético
es producida durante el crecimiento del microorganismo en el alimento (Kramer y
Gilbert, 1989), provoca vomitos, y ha sido aislada y caracterizada (Agata et al., 1994).
En el sindrome diarreico pueden estar involucradas mas de una enterotoxina, producidas
durante el crecimiento de B. cereus en el intestino delgado (Turnbull, 1986; Beecher y
Wong, 1994; Granum, 1994). La mayoria de los casos quedan sin registrar, ya que
suelen ser leves y duran menos de 24 horas.

1.1.9. Otros patogenos

Pese al continuado descenso de los casos, la brucelosis es la zoonosis de mayor
incidencia en Espafia. La mayoria de casos de brucelosis humana estan relacionados con
el contacto directo con animales infectados, pero un importante nimero de casos son
contraidos por el consumo de leche y productos lacteos (Stiles, 1989). La especie mas
frecuente, y considerada mas patogena, es Brucella melitensis, seguida de B. suis y B.
abortus (Matyas y Fujikura, 1984).

Mycobacterium tuberculosis, M. bovis y M. africanum son las micobacterias causantes
de tuberculosis en el hombre. M. tuberculosis es el principal agente de tuberculosis
humana, mientras que M. bovis es el mas relacionado con la trasmision por consumo de
leche contaminada (Bonsu et al., 2000). En los paises desarrollados se han
incrementado los casos de tuberculosis, actuando Mycobacterium como patdégeno
oportunista en pacientes con SIDA (Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida),
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apareciendo casos producidos por microorganismos multirresistentes a antibioticos
(O"Reilly y Daborn, 1995; Ribero et al., 2001).

M. paratuberculosis es el responsable de la enfermedad de Johne en ganado vacuno
(Falkinham, 1996). La posible resistencia de este microorganismo a la pasterizacion
gracias a la formacion de agregados celulares y la supervivencia y multiplicacion en
macrofagos, asi como su posible relacion con la transmision de la enfermedad de Crohn
a humanos a través de leche contaminada, esté siendo discutida actualmente (Hammer,
1999; Stabel, 2000; Stabel et al., 2001).

1.2. TENDENCIAS ACTUALES EN SEGURIDAD MICROBIOLOGICA
DE LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

En los paises desarrollados han aparecido nuevos problemas en la conservacion de los
alimentos como consecuencia de cambios en la estructura demografica y
socioecondmica, la incorporacion de la mujer al mercado laboral, el aumento de los
viajes, la influencia de los medios de comunicacién, las innovaciones tecnoldgicas y la
gran competencia entre las industrias alimentarias, entre otros. Por otro lado, cada vez
son mas los consumidores que demandan alimentos mas naturales, frescos,
nutricionalmente sanos y seguros, asi como menos procesados y con menos aditivos
quimicos (Gould, 1996).

1.2.1. LAS BACTERIAS LACTICAS: POTENCIAL ANTIMICROBIANO

El consumo de alimentos fermentados parece tener su origen hace mas de 7.000 afios,
en la civilizacion Sumeria (Fox, 1993). Las bacterias lacticas son los principales
componentes en la elaboracion y maduracion de productos lacteos fermentados
(Prentice y Neaves, 1986), aunque también podemos encontrar otras bacterias como
Brevibacterium, Micrococcus, Propionibacterium y Bifidobacterium, levaduras como
Debaryomyces y Kluyveromyces o mohos como Penicillium y Geotrichum.

Dentro de las bacterias lacticas se incluye un amplio nimero de géneros que se definen
como bacterias Gram-positivas, generalmente catalasa-negativas, microaerofilicas o
anaerobias facultativas, no formadoras de esporas y con un contenido de G + C en el
ADN inferior a 50-55 mol % (Schleifer y Ludwig, 1995; Stiles y Holzapfel, 1997). Se
encuentran divididas en 11 géneros: Aerococcus, Alloicoccus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus y Vagococcus (Cogan, 1996).

El desarrollo de determinados patdégenos en alimentos refrigerados minimamente
procesados ha despertado el interés por la bioconservacion, en la que las bacterias
lacticas juegan un papel fundamental. EI objetivo de la bioconservacion es extender la
vida util y aumentar la seguridad de los alimentos utilizando una microbiota natural o
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controlada y/o sus productos (Stiles, 1996). Puede abordarse inoculando las cepas
bacterianas que creceran y produciran sustancias antagonistas, o bien afiadiendo el
producto de la fermentacidn de un microorganismo o dichas sustancias concentradas y/o
purificadas. Estos sistemas de bioconservacion no pueden sustituir las buenas practicas
de elaboracién, pero ofrecen un parametro adicional de procesado para mejorar la
seguridad y asegurar la calidad de los alimentos.

En la actualidad se considera a las bacterias lacticas microorganismos GRAS (Generally
Recognized As Safe) por lo que su utilizacion y/o la de sus metabolitos como
bioconservantes esta recibiendo una gran atencién (Gould, 1996; Stiles, 1996). Los
principales mecanismos de antagonismo microbiano de las bacterias lacticas son la
competencia por nutrientes y la formacion de &cido lactico y acético, con el
consiguiente descenso del pH (Kandler, 1983; Daeschel, 1989; Lindgren y Dobrogosz,
1990). Ademas, pueden producir otras sustancias antimicrobianas como etanol, didxido
de carbono, diacetilo, acetaldehido, perdxido de hidrégeno, acido benzoico, isbmeros D
de aminoéacidos, reuterina y bacteriocinas (Piard y Desmazeaud, 1991; Requena y
Pelaez, 1995).

Por otro lado, cada vez es mayor el interés de las bacterias lacticas como probiéticos,
protegiendo de infecciones gastrointestinales, modulando la respuesta inmune,
aumentando el valor nutritivo de los alimentos, favoreciendo la tolerancia a lactosa,
reduciendo la acumulacién de compuestos téxicos o cancerigenos en el alimento,
reduciendo los niveles de colesterol en sangre o controlando algunos tipos de cancer, asi
como su empleo como vehiculos en la administracion de vacunas (Bacus y Brown,
1981; Sisson, 1989; Fernandez y Shahani, 1990; Gilliland, 1990; Hosoda et al. 1992;
Daly y Davis, 1998).

1.2.1.1. Acidos organicos

Las bacterias lacticas fermentan los carbohidratos obteniendo durante el proceso acidos
organicos, principalmente lactico y acético, que no son utilizados por las céelulas y se
excretan al exterior (Kandler, 1983). Estos acidos contribuyen al desarrollo del sabor,
aroma y textura de los productos fermentados. El acido acetico tiene mayor capacidad
antimicrobiana que el lactico, pudiendo inhibir levaduras, mohos y bacterias (Blom y
Mortvedt, 1991). ElI mecanismo de inhibicion se basa en la disminucion del pH del
medio, provocando un bombeo de protones hacia el interior de las células y una posible
desestabilizacion de la membrana (Konings, 1983; De Vuyst y Vandame, 1994). Por
otro lado, a medida que disminuye el pH del medio, aumenta la proporcion de acidos
organicos en su forma no disociada. Estos acidos, debido a su naturaleza lipofilica,
atraviesan la membrana celular por difusion pasiva, disociandose en el citoplasma. Estas
moléculas ejercen su efecto inhibitorio interfiriendo en funciones celulares como la
translocacion de sustrato y la fosforilacion oxidativa (Baird-Parker, 1980), asi como
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incrementando el nivel de protones en el interior celular. Cuando esta concentracion de
protones excede la capacidad tamponadora del citoplasma, comienza a actuar la bomba
de protones hasta agotar las reservas energéticas de la célula. El pH interno desciende,
causando desnaturalizacion de proteinas y desestabilizacion de otros componentes
estructurales y funcionales de la célula (Piard y Desmazeaud, 1991; Requena y Peléez,
1995). Las bacterias lacticas pueden sobrevivir y desarrollarse a valores de pH
relativamente bajos, ya que poseen un sistema de transporte simultdneo de &cido lactico
y protones al exterior celular, que ademas de contribuir a la homeostasis del pH interno,
genera energia (Tseng, 1993).

El citrato y el lactato, asi como otros agentes quelantes utilizados en la industria
alimentaria, como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el hexametafosfato de
sodio (HMP), secuestran cationes divalentes de la pared celular de las bacterias Gram-
negativas, permeabilizando la membrana externa a la accion de ciertos agentes
antibacterianos (Vaara, 1992; Cutter y Siragusa, 1995a; Carneiro de Melo et al., 1998).
La accion de los quelantes se ve considerablemente disminuida cuando se adiciona Ca®*
0 Mg?* y en alimentos con iones divalentes (Delves-Broughton, 1993; Schved et al.,
1994; Cutter y Siragusa, 1995b).

1.2.1.2. Diacetilo y acetaldehido

El diacetilo o 2,3-butanodiona es un producto final de la fermentacion del citrato
presente en la leche (~8,3 mmol/l) por bacterias lacticas, principalmente por
Leuconostoc y Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis (Hugenholtz, 1993;
Vandenbergh, 1993). Su accion antimicrobiana es debida al grupo o,a-dicarbonil de la
molécula, que reacciona con la porcion guanido del aminoacido arginina de las enzimas
microbianas, desactivandolas por bloqueo o modificacién de la zona catalitica
(Lindgren y Dobrogosz, 1990; De Vuyst y Vandame, 1994). El diacetilo inhibe
totalmente a concentraciones de 258-344 ug/ml a bacterias Gram-negativas, levaduras y
mohos, mientras que las bacterias lacticas son resistentes a dosis superiores a 350 pg/ml
(Jay, 1982; Requena y Peldez, 1995). Su actividad es bactericida para las bacterias
Gram-negativas y bacteriostatica para las Gram-positivas. El diacetilo se produce en
cantidades de 4 pg/ml en cultivo puro (Cogan, 1980), por lo que no se le puede atribuir
una actividad inhibitoria en productos lacteos fermentados, aunque podria actuar de
forma sinérgica con otros factores (Gilliland, 1985). Se considera sustancia GRAS pero
su utilidad es limitada debido a que se requieren cantidades demasiado elevadas para
que ejerza un efecto inhibitorio, y posee ademas un aroma intenso (Requena y Peléez,
1995). Es el principal componente del aroma de la mantequilla y otros productos lacteos
fermentados (Piard y Desmazeaud, 1991; Cogan y Hill, 1993).

El acetaldehido aparece en muchos productos lacteos, pero fundamentalmente en el
yogur, donde es el principal responsable del aroma. Su produccion se atribuye al
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metabolismo del piruvato y la reaccion de la treonina aldolasa que transforma la
treonina en acetaldehido y glicina (Accolas et al., 1980). Posee actividad inhibitoria
frente a S. aureus, Sal. typhimurium y E. coli a concentraciones de 10-100 ppm (Piard y
Desmazeaud, 1991). En el yogur alcanza concentraciones de aproximadamente 25 ppm,
por lo que podria ejercer un efecto antimicrobiano, aungue los niveles presentes en otros
productos fermentados son insuficientes para dicha actividad (Caplice Fitzgerald, 1999).

1.2.1.3. Peroxido de hidrégeno

Las bacterias lacticas producen peroxido de hidrogeno como mecanismo de proteccion
frente al oxigeno, mediante la accion de oxidasas 0 NADH peroxidasas (Condon, 1987).
Las bacterias lacticas carecen de una catalasa que elimine el H,O, generado en
presencia de oxigeno, por lo que se acumula en el medio. La accion inhibitoria se
atribuye a su efecto altamente oxidante, produciendo la peroxidacién de los lipidos de la
membrana y la destruccién de la estructura basica molecular de proteinas celulares
(Dahl et al., 1989). Por otro lado, tanto el H,O, como los radicales libres, pueden dafar
los &cidos nucleicos bacterianos (Ananthaswamy et al., 1977; Imlay y Linn, 1988) y
fangicos (Frankenberg et al., 1993), produciendo modificaciones del ADN. El H,0;
posee actividad frente a esporas bacterianas (Block, 1991). Las bacterias Gram-
negativas estan mejor protegidas de los efectos toxicos de los metabolitos del oxigeno
debido a la presencia de una capa externa de lipopolisacaridos. La accion bactericida del
peréxido de hidrogeno depende de la concentracion aplicada y de otros factores
ambientales como el pH y la temperatura (Cords y Dychdala, 1993; Juven y Pierson,
1996).

1.2.1.4. Reuterina

La reuterina es una sustancia neutra, soluble en agua, no proteica y de bajo peso
molecular producida por Lactobacillus reuteri durante la metabolizacion del glicerol en
anaerobiosis (Axelsson et al., 1989). Esta descrita como un equilibrio entre las formas
monomérica, monomérica hidratada y dimérica ciclica del B-hidroxipropionaldehido (B-
HPA) (Talarico y Dobrogosz, 1989). Es efectiva en un amplio intervalo de pH (de 2 a
8), mostrandose mas estable a pH &acido, mientras que a pH 11 se degrada inmediata e
irreversiblemente (Talarico et al., 1988; El-Ziney y Debevere, 1998).

Lb. reuteri se aisla frecuentemente del intestino de humanos y de animales como cerdos
y pollos, asi como de diferentes alimentos, como embutidos, leche y queso. El-Ziney et
al. (1996) han aislado de intestino de cerdo Lb. fermentum productores de reuterina.

El B-HPA es un metabolito intermedio en la ruta de reduccion del glicerol descrito en
Klebsiella, Citrobacter (Toraya et al., 1980), Clostridium (Heyndricks et al., 1991) y
Lactobacillus (Schutz y Radler, 1984). Esta ruta permite a algunos lactobacilos, como
Lb. reuteri, utilizar el glicerol como aceptor de electrones en presencia de carbohidratos
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asimilables, pero no como fuente de carbono (Figura 1) (Talarico et al., 1990). El
glicerol se transforma en B-HPA gracias a la glicerol deshidratasa coenzima Bi,-
dependiente y actGa como aceptor externo de electrones mediante su reduccién a 1,3
propanediol por la 1,3 propanediol deshidrogenasa (oxidoreductasa NAD" dependiente)
(Talarico et al., 1990). La glicerol deshidratasa de Lb. reuteri ha sido purificada y
caracterizada (Talarico y Dobrogosz, 1990). Esta ruta esta controlada genéticamente por
el dha regulon en Kilebsiella (Tong y Cameron, 1992) o Citrobacter (Daniel y
Gottschalk, 1992), e incluye una rama oxidativa que lleva al glicerol hasta el ciclo
glicolitico (Claisse y Lonvaud-Funel, 2001). Cuando el suministro de NADH
procedente de la glucolisis se agota, es decir en la fase estacionaria de crecimiento, Lb.
reuteri a diferencia de otros microoganismos, continta produciendo B-HPA a pesar de
no ser necesario desde un punto de vista bioenergético. Este B-HPA es acumulado y
excretado en condiciones de anaerobiosis (Talarico et al., 1990).

HO CH OH
1
CH,

CII420H Mondémero hidratado

%

Glicerol deshidratasa i Oxidoreductasa \

[}
CHOH - CH, — CH,

| | . . |
CH,OH CH,OH NADH H® NAD CH,OH

Glicerol R-Hidroxipropionaldehido 1,3-Propanodiol
(Mondmero)

Figura 1. La reuterina como metabolito intermedio en la ruta de degradacion del glicerol

La reuterina parece actuar sobre la sintesis de ADN inhibiendo enzimas sulfhidrilo
implicadas en la actividad ribonucledtido-reductasa (Talarico y Dobrogosz, 1989),
siendo capaz de inhibir a patdgenos y alterantes Gram-positivos como Staphylococcus,
Listeria, Clostridium o Bacillus, y Gram-negativos como E. coli, Yersinia, Shigella,
Pseudomonas o Salmonella. Las bacterias lacticas se muestran mas resistentes a la
accion de la reuterina, siendo necesarias concentraciones de 3 a 5 veces mayores
(Axelsson et al., 1989; El-Ziney et al., 1996). EI aumento de la temperatura (10-30°C)
incrementa el efecto de la reuterina, mientras que el pH (4,5-6,5) y la concentracion de
sal (0,5-3%) no interaccionan con el efecto de la reuterina en caldo BHI (Brain Heart
Infusion) suplementado con glucosa y extracto de levadura (Rasch, 2002).
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La adicion de reuterina liofilizada en leche y queso Cottage almacenado a 7°C ha
producido efectos inhibitorios frente a E. coli O157:H7 y L. monocytogenes. En queso
la inhibicion fue mayor al aumentar la concentracion de reuterina. En leche se
comprobd que la grasa (0,5-3%) no afecta a la actividad de la reuterina y que la adicién
de sal (3%) incrementa su efecto (El-Ziney y Debevere, 1998). El efecto bactericida de
la reuterina frente a estos dos microorganismos ha sido también estudiado en carne de
cerdo sin detectarse alteraciones en pH, color o textura en el alimento (El-Ziney et al.,
1999).

La hidrdlisis de los triglicéridos de la dieta pueden aportar el glicerol necesario a Lb.
reuteri para la produccion de reuterina en el intestino. Dicha reuterina podria inhibir el
crecimiento de patdgenos, favoreciendo el equilibrio de la microbiota del tracto
gastrointestinal (Dobrogosz et al., 1989).

Lb. reuteri es utilizado como probidtico en leches fermentadas, quesos y también se
presenta  en comprimidos (Delespaul et al., 1994; Casas-Perez, 1996;
www.biogaia.com). Existen diversos trabajos sobre los efectos beneficiosos de este
microorganismo, su capacidad de implantaciébn en humanos y su empleo como
suplemento alimentario (Speck et al., 1993; De Boever et al., 2001).

1.2.1.5. Bacteriocinas

La aplicacion en seguridad microbiologica alimentaria de péptidos antimicrobianos
producidos por bacterias ha experimentado un extraordinario avance en los ultimos
afios. Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos sintetizados ribosémicamente por
las bacterias productoras (Sahl y Bierbaum, 1998). Las colicinas de E. coli fueron las
primeras bacteriocinas descritas (Gratia, 1925). Las bacteriocinas producidas por
bacterias lacticas fueron inicialmente descritas por Rogers (1928) al observar la
actividad antimicrobiana de Lc. lactis frente a Lb. bulgaricus debida a un compuesto
proteico y termoestable. Posteriormente, Hirsch (1951) sugirio el empleo de cultivos
iniciadores productores de nisina para prevenir la formacion de gas por Clostridium en
queso. Las bacteriocinas de bacterias lacticas presentan un gran interés para la industria
alimentaria por su potencialidad para inhibir a microorganismos patdgenos y alterantes
de alimentos (Yang y Ray, 1994a).

Las bacteriocinas pueden estar codificadas en el cromosoma (Holck et al., 1994;
Aymerich et al., 1996; Altena et al., 2000) o en plasmidos (Klaenhammer, 1993; Quadri
et al., 1994; Kanatani et al., 1995). Incluso en algunos casos los genes pueden estar
repartidos entre el cromosoma y plasmidos (Quadri et al., 1994; Venema et al.,
1996a,b). Una misma bacteriocina puede ser producida por cepas pertenecientes a
géneros distintos, como la pediocina AcH o PA 1.0 producida por P. acidilactici H y
PAC-1.0 y por Lb. plantarum WHE 92 (Ennahar et al., 1996). Una misma cepa puede
contener varios plasmidos que codifiquen distintas bacteriocinas (Quadri et al., 1994) y
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un unico microorganismo puede producir mas de una bacteriocina, como se ha
observado en Lc. lactis subsp. cremoris 9B4 (Van Belkum et al., 1991; 1992). La
funcién de las bacteriocinas (Nes et al., 1996) seria la de capacitar a las bacterias
productoras para sobrevivir frente a sus competidores. Se ha observado que algunas
actGan como péptidos sefial o feromonas para la expresién de genes.

Los determinantes genéticos asociados a la produccion de bacteriocinas biolégicamente
activas se suelen encontrar en operones que incluyen el gen estructural que codifica la
prebacteriocina, el gen de inmunidad, los de procesado y transporte, y, en algunos casos,
los necesarios para las modificaciones post-traduccionales (Cintas et al., 2001). Estos
genes pueden estar organizados en uno (pediocina A) o mas operones (lactococina A).

1.2.1.5.1. Clasificacion

Las bacteriocinas de bacterias lacticas son un grupo heterogéneo constituido
mayoritariamente por péptidos de pequefio tamafio, generalmente catidnicos o
anfipaticos, y derivados de propéptidos con un extremo N-terminal cargado
negativamente.

Las bacteriocinas de bacterias Gram-positivas han sido sometidas a diversas
clasificaciones atendiendo a su estructura, tamafio molecular, presencia de aminoacidos
modificados, modo de accion, estabilidad térmica, etc. (Klaenhammer, 1993; Nes et al.,
1996; Nissen-Meyer y Nes, 1997; Moll et al., 1999). Actualmente se aceptan tres clases
bien definidas:

1.2.1.5.1.1. Clase I: lantibidticos

Las bacteriocinas modificadas se denominan lantibidticos debido a que contienen
aminoacidos modificados como lantionina y/o B-metil-lantionina (Jung, 1991). Son de
pequefio tamafio molecular (< 5 kDa) y estables al calor. Los principales lantibi6ticos de
bacterias lacticas son la nisina producida por Lc. lactis (Hurst, 1981a,b), la lacticina 481
producida por Lc. lactis (Piard et al., 1992), la lactocina S producida por Lb. sake
(Mortvedt et al., 1995) y la carnocina U149 producida por Carnobacterium piscicola
(Stoffels et al., 1994).

Los lantibioticos se forman a partir de péptidos precursores o prepéptidos codificados en
genes estructurales y sintetizados en el ribosoma de las bacterias. Estos prepéptidos
tienen un extremo N-terminal denominado péptido lider, que se elimina por proteolisis
después de las reacciones de modificacion, antes, durante o después del transporte al
exterior de la célula, y un segmento C-terminal en el cual se modifican los residuos Ser,
Thr y Cys, que se conoce como propéptido (De Vos et al., 1991). La lantionina y la -
metil-lantionina se forman en el prepéptido por un proceso de modificacion post-
traduccional en dos pasos (Ingram, 1970). La formacion de la lantionina comienza con
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la deshidratacion especifica de residuos de serina para formar la 2,3-dideshidroalanina,
que forma un enlace tioéter por unién de su doble enlace con el grupo tiol de una
cisteina. La metil-lantionina deriva de un residuo de treonina en vez de serina. La
funcién de estos residuos de aminoacidos seria facilitar una conformacion estable al
péptido, consiguiendo simultdneamente una elevada termoestabilidad.

Los lantibidticos se dividen en dos tipos, Ay B (lay Ib), segin la propuesta de Jung et
al. (1991). Sahl et al. (1998) propusieron un tercer tipo que englobaria los lantibioticos
de estructura no definida.

Los lantibidticos la son alargados, flexibles, con forma de sacacorchos, anfipaticos,
poseen carga neta positiva y un peso molecular comprendido entre 2 y 5 kDa. En
solventes que imitan membranas como el trifluoroetanol o dimetilsulfoxido, los
péptidos adoptan estructuras anfifilicas en forma alargada (Van de Ven et al., 1991),
con residuos cargados y cadenas con la parte hidrofilica alineada en el lado opuesto de
la molécula. Esta conformacion se considera un requisito para que tenga lugar la
despolarizacién de la membrana (Van den Hooven et al., 1996a,b). Los lantibioticos del
tipo A se subdividen en tres grupos: el grupo de los de tipo nisina, el grupo formado por
Pep5, epicidina 280 y epilancina K7, y el grupo formado por estreptococina A-FF22,
lacticina 481, salivaricina A y variacina.

Los lantibidticos tipo Ib tienen forma globular y peso molecular de aproximadamente 2
kDa. Son también fuertemente anfipaticos, pero a diferencia de los péptidos de tipo la
carecen de carga neta o la poseen negativa (Altena et al., 2000) y tienen mucha menor
libertad conformacional, lo que les confiere estabilidad frente a la accién de proteasas
(Sahl y Bierbaum, 1998). Actlan inhibiendo funciones enzimaticas al bloquear los
sustratos de las reacciones. No se han descrito en este grupo bacteriocinas producidas
por bacterias lacticas.

El tercer tipo de lantibidticos incluye aquellos para los que no existe una informacion
completa de su estructura, aunque los genes estructurales y los implicados en la
biosinteis hayan sido secuenciados, de manera que no pueden establecerse
comparaciones con las diferentes bacteriocinas ya descritas.

1.2.1.5.1.2. Clase Il: no modificadas de pequefio tamafio y estables al calor

Este grupo es el mas numeroso y comprende las bacteriocinas de tamafio inferior a 10
kDa, termoestables y sin aminoacidos modificados en su estructura. Poseen una sefial de
procesamiento del péptido lider comdn Gly-Gly, comparten un alto contenido en
aminoacidos pequerios tipo Gly y son generalmente catidnicas.

Se subdividen en lla o tipo pediocina, Ilb o bacteriocinas de dos péptidos, llc o
secretadas por un sistema sec-dependiente y 1ld.
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La clase lla comprende a las bacteriocinas tipo pediocina PA-1, que se caracterizan por
presentar una fuerte actividad antilisteria. La caracterizacion molecular de las
pediocinas PA-1 y AcH, junto con la obtencién de sus secuencias aminoacidicas,
permitié establecer que ambas son la misma bacteriocina (Henderson et al., 1992;
Marugg et al., 1992; Motlagh et al., 1992a). El término més extendido en la actualidad,
que es el de pediocina PA-1. Este grupo de bacteriocinas son muy comunes en bacterias
lacticas. Sus secuencias aminoacidicas muestran un elevado grado de homologia (38-
60% de identidad) siendo mas pronunciada en el extremo N-terminal (Aymerich et al.,
1996). Esta region presenta dos cisteinas unidas por un enlace disulfuro en la llamada
“caja pediocina”: -Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-X;-Cys-X,-K/Asn-X3-X4-Cys- donde X4
representa residuos variables (Nissen-Meyer y Nes, 1997; Ennahar et al., 2000).
Analisis recientes parecen ampliar la presencia de posiciones conservadas (Casaus,
1998). Se ha demostrado que la region C-terminal es un determinante importante para la
especificidad de las bacteriocinas. La region C-terminal es hidrofébica o anfipatica e
interacciona con la membrana originando poros (Chikindas et al., 1993). Se incluyen en
este grupo: pediocina PA-1 (Henderson et al., 1992), sakacina P (Tichaezek et al.,
1992), leucocina A (Hastings et al., 1991), leucocina UAL 187 (Hastings et al., 1991),
curvacina A (Holck et al., 1992) y enterocina A (Aymerich et al., 1996).

Las bacteriocinas de la clase Ilb requieren la accién complementaria de dos péptidos
catidénicos diferentes para ser activas. La primera bacteriocina de este grupo
caracterizada fue la lactococina G (Nissen-Meyer et al., 1992). También pertenecen a
este grupo la lactococina M y N (Van Belkum et al., 1991), la plantaricina A (Nissen-
Meyer et al., 1993), las plantaricinas EF y JK (Diep et al., 1996), la lactacina F (Allison
et al., 1995) y las enterocinas L50A y L50B (Cintas et al., 1998a), entre otras. La
purificacién y caracterizacion de la enterocina L50 producida por Ec. faecium L50
(Cintas et al., 1998a) y la enterocina | producida por Ec. faecium 6T1a (Floriano et al.,
1998) demostraron un alto grado de identidad, por lo que se pueden ser consideradas
como la misma bacteriocina.

Las bacteriocinas de la clase llc fueron propuestas como clase por Nes et al. (1996)
debido a que las bacteriocinas acidicina B (Leer et al., 1995), divergicina A y
carnobacteriocina A (Worobo et al., 1994) eran secretadas por un sistema sec-
dependiente. Estas bacteriocinas no poseen la secuencia péptido lider Gly-Gly sino que
estan sintetizadas con una secuencia lider N terminal tipica del tipo sec. Posteriormente
se ha observado que bacteriocinas de la clase lla pueden usar este sistema de secrecion
y como consecuencia la subclase llc podria eliminarse (Cintas et al., 2001; Cleveland et
al., 2001).

Moll et al. (1999) sugieren incluir la clase Ild, englobando las bacteriocinas de la clase
Il que no se pueden clasificar en ninguno de los subgrupos anteriores. Entre ellas se
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encuentra la lactococina A (Holo et al., 1991; Martinez et al., 2000), la lactococina B
(Van Belkum et al., 1991) y la enterocina B (Casaus, 1998).

Las bacteriocinas tiol-activadas fueron propuestas como clase por Venema et al. (1994)
para incluir las bacteriocinas cuya actividad bioldgica depende del estado reducido de
un residuo de cisteina. De momento sélo incluye la lactococina B (Venema et al., 1993).
Se ha sugerido, posteriormente, que este grupo debe ser eliminado (Nes et al., 1996), al
haberse observado que la oxidacion del grupo sulfhidrilo de las bacteriocinas con
diversos reactivos quimicos no modifica la actividad bacteriocina.

1.2.1.5.1.3. Clase I11: no modificadas, de gran tamafio y sensibles al calor

Esta clase estd formada por proteinas de mas de 30 kDa, termolabiles (se desactivan con
tratamientos térmicos de 60-100°C durante 10-15 min), siendo las que menor interés
industrial despiertan. Las bacteriocinas de este grupo estan producidas por especies del
género Lactobacillus, aunque recientemente se han identificado también en
Enterococcus (Cintas et al., 2001).

1.2.1.5.1.4. Otras bacteriocinas

Klaenhammer (1993) sugiri6 una cuarta clase que incluyera bacteriocinas que requieren
un componente glucidico o lipidico para su actividad bioldgica. Nes et al. (1996)
propusieron la eliminacion de esta categoria debido a que la atribuyen a una
caracterizacion bioquimica incorrecta. Estos datos se apoyan en los resultados de
Jiménez-Diaz et al. (1995) al demostrar la naturaleza exclusivamente peptidica de la
plantaricina S.

Finalmente, existen algunas bacteriocinas que no pueden clasificarse en ninguna de las
clases citadas, como la enterocina AS-48 producida por Enterococcus faecalis y Ec.
faecium. La enterocina AS-48 madura tiene cerca de 70 residuos y un tamafio de 7,5
kDa. No contiene aminoacidos modificados como lantionina o B-metil lantionina. Es el
primer ejemplo de bacteriocina con una modificacion post-traduccional de
circularizacion por una unién cabeza-cola y no por union de sus cadenas polipeptidicas
(Samyn et al., 1994). La enterocina AS-48 se encuentra ampliamente extendida en la
naturaleza (Joosten et al., 1997).

1.2.1.5.2. Mecanismo de accién

La formacién de poros en la membrana citoplasmatica de las células sensibles parece
ser un mecanismo de accion comun de las bacteriocinas producidas por las bacterias
lacticas (Klaenhammer, 1993). Este proceso induce la disipacion de la fuerza protén-
motriz (PMF) (Montville y Bruno, 1994). La PMF es un gradiente electroquimico,
compuesto de un potencial de membrana y un gradiente de pH, necesario en distintos
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procesos metabolicos celulares dependientes de energia. La formacion de poros y la
eliminacién de esta fuente de energia celular promueven la salida rapida de metabolitos
de pequefio tamafio, como aminoacidos y nucledtidos, interrumpiendo los procesos de
biosintesis de la célula (Sahl et al., 1985; Brotz et al., 1998a; b).

La mayoria de las bacteriocinas de las bacterias lacticas interaccionan con la membrana
citoplasmatica de la célula sensible mediante uniones electrostaticas entre el extremo C-
terminal de la bacteriocina cargado positivamente y los lipidos de la membrana
cargados negativamente (Moll et al., 1999). Algunas bacteriocinas como la nisina y
otros lantibidticos relacionados necesitan un potencial minimo de membrana para poder
insertarse en la membrana y ejercer su accion (Ruhr y Sahl, 1985). En cambio otras
bacteriocinas, como la pediocina PA-1, no requieren un determinado estado energético
celular para su insercion en la membrana y posterior formacion del poro (Chikindas et
al., 1993; Cenatiempo et al., 1996). Algunas bacteriocinas, como las lactococinas A y
B, son sdlo activas frente a células enteras o vesiculas derivadas de ellas, por lo que se
cree que requieren un receptor localizado en la membrana o en la pared celular (Van
Belkum et al., 1991; Venema et al., 1993). La enterocina AS-48 ejerce su funcion
inhibitoria formando poros que permiten la permeabilizacion de la membrana y la salida
de K*, Na" y compuestos de bajo peso molecular, disipando el potencial de membrana y
haciendo a la célula no viable (Galvez et al., 1989a).

El mecanismo de formacion del poro ha sido estudiado por diversos autores usando
sistemas de membrana artificiales (Benz et al., 1991; Moll et al., 1996). Se han
propuesto distintos modelos. Los lantibidticos tipo A seguirian el modelo de cufia y las
bacteriocinas no modificadas de pequefio tamafio y termoestables seguirian el modelo
de duela de barril o mecanismo de tapiz (Moll et al., 1999). En el modelo en cufia, el
extremo C-terminal de la nisina cargado positivamente y los lipidos unidos penetran en
la membrana empujados por los componentes de la fuerza proton-motriz que estimulan
la permeabilizacion de la membrana. La nisina adopta una conformacién de tipo
alargada anfipatica de modo que el lado de la cadena que contiene los aminoacidos
hidrofobicos se sitta en el lado hidrofébico de la membrana, mientras que los grupos
hidrofilicos interaccionan con la cabeza polar de los fosfolipidos (Van den Hooven et al.
1996b). Este modelo se apoya en las investigaciones de Moll et al. (1998), quienes
observaron que la nisina inducia en los fosfolipidos movimientos de transmembrana.
Brotz et al. (1998b) han demostrado que nisina y epidermina interacttan con el lipido Il,
que actia como sustrato de la reaccion de transglicosilacion necesaria para la formacién
de los peptidoglicanos de la pared celular. El lipido Il actuaria como una “molécula
estibadora” facilitando la insercion de la bacteriocina en la membrana y, por tanto, la
formacion de poros (Breukink et al., 1999). En el modelo de duela de barril, los
péptidos adoptan una conformacion en o-hélice anfipatica, de modo que la cara
hidrofébica de la hélice interacciona con las cadenas de acidos grasos de los lipidos de
la membrana, mientras que los grupos hidrofilicos se sitdan hacia el interior formando la
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pared interna del poro. EI mecanismo en tapiz consistiria en el recubrimiento de la
superficie de la membrana por péptidos individuales colocados paralelamente a la
misma. Estos interferirian con la bicapa lipidica, ocasionando una permeabilidad
transitoria y local de la membrana por una movilizacion muy activa de los fosfolipidos
(Bechinger, 1997). La concentracién minima inhibitoria (MIC) de las bacteriocinas se
ve afectada por la composicion fosfolipidica de la cepa diana, asi como por el pH del
medio (Chen et al., 1997a,b).

Los lantibidticos tipo B actlan inhibiendo funciones enzimaticas al bloquear los
sustratos de las reacciones. Para ello se unen a lipidos de membrana especificos, como
fosfatidiletanolamina en el caso de cinnamicina (Hosoda et al., 1996) o al lipido Il en el
caso de mersacidina (Brotz et al., 1998a), inhibiendo la sintesis de fosfolipasa y
peptidoglicano.

Ademas de la formacion de poros, para ciertas bacteriocinas se ha descrito la lisis
celular como modo de accion secundario. Las bacteriocinas nisina y pep 5 indujeron la
lisis de Staphylococcus simulans por activacion del sistema autolitico del
microorganismo (Bierbaum y Sahl, 1987). La enterocina AS-48 exhibi6 un efecto litico
sobre Ec. faecalis S-47 asociado con una activacion de las autolisinas (Galvez et al.,
1990).

1.2.1.5.3. Aplicacidn de bacteriocinas en leche y productos lacteos

Debido a su naturaleza peptidica, las bacteriocinas pueden ser degradadas por enzimas
digestivas, resultando de esta manera inocuas para el hombre y su microbiota intestinal.
Ademas, sus propiedades fisico-quimicas les confieren resistencia a tratamientos
térmicos y gracias a su pequefio tamafio pueden difundir con relativa facilidad en los
alimentos.

1.2.1.5.3.1. Efectividad y factores limitantes del uso de bacteriocinas

Los factores limitantes de la eficacia de las bacteriocinas en los productos lacteos son
diversos. El principal es su reducido espectro inhibitorio, que en muchos casos esta
restringido a cepas o especies muy relacionadas con la cepa productora, careciendo de
efectividad frente a microorganismos patdgenos o alterantes Gram-negativos.

La composicién quimica y las condiciones fisicas del alimento influyen
significativamente en la actividad de la bacteriocina. Su naturaleza proteica les hace
susceptibles de interaccionar con enzimas proteoliticas o con otras proteinas (Degnan et
al., 1993). Debido a su caracter generalmente hidrofdbico, las bacteriocinas pueden
interaccionar con la grasa de los productos lacteos, lo que disminuye su eficacia. Se ha
observado la reduccion de la actividad de la nisina frente a L. monocytogenes a medida
que aumenta la concentracion de grasa (Jung et al. 1992). Para paliar estos
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inconvenientes, se han realizado intentos de encapsular la pediocina en liposomas
(Degnan y Luchansky, 1992, Degnan et al.,, 1993) o incorporar la nisina a
microparticulas de alginato calcico (Cutter y Siragusa, 1996; Wan et al., 1997a),
obteniéndose mejores resultados con la segunda estrategia.

La solubilidad y difusion de las bacteriocinas en los alimentos pueden resultar afectadas
por factores como el pH (Liu y Hansen, 1990). Algunos aditivos alimentarios como el
agente antioxidante metabisulfito sédico o el blanqueante didxido de titanio, en el caso
de la nisina, pueden inhibir la actividad de las bacteriocinas (Delves-Broughton, 1990).

1.2.1.5.3.2. Mejora de la calidad y seguridad microbioldgica de productos lacteos
mediante bacteriocinas

El uso de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas como cultivos iniciadores o
fermentos lacticos ha despertado un interés considerable tanto por parte de los
investigadores como de la industria. La nisina es la bacteriocina més estudiada y ha sido
reconocida como sustancia segura (GRAS) por la FDA (Ronk, 1988). Se emplea como
conservante en mas de 50 paises, en quesos fundidos, conservas vegetales, huevo
pasterizado, productos de pasteleria y bebidas alcohodlicas.

La nisina se utiliza como alternativa al nitrato en la prevencion de la germinacion y
desarrollo de esporas de Clostridium, afiadiéndose con frecuencia en la elaboracién de
quesos fundidos (Rodriguez, 1996). Resulta eficaz a concentraciones de 250-500 Ul/g
para quesos contaminados con clostridios no patdgenos que producen defectos de sabor
y apariencia, y de 500-1.000 Ul/g para el control de clostridios patégenos (Sommers y
Taylor, 1987). La elaboracion de queso Cheddar con lactococos productores de nisina
redujo significativamente el deterioro ocasionado por C. sporogenes (Zottola et al.,
1994).

La adicion de 2.000 Ul/g de nisina a un queso Cottage inoculado con 10* ufc/ml de L.
monocytogenes dio lugar a un descenso de 3 unidades logaritmicas en los niveles del
patdgeno después de 7 dias a 20°C, mientras que en el control aumenté una unidad
logaritmica (Ferreira y Lund, 1996). McAuliffe et al. (1999) observaron reducciones de
L. monocytogenes Scott A en este mismo tipo de queso, utilizando un cultivo productor
de lacticina 3147 como iniciador.

El empleo de Lc. lactis productores de nisina en la elaboracion de queso Camembert dio
lugar a reducciones de 2,4 unidades logaritmicas en los niveles de L. monocytogenes
frente a los de quesos elaborados con Lactococcus no productores de bacteriocina
(Maisnier-Patin et al. 1992). La adicion del preparado comercial Nisaplin® (2,5 mg/l)
en queso Ricotta inhibi6 el crecimiento de este mismo patdégeno durante al menos 8
semanas (Davies et al., 1997).
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En la elaboracién de queso Cheddar para untar, el empleo de cultivos productores de
nisina resultd efectivo en el control de L. monocytogenes y S. aureus (Zottola et al.,
1994). Rodriguez et al. (2000) comprobaron que la adicion de una cepa de Lc. lactis
productor de nisina junto al fermento comercial en la fabricacion de queso tipo
Hispanico proporcionaba una mayor proteccién frente a una eventual contaminacion de
la leche o la cuajada por S. aureus.

En queso elaborado con Ec. faecalis INIA 4 productor de enterocina AS-48 como
adjunto al fermento comercial, los recuentos de L. monocytogenes Ohio descendieron 3
unidades logaritmicas después de 8 h y 6 unidades logaritmicas después de 7 d (Nufiez
et al., 1997). En queso tipo Hispénico fabricado con Lc. lactis TAB 24 productor de
lacticina 481 se obtuvieron reducciones de 2,8 unidades logaritmicas de L.
monocytogenes después de 60 d, mientras que no se detectd la presencia del patdégeno
desde las 8 h y hasta el final de la maduracion cuando se utiliz6 Ec. faecalis TAB 28
productor de enterocina AS-48 (Rodriguez et al., 2001).

La pediocina PA-1 también se ha empleado con éxito en el control de L. monocytogenes
en productos lacteos (Motlagh et al., 1992b; Pucci et al., 1988). No se detecto la
presencia de L. monocytogenes pulverizando Lb. plantarum WHE 92 productor de
pediocina PA-1 sobre la superficie de queso Munster después de 21 d de maduracion
(Ennahar et al., 1998).

1.2.2. COMPUESTOS ANTIMICROBIANOS PRESENTES EN LA LECHE
1.2.2.1. El sistema lactoperoxidasa

El sistema lactoperoxidasa (LP) esta constituido por la enzima lactoperoxidasa, el
tiocianato y el perdxido de hidrogeno. La lactoperoxidasa es una glicoproteina con un
grupo hemo (De Wit y Van Hooydonk, 1996) que aparece en diversas secreciones
bioldgicas como leche, saliva y lagrimas (Wolfson y Summer, 1993), y que protege a
las células del metabolismo toxico del oxigeno al igual que otras peroxidasas (Reiter y
Hérnulv, 1984). Es resistente hasta pH 3 y a la accion proteolitica del jugo gastrico
(Reiter y Harnulv, 1984), mostrandose maés activa a pH acido (Wever et al., 1982). La
cantidad de tiocianato presente en leche depende de la dieta, siendo la hidrdlisis de
glucosinolatos y la destoxificacion de cianuros su principal fuente (Wood 1975). Las
especies del genero Brassica (familia Cruciferae) como coliflor, berza y nabo son ricas
en glucosinolatos, mientras que los glucdsidos cianogénicos se encuentran en maiz,
cafia de azucar, guisantes y habas. Las fuentes naturales de peroxido de hidrogeno son
los leucocitos polimorfonucleares y el metabolismo de algunas bacterias lacticas
catalasa negativas, que en condiciones aerobias producen suficiente cantidad para
activar el sistema (Carlsson et al., 1983). Normalmente necesita ser afadido
exogenamente de forma quimica o mediante el empleo de enzimas como la glucosa
oxidasa o la xantina oxidasa (Klebanoff et al., 1966).
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La lactoperoxidasa cataliza la oxidacion del tiocianato por el perdxido de hidrogeno.
Esta oxidacién da lugar a compuestos intermedios inestables como el ién hipotiocianito
(OSCN)) y oxiacidos, como el acido cianosulfuroso (HO,SCN) y el acido cianosulfarico
(HO3SCN) (Pruitt et al., 1982; Wolfson y Summer, 1993) que poseen actividad
antimicrobiana. Estos compuestos ejercen su efecto antimicrobiano oxidando los grupos
sulfhidrilo de enzimas y proteinas (Aune y Thomas, 1978; Thomas y Aune, 1978).
También se ha relacionado la accion del sistema LP con dafios en la membrana celular,
ocasionando pérdidas de K*, aminoacidos y péptidos (Marshall, 1978; Marshall y
Reiter, 1980; Reiter y Harnulv, 1984). Posteriormente se inhibe la toma de glucosa,
bases nitrogenadas y aminodcidos, asi como la sintesis de proteinas, ADN y ARN
(Reiter y Harnulv, 1984).

Se ha comprobado un efecto bactericida del sistema LP frente a microorganismos
Gram-negativos como E. coli y Sal. typhimurium (Earnshaw et al., 1990; Farrag et al.,
1992a; Wolfson y Summer, 1994). También se ha detectado un efecto bactericida del
sistema LP sobre Y. enterocolitica en leche cruda, dependiente de los niveles de
patdgeno y de la temperatura de incubacion (Farrag et al., 1992b). Frente a C. jejuni se
ha observado un efecto bactericida en leche cruda, esterilizada y UHT (Beumer et al.,
1985; Borch et al., 1989).

Sobre microrganismos Gram-positivos como L. monocytogenes ha sido descrito como
bacteriostatico (Kamau et al., 1990a) y bactericida (EI-Shenawy et al., 1990; Gaya et
al., 1991; Zapico et al., 1993; Rodriguez et al., 1997). Frente a S. aureus se observo,
tanto a 37°C como a 10°C, un efecto bactericida después de activar el sistema en la
leche (Kamau et al., 1990a). El sistema LP aumenta la destruccién térmica de L.
monocytogenes y S. aureus en leche (Kamau et al., 1990b).

La activacién del sistema LP permite prolongar la vida util y mejorar la calidad de la
leche cruda y pasterizada (Zajac et al., 1983; Kamau et al., 1984, 1991; Martinez et al.
1988; Marks et al., 2001) y ha sido ensayado con éxito, como método alternativo a la
refrigeracion, en varios paises. También ha sido aplicado en la mejora de la calidad
microbioldgica del queso (Denis y Ramet, 1989; Earnshaw et al., 1989; Santos et al.,
1995; Atamer et al., 1999).

1.2.2.2. Lactoferrina

La lactoferrina forma parte del sistema de inmunodefensa natural de la leche. Es una
glicoproteina secuestradora de hierro que se encuentra en leche, otros fluidos
fisioldgicos y leucocitos polimorfonucleares (Masson et al., 1969). Es estable al calor
(90°C durante 60 min) (Reiter y Oram, 1967). Diversos autores han descrito su
capacidad inhibitoria frente a microorganismos como L. monocytogenes, B. subtilis, B.
stearothermophilus, S. aureus, Klebsiella o E. coli (Nagasawa et al., 1972; Reiter, 1978;
Mandel y Ellison, 1985; Payne et al., 1990). Su actividad es dependiente de la
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concentracion, el grado de saturacion de hierro (Weinberg, 1978) y de la interaccion con
otros componentes de la leche (Lonnerdal, 1985). También se ha descrito un péptido
antimicrobiano derivado de la hidrdlisis acida con pepsina de la lactoferrina humana y
bovina denominado lactoferricina. Este péptido es bactericida frente a un amplio
espectro de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como levaduras (Jones et
al., 1994).

1.2.2.3. Lisozima

La lisozima esta presente en diversos sistemas naturales como plantas, leche, lagrimas o
huevos (Conner, 1993). Es una N-acetilhexosaminidasa, clasificada como una
muramidasa (Board, 1969). En huevo de gallina puede suponer un 3,5% del peso seco
(Banwart, 1979). La lisozima lisa la pared celular de las bacterias por hidrolisis de los
enlaces B(1-4) de la barrera de peptidoglicano (Powrie y Nakai, 1986; Van Demark y
Batzing, 1987), siendo las bacterias Gram-positivas mas susceptibles a la accion de esta
enzima que las Gram-negativas. La adicion de lisozima es utilizada para impedir el
desarrollo de las esporas de Clostridium en quesos (Scott et al., 1987).

1.2.3. NUEVAS TECNOLOGIAS EN SEGURIDAD MICROBIOLOGICA DE
LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

La industria lactea busca continuamente el desarrollo de nuevos métodos que sirvan
para mejorar la calidad de los alimentos producidos. Frente a los métodos térmicos de
conservacién, aparecen nuevas tecnologias dirigidas a satisfacer las caracteristicas
organolépticas y nutricionales de los consumidores, manteniendo o mejorando la
seguridad de los productos.

1.2.3.1. Altas presiones

Se entiende por altas presiones la tecnologia que utiliza presiones de trabajo
comprendidas entre 100 y 1.000 MPa. En las aplicaciones a temperaturas inferiores a
50°C se consigue la inactivacion de las células vegetativas microbianas alterando
mimimamente el aroma, sabor o color de los alimentos (Cheftel, 1995), aunque esto
depende en gran medida del tratamiento empleado y de las caracteristicas del producto
inicial. Paralelamente al objetivo de reducir la carga microbiana del producto, las
materias primas también pueden ser tratadas con el fin de conservar o mejorar su
funcionalidad para la posterior elaboracién de derivados.

La resistencia de los microorganismos a la presion es muy variable, siendo las bacterias
Gram-positivas mas resistentes que las Gram-negativas (Cheftel, 1995; Tewari et al.,
1999), aunque estudios mas recientes sugieren que la morfologia juega un papel
importante, mostrandose mas sensibles las células con forma bacilar y mas resistentes
las esféricas (Ludwig y Schreck, 1997). Las esporas bacterianas muestran una
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resistencia muy superior a la de las formas vegetativas y pueden sobrevivir a presiones
de 1.000 MPa (Guamis, 2000).

La utilidad de la alta presion para retrasar la acidificacion de la leche fue sefialada por
Hite et al. en 1897 (Johnston, 1995). Actualmente se ha conseguido alargar la vida util
de la leche cruda almacenada a 10°C hasta 10 dias aplicando tratamientos de 400
MPa/30 min o 500 MPa/8 min (Rademacher y Kessler, 1997). Ldpez-Fandifio et al.
(1996) observaron reducciones de las bacterias psicrotrofas de leche cruda hasta el nivel
de deteccion (10 ufc/ml) con un tratamiento de 300 MPa/25°C/30 min o 400
MPa/25°C/10 min. Se ha desarrollado un equipo piloto capaz de tratar 200 I/h de leche a
una presion de 380 MPa y que proporciona reducciones de la microbiota aerobia de la
leche de 3 unidades logaritmicas (Sionneau et al., 1997).

Diversos estudios frente a L. innocua, E. coli, Pseudomonas fluorescens, S. aureus y Lb.
helveticus inoculados en leche de oveja mostraron a P. fluorescens como el mas sensible
y a S. aureus y Lb. helveticus como los més resistentes a la inactivacion por alta presion
(Gervilla et al., 1997a,b; 1999a,b).

Styles et al. (1991) observaron una reduccién de L. monocytogenes de 6 unidades
logaritmicas en leche cruda y de 5 unidades logaritmicas en leche UHT con un
tratamiento de 340 MPa/23°C/1 h. En nata liquida UHT (35% grasa) se obtuvieron
reducciones de 4 unidades logaritmicas frente a este mismo microorganismo con 450
MPa/25°C/30 min (Rafalli et al., 1994).

Reps et al. (1997) han estudiado el efecto de la aplicacion de presiones entre 50 y 1.000
MPa sobre los microorganismos de quesos en distintos periodos de la maduracion,
concluyendo que la inactivacién de los microorganismos aumenta con la presion,
excepto en el caso de las esporas, que los tratamientos ciclicos aumentan la reduccién
de las poblaciones microbianas y que la alta presion mejora la propiedades
organolépticas del queso, sobre todo su consistencia.

E. coli y S. aureus se eliminaron completamente en un sistema modelo de queso
Cheddar inoculado con 10" ufc/ml de cada uno de los patégenos mediante un
tratamiento de 500 MPa/30°C/20 min y 700 MPa/20°/20 min respectivamente (O"Reilly
et al., 1999a,b). Utilizando presiones de 400, 450 y 500 MPa a temperaturas de 2, 10 y
25°C durante tiempos de entre 5 y 15 min, E. coli fue eliminado totalmente en queso
fresco de cabra (Capellas et al., 1996).

Las altas presiones también han sido utilizadas para acelerar la maduracion de quesos,
existiendo una patente para reducir el tiempo de maduracion de seis meses a tres dias
utilizando presiones continuas de entre 10 y 250 MPa (Yokoyama et al., 1993).
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1.2.3.2. Irradiacion

El proceso de irradiacidn consiste en exponer los alimentos, envasados 0 a granel, a una
fuente de radiacion ionizante durante un tiempo controlado para reducir o eliminar los
patdgenos asociados y/o aumentar la vida atil del producto. Las fuentes de radiacion que
pueden emplearse en alimentos son: rayos gamma de Co®® y Cs™’, rayos X y electrones
acelerados. Numerosos estudios han concluido que los alimentos irradiados con dosis
inferiores a 10 kGy se consideran seguros (WHO, 1981; WHO, 1994).

La efectividad de las radiaciones ionizantes frente a microorganismos patdgenos como
L. monocytogenes, A. hydrophila, Y. enterocolitica, Campylobacter, E. coli O157:H7 y
Salmonella ha sido descrita por diversos autores (Radomyski et al., 1994; Tauxe, 2001).

En quesos tipo Camembert y tipo Limburger se han obtenido reducciones de L.
monocytogenes de entre 10* y 10° ufc/g utilizando radiaciones de hasta 3 kGy, sin
modificar las propiedades sensoriales del queso (Bougle y Stahl, 1994; Ennahar et al.,
1994; Cecchi et al., 1995).

Se ha aplicado irradiacion frente a diversas bacterias patdgenas como E. coli, Sal.
typhymurium, L. monocytogenes, S. aureus o B. cereus en quesos italianos,
observandose una disminucién de sus niveles sin afectar significativamente a
organismos beneficiosos como bacterias lacticas, levaduras y mohos (Cecchi et al.,
1996; Vosniakos y Hatziioannou, 1997).

La aplicacion de radiaciones gamma de 1 kGy fueron suficientes para eliminar L.
monocytogenes, Y. enterocolitica y E. coli O157:H19 en helados, sin alterar sus
propiedades sensoriales (Kamat et al., 2000).

1.2.3.3. Pulsos eléctricos de alto voltaje

Los tratamientos mediante pulsos eléctricos de alto voltaje (PEF) consisten en la
aplicacion de campos eléctricos de alta intensidad (10-50 kV/cm) de forma intermitente,
durante periodos de tiempo del orden de microsegundos (1-100 us). Estos tratamientos
provocan la inactivacion de los microorganismos por el fendmeno denominado
electroporacion, que consiste en la formacion de poros en las membranas celulares
(Zimmerman, 1986). Sobre la inactivacion microbiana influyen las condiciones del
tratamiento (fuerza del campo eléctrico, forma del pulso, anchura del pulso, energia del
pulso, frecuencia, tiempo de tratamiento y temperatura) asi como las caracteristicas de
los microorganismos y del medio (Alvarez et al., 2000). Las levaduras son los
microorganismos mas sensibles, mientras que las bacterias Gram-negativas son mas
sensibles que las Gram-positivas (Hulsheger et al., 1983). Durante el tratamiento se
produce un pequefio aumento de la temperatura que no afecta a las propiedades del

26



Introduccion

alimento. Ademas, el efecto bactericida de estos tratamientos aumenta con la
temperatura.

La inactivacion de microorganismos como E. coli, Salmonella, Listeria o S. aureus en
leche mediante el empleo de campos eléctricos pulsantes ha sido estudiada por diversos
autores (Pothakamury et al., 1995; Martin et al., 1997; Sensoy et al., 1997; Reina et al.,
1998; Dutreux et al., 2000). Se ha demostrando su potencial como método alternativo a
la pasterizacion térmica de alimentos. Actualmente existen prototipos para la
pasterizacion en continuo de liquidos mediante esta técnica (Qin et al., 1995).

La aplicacion de PEF y temperaturas de 105 y 112°C en leche con cacao aumento la
vida util del producto durante su almacenamiento a 4, 22 y 37°C (Evrendilek et al.,
2001). Rowan et al. (2001) obtuvieron reducciones de M. paratuberculosis de 5,9
unidades logaritmicas al tratar la leche con PEF a 50°C, mientras que con una
pasterizacion alta (72°C/25 s) se obtienen reducciones de 2,4 unidades logaritmicas.

Sepulveda-Ahumada et al. (2000) proponen mejorar la calidad del queso Cheddar
mediante el uso de leche tratada con PEF como alternativa a la pasterizacién térmica.

1.2.3.4. Microondas

Las microondas son una forma de energia que se manifiesta como calor cuando
interaccionan con moléculas polares (agua, proteinas y carbohidratos,
fundamentalmente) o iones cargados del alimento. Este calentamiento es provocado por
el movimiento y friccion de moléculas e iones. Se ha demostrado que la inactivacion de
los microorganismos se debe al calor que se origina dentro del alimento (Diaz-Cinco y
Martinelli, 1991). Los tratamientos térmicos con microondas pueden presentar ventajas
en tiempo y energia sin reducir la calidad del producto. Las microondas pueden
utilizarse en distintos procesos tales como descongelacion, escaldado, secado, coccion,
pasterizacion y esterilizacion. Tanto las caracteristicas del equipo (potencia, frecuencia
y distribucion del campo electomagnético, movimiento del producto, etc.) como la
naturaleza del alimento son parametros fundamentales en el calentamiento por
microondas.

La pasterizacion de la leche por microondas fue aplicada por primera vez por Hamid et
al. (1969), y posteriormente por otros autores (Chiu, et al., 1984; Kudra et al., 1991). La
falta de uniformidad en los tratamientos es uno de los problemas mas descritos, y da
lugar a “puntos frios” donde los microorganismos no se encuentran sometidos a las
condiciones que provocan su letalidad. La inactivacion por microondas de patdégenos
como Clostridium perfringens, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus y Salmonella
aparece reflejada en la literatura (Rosenberg y Bogl, 1987; Heddleson y Doores, 1994;
Heddleson et al., 1996). La resistencia al tratamiento depende del propio
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microorganismo asi como de las caracteristicas del alimento donde se encuentre (Choi
et al., 1993; Heddleson et al., 1996).

Las modificaciones de las caracteristicas sensoriales (Valero et al., 1999; 2000) y
nutricionales (Merin y Rosenthal, 1984; Sierra y Vidal-Valverde, 2000a,b) de la leche
tratada con microondas han sido motivo de estudio en los Ultimos afios.

1.2.3.5. Otras tecnologias
1.2.3.5.1. Ultrasonidos

Los ultrasonidos son ondas sonoras con una frecuencia superior a la perceptible por el
oido humano (>16 kHz). Cuando los ultrasonidos de alta intensidad (20-100 kHz) se
trasmiten a un medio liquido, provocan el fenémeno de la cavitacion, que consiste en la
formacion, crecimiento y subita implosion de burbujas. Esta implosion libera gran
cantidad de energia, alcanzandose, en el seno del liquido, elevadas temperaturas
(5.000°C) y presiones (1.000 atm) (Suslick, 1990) que provocan la aparicion de intensas
fuerzas de cizalla y la formacién de radicales libres, aunque ésto no supone un aumento
importante en la temperatura del medio.

El efecto bactericida de los ultrasonidos fue descrito en 1929 por Harvey y Loomis. En
1972, Burgos et al. observaron que la aplicacion de un tratamiento ultrasonico previo
sensibilizaba a determinados microorganismos esporulados a un tratamiento térmico. La
termoultrasonicacion (aplicacion de un tratamiento térmico y ultrasonidos
simultaneamente) mejor6 el efecto bactericida (Ordofiez et al., 1987; Garcia et al.,
1989). También existen trabajos de inactivacion de microorganismos mediante
tratamientos de manosonicacién (aplicacion de ultrasonidos bajo presion) y
manotermoultrasonicacion (tratamientos combinados de ultrasonidos bajo presion y
calor) (Raso, 2000). Los microorganismos muestran diferente resistencia a la
ultrasonicacién, mostrandose los cocos mas resistentes que los bacilos (Jacobs vy
Thornley, 1954), las esporas bacterianas mucho mas que las células vegetativas y las
bacterias Gram-positivas mas que las Gram-negativas (Pagén et al., 1999a).

La aplicacion de ultrasonidos en agua peptonada provocO reducciones de cuatro
unidades logaritmicas en Sal. eastbourne, mientras que en leche con cacao la reduccién
fue de menos de una unidad logaritmica (Lee et al., 1989). Por otro lado, la resistencia
de L. monocytogenes a un tratamiento de manosonicacién fue la misma en leche
desnatada que en tampon Mcllvaine de pH 7 (Pagan et al., 1999b). La imposibilidad de
obtener a escala industrial las intensidades ultrasonicas que se obtienen en el laboratorio
limitan, por el momento, su aplicacion.
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1.2.3.5.2. Calentamiento 6hmico

Este tratamiento se basa en la generacion de calor que se produce en un alimento al ser
atravesado por una corriente eléctrica debido a la resistencia eléctrica del mismo
(Skudder, 1989). Existen tres mecanismos por los cuales el calentamiento éhmico
provoca la muerte microbiana: dafios mecanicos en la membrana celular, formacién de
radicales libres y efectos térmicos (Palaniappa et al., 1990). El calentamiento 6hmico
resulta afectado por el tamafio, forma, densidad, sustrato y conductividad de la
formulacién alimentaria (Zoltai y Swearinger, 1996). Entre las primeras aplicaciones se
propuso la pasterizacion de la leche (Anderson y Finkelstein, 1919), pero la tecnologia
desapareceria unos afios mas tarde debido a que el material del electrodo no era
adecuado. En los ultimos afios se han desarrollado nuevos materiales y plantas de
procesado para el tratamiento de salsas, vegetales, pastas, zumo de frutas y leche (Bhat
y Joshi, 1998).

1.2.3.5.3. Microfiltracion

La microfiltracion (MF) es un proceso de filtracion por presion basado en el principio
de permeabilidad selectiva. El objetivo de este procedimiento es la depuracién
bacteriana de la leche o el lactosuero alterando lo menos posible la composicién
quimica de estos productos. Uno de los principales problemas cuando se utilizan
sistemas de filtracion de membrana es la formacion de un depdsito de colmatado en la
membrana que provoca un descenso del caudal de permeacion. Actualmente se utilizan
membranas ceramicas (Pedersen, 1991) y la aplicacidn de una presion transmembrana
uniforme (Sandblom, 1974; Kessler, 1997). El diametro de las bacterias es similar al de
los glébulos grasos de la leche, por lo que es necesario desnatar la leche antes del
proceso de MF. Normalmente se elige un tamafio de poro de 1,4 u, que retiene gran
cantidad de bacterias, esporas y células sométicas y permite el paso de la méxima
cantidad de micelas de caseina (Jensen et al., 1992; Kessler, 1997). El proceso
“Bactocatch” es el sistema maés utilizado y consta de una planta de MF para la leche
desnatada y una seccién para el calentamiento a alta temperatura de la mezcla de nata y
el concentrado procedente de la MF. Se utiliza en leche de consumo, asi como para
controlar la flora butirica presente en leche destinada a la fabricacion de quesos.

1.3. TRATAMIENTOS COMBINADOS Y SEGURIDAD
MICROBIOLOGICA

La estabilidad y seguridad microbioldgica de los alimentos estd basada en la
combinacion de diferentes factores o barreras que no son superados por los
microorganismos presentes. La aplicacion adecuada de esta tecnologia de barreras u
obstaculos ha demostrado tener ventajas en la calidad y seguridad del alimento, asi
como econdmicas.
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Las bacterias que sufren dafios subletales como consecuencia de un tratamiento fisico o
guimico pueden hacerse sensibles a inhibidores a los que normalmente eran resistentes
(Ray, 1993). Esta premisa puede ser aplicada en la tecnologia de barreras tanto para
ampliar o intensificar el efecto antimicrobiano frente a patdgenos, como para evitar la
apariciéon de patdgenos dafiados no detectables por los métodos normalizados y que
posteriormente pueden desarrollarse en condiciones favorables y producir enfermedad.

El uso de distintos tratamientos inhibitorios con efecto sinérgico puede dar lugar a
alimentos menos procesados pero mas eficientemente conservados. En la practica, es
preferible el uso de diferentes conservantes en pequefias cantidades que usar uno sélo en
mayor cantidad (Leistner, 1995).

1.3.1. EMPLEO DE BACTERIOCINAS EN TRATAMIENTOS COMBINADOS

El uso de bacteriocinas de bacterias lacticas en alimentos presenta una serie de
limitaciones relativas a su reducido espectro de inhibicion y su falta de eficacia frente a
bacterias Gram-negativas, asi como la posible aparicion de resistentes en las cepas
sensibles a las bacteriocinas.

La aparicion de bacterias resistentes a bacteriocinas es frecuente (Jarvis, 1967; Harris et
al., 1991; Ming y Daeschel, 1993; Rekhif et al., 1994). Se han identificado mecanismos
de resistencia a nisina en plasmidos diferentes al del operén de la nisina (Froseth y
McKay, 1991), asi como proteinasas como la nisinasa (Muriana, 1996). En L.
monocytogenes este mecanismo de resistencia se adquiere incrementando la proporcién
de &cidos grasos saturados y mediante una reduccién de los fosfolipidos de la membrana
celular, lo que requiere la presencia de cationes divalentes. Ademas, se produce una
reduccién de la hidrofobicidad de la membrana (Ming y Daeschel, 1993; Mazzotta y
Montville, 1997). En esporas y células vegetativas de Clostridium botulinum resistentes
a nisina, también se han observado cambios similares en los &cidos grasos de la
membrana celular (Mazzotta y Montville, 1999). En L. innocua se produce un
engrosamiento de la pared celular (Maisnier-Patin y Richard, 1996).

Entre las soluciones planteadas para paliar las limitaciones del empleo de bacteriocinas
en alimentos se encuentra la aplicacion de tratamientos combinados con otros sistemas
inhibitorios.

1.3.1.1. Combinaciones de bacteriocinas

Se ha sugerido que las bacterias Gram-positivas pueden tener varios receptores
especificos para distintas bacteriocinas, por lo que el empleo de mas de una bacteriocina
podria ser efectivo frente a un mayor ndmero de células y evitaria la aparicion de
resistencias (Hanlin et al., 1993)
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La combinacion de pediocina PA-1 y nisina aumenté la capacidad inhibitoria frente a L.
monocytogenes, Clostridium y diversas bacterias lacticas respecto de los tratamientos
individuales (Hanlin et al. 1993). El uso de curvaticina 13 y nisina mostré un efecto
sinérgico al inhibir totalmente un indculo de 1,5 x 10* ufc/ml de L. monocytogenes en
caldo TSBYE (Bouttefroy y Milliere, 2000). También se observd un mayor efecto
bactericida frente a este microorganismo al combinar nisina y leucocina F10 respecto al
de las bacteriocinas adicionadas individualmente en caldo de cultivo TSBYE (Parente et
al., 1998).

La combinacion de nisina con Lb. sake productor de sakacina A o Ec. faecium productor
de enterocina B evito el crecimiento de L. monocytogenes resistentes a nisina en caldo
nutritivo (Schillinger et al., 1998). En tofu se obtuvieron resultados similares al aplicar
estos tratamientos (Schillinger et al., 2001).

Mulet-Powell et al. (1998) estudiaron el efecto de la combinacién de pares de
bacteriocinas (nisina, pediocina PA-1, lacticina 481, lactacina F y lactacina B) frente a
diez indicadores en medio liquido y sélido. La pediocina dio lugar a numerosos efectos
sinérgicos, a diferencia de la lacticina 481 que produjo efectos antagonicos.

1.3.1.2. Bacteriocinas con otros tratamientos o conservantes

La resistencia de los microorganismos Gram-negativos a muchos agentes
antimicrobianos se debe en gran medida a la estabilidad que proporciona la cubierta
externa de lipopolisacaridos (Abee et al., 1995; Abriouel et al., 1998). La
permeabilizacion de esta capa externa permitiria la actuacion de las bacteriocinas en la
membrana citoplasmatica de los microorganismos. Ray (1993) sugirio la aplicacion de
bacteriocinas en combinacion con otros tratamientos 0 conservantes para aumentar su
efectividad en el control de bacterias Gram-negativas.

Se ha observado que el uso de agentes quelantes como EDTA, HTM, oxietilenonitrilo,
acido tetraacético, citrato, lactato y determinados fosfatos incrementan la eficacia de la
nisina frente a patdgenos como E. coli O157:H7 y Salmonella, asi como frente a otras
bacterias Gram-negativas (Stevens et al., 1991, 1992; Delves-Broughton, 1993;
Bridgeman y Zottola, 1994; Cutter y Siragusa, 1995a y b; Carneiro de Melo et al.,
1998).

La conservacion de alimentos mediante peliculas plasticas impregnadas con
bacteriocinas y agentes quelantes ha sido ensayada con exito por diferentes autores
(Wilhoit, 1996; Natrajan y Sheldon, 2000; Cutter et al., 2001).

La adicion de nisina a la leche junto con la activacion del sistema LP mostro un efecto
inhibitorio sinérgico sobre L. monocytogenes, siendo mas pronunciado cuando ambos
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antimicrobianos se afiadieron a diferentes tiempos (Zapico et al., 1998; Boussouel et al.,
2000).

También se detectd un efecto sinérgico con el tratamiento simultaneo de nisina (10-50
Ul/ml) y etanol (2-7% v/v) frente a L. monocytogenes en caldo TSB, en un intervalo de
temperaturas de 5 a 37°C (Brewer et al., 2002).

Diversas bacterias patdgenas Gram-negativas resistentes a pediocina y nisina se
convirtieron en sensibles después de tratarlas con acido o someterlas a un proceso de
calentamiento suave, altas presiones hidrostaticas, electroporacion o congelacién
(Kalchayanand et al., 1992, 1994).

La sensibilidad de L. monocytogenes a los tratamientos térmicos moderados en leche
desnatada aumento en presencia de nisina (Maisnier-Patin et al., 1995). Por otra parte,
el calentamiento a 55°C produjo dafios subletales en Sal. enteriditis y sensibilizé a este
microorganismo a la accién de la nisina (Boziaris et al., 1998).

La inhibicion de B. cereus mediante nisina resultd mas eficaz a bajas temperaturas y pH
acido (Jaquette y Beuchat, 1998). La adicion de nisina en leche aumenta la sensibilidad
de las esporas de B. cereus y B. stearothermophilus al calor y puede evitar la
germinacion de las supervivientes al tratamiento térmico (Wandling et al., 1999; Beard
etal., 1999).

Las altas presiones en combinacion con bacteriocinas han recibido mucho interés como
tratamiento combinado. La accion conjunta de altas presiones (345 MPa/25°C/5 min) y
pediocina PA-1 produjeron una disminucion en los niveles de S. aureus, L.
monocytogenes y E. coli O157:H7 de 1,7, 2,1 y 0,6 log ufc/ml respectivamente, en
comparacion con el mismo tratamiento sin bacteriocina (Kalchayanand et al., 1998). La
adicion de nisina en huevo batido tratado con altas presiones hidrostaticas (450
MPa/20°C/10 min) aumentdé la muerte de L. innocua y E. coli (Ponce et al., 1998).
Hugas et al. (2001) obtuvieron mayores reducciones de S. aureus, L. monocytogenes y
Salmonella al presurizar (600 MPa/17°C/6 min) jaméon cocido y jamén curado
loncheado junto a enterocinas A y B, sakacina K, pediocina PA-1 6 nisina. Estos
mismos autores también observaron, en un homogeneizado de jamén cocido, un mayor
efecto inhibitorio de la alta presion (400 MPa/17°C/10 min) asi como una menor
recuperacion de E. coli, Salmonella y L. monocytogenes, cuando las bacteriocinas
mencionadas anteriormente fueron adicionadas al producto.

La combinacién de lacticina 3147 con altas presiones (150-275 MPa/25°C/30min) tuvo
un efecto inhibitorio sinérgico frente a S. aureus y L. innocua en leche desnatada
reconstituida y suero lacteo, respectivamente (Morgan et al., 2000). La combinacién de
altas presiones (200 MPa/10°C/10 min) y nisina produjo reducciones de E. coli
superiores a 6 unidades logaritmicas en caldo BHI (Ter Steeg et al., 1999). El empleo de
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ciclos de altas presiones (550 MPa/20°C/10 min) en leche aument6 el efecto
antimicrobiano de la nisina y/o la lisozima frente a E. coli (Garcia-Graells et al., 1999).

La eficacia de los tratamientos con PEF frente a B. cereus, E. coli y L. innocua aumentd
al ser combinados con nisina (Calderén-Miranda et al., 1999; Terebiznik et al., 2000;
Pol et al., 2001).

También, la actividad antibacteriana de la combinacion de NaCl y bacteriocinas ha sido
estudiada por distintos autores, observandose resultados variables dependiendo de la
bacteriocina utilizada, el microorganismo diana y las condiciones del experimento.

La disminucion de la temperatura, el aumento de la concentracion de NaCl y la adicion
de nisina actuaron de forma sinérgica en la reduccion de S. aureus. El efecto de la nisina
frente a L. monocytogenes y E. coli O157:H7 se vio favorecido a altas concentraciones
de NaCl (Thomas y Wimpenny, 1996; Génzle et al., 1999; Pawar et al., 2000).

Boutterfroy et al. (2001) observaron un incremento de la accion bactericida de la
curvaticina 13 frente a L. monocytogenes a valores de pH bajos, mientras que la adicién
de NaCl disminuyd la accion de la bacteriocina en las primeras 12 h de incubacién, pero
posteriormente retraso el crecimiento del microorganismo.

El NaCl actué de forma antagonica frente a la accion inhibidora de la pediocina PA-1y
la nisina sobre Lb. sakei (Budde y Rasch, 2001), asi como en el desarrollo de las esporas
de B. licheniformis (Bell y De Lacy, 1985). Por otra parte, Nufiez et al. (1998)
observaron que la exposicion de E. coli a una preparacion comercial de nisina
aumentaba la halotolerancia de este microorganismo, atribuyéndose el efecto al NaCl
presente en la preparacion.

1.3.2. OTROS TRATAMIENTOS COMBINADOS

La aplicacion simultdnea del péptido antimicrobiano magainina Il amida y un
calentamiento a 55°C tuvo un efecto inhibitorio sinérgico frente a L. monocytogenes y
E. coli (Ueckert et al., 1998).

El &cido lactico sensibiliza bacterias Gram-negativas como E. coli 0157:H7, Salmonella
enterica y Pseudomonas aeruginosa a la accion de detergentes o lisozima mediante la
permeabilizacion de la membrana externa (Alakomi et al., 2000).

Los tratamientos de altas presiones también se han ensayado con otros sistemas
inhibitorios. La aplicacion de 400 MPa/20°C/15 min en leche con el sistema LP
activado dio lugar a un efecto inhibitorio sinérgico frente a L. innocua, mientras que no
se incremento la reduccion producida por las altas presiones aplicadas individualmente
frente a E. coli (Garcia-Graells et al., 2000).
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Masschalck et al. (2001a) estudiaron la inactivacion de E. coli, Salmonella, Shigella, P.
fluorescens y S. aureus al combinar lactoferrina, lactoferrina hidrolizada con pepsina y
lactoferricina con altas presiones (155-400 MPa/20°C/15 min) en tampén fosfato. Los
resultados con lactoferrina hidrolizada y lactoferricina resultaron muy similares y
superiores a los de la lactoferrina frente a microorganismos Gram-negativos.

El empleo de lisozima incrementd el efecto bactericida de las altas presiones (155-300
MPa/20°C/15 min) sobre E. coli, P. fluorescens y Shigella en tampo6n fosfato
(Masschalck et al., 2001b).

1.4. OBJETIVOS

Las toxiinfecciones asociadas al consumo de alimentos contintan siendo un problema
sanitario y econdmico en los paises desarrollados. Por otro lado, los consumidores
demandan alimentos poco procesados y con menos aditivos, por lo que la industria esta
interesada en tratamientos alternativos a los métodos convencionales de conservacion de
alimentos.

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es la busqueda de tratamientos
combinados de bacteriocinas y otros sistemas inhibitorios que mejoren la seguridad
microbioldgica de la leche y los productos lacteos.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos parciales:

e Aislar lactobacilos productores de reuterina y aplicar este compuesto purificado
como antimicrobiano frente a distimtos microorganismos patégenos.

e Investigar distintas combinaciones de bacteriocinas, sistema LP, citrato y reuterina
en la inhibicion de microorgaismos patogenos en leche y cuajada.

e Investigar la aplicacion de tratamientos combinados de bacterias lacticas
productoras de bacteriocinas y altas presiones hidrostaticas en la inhibicion de
microorganismos patdgenos en queso.
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2.1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS
2.1.1. BACTERIAS PATOGENAS

Las bacterias patdégenas empleadas en las distintas experiencias proceden de las
siguientes colecciones e instituciones: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT,
Valencia, Espafia), American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA,
EE.UU.), Belgian Coordinated Collections of Microorganisms (BCCM-LMG, Gent,
Bélgica), Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, Jouy-en-Josas,
Francia) y Food and Drug Administration (FDA, Cincinnati, OH, EE.UU.).

Se utilizaron las siguientes cepas:

e Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis serovar typhi CECT 409
e Escherichia coli 0157:H7 ATCC 43894

e Campylobacter jejuni LMG 6629

e Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila CECT 398

e Yersinia enterocolitica CECT 559

e Staphylococcus aureus subsp. aureus CECT 4013y CECT 976

e Listeria monocytogenes Ohio y Scott A

e Bacillus cereus CECT 5144

2.1.2. BACTERIAS LACTICAS PRODUCTORAS DE BACTERIOCINAS

Las cepas empleadas en este trabajo y citadas a continuacion pertenecen a las
colecciones de cultivos del Departamento de Tecnologia de Alimentos del INIA.

e Lactococcus lactis subsp. cremoris TAB 24, productor de lacticina 481
e Lc. lactis subsp. lactis TAB 26, productor de nisina Z
e Lc. lactis subsp. lactis TAB 50, productor de nisina A

e Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis TAB 57, productor de la bacteriocina no
caracterizada TAB 57

e Enterococcus faecium TAB 7, productor de la bacteriocina no caracterizada TAB 7
e Ec. faecalis TAB 52, productor de enterocina |

e Ec. faecalis TAB 70, productor de enterocina AS-48

e Ec. faecalis INIA 4, productor de enterocina AS-48

Como indicador en las pruebas de determinacion de actividad bacteriocina en queso y
cuajada se utilizé la cepa Clostridium tyrobutyricum NZ 8.
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2.1.3. LACTOBACILLUS REUTERI PRO 137 PRODUCTOR DE REUTERINA

El aislado Lb. reuteri PRO 137 fue identificado y seleccionado seguin se indica en el
apartado 2.4.2., para la produccién de reuterina.

Se utilizaron ademas las cepas Lb. reuteri CECT 925T y Lb. fermentum CECT 4007T.

Para cuantificar la actividad inhibitoria de la reuterina se utilizo la cepa E. coli K12
CECT 433.

2.2. TRATAMIENTOS INHIBITORIOS INVESTIGADOS
2.2.1. BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas utilizadas en el presente trabajo fueron nisina comercial y
bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas indicadas en 2.1.2.

La nisina se afiadio en todos los casos a una concentracion final de 100 Ul/ml a partir de
una solucion de 10.000 Ul/ml obtenida disolviendo Nisaplin (Aplin & Barrett LTD,
Reino Unido) en HCI 0,02 N (pH 2). La solucidn se conservo en alicuotas a -40°C hasta
su uso en los experimentos.

Las demas bacteriocinas se afiadieron como sobrenadantes neutralizados y filtrados de
los cultivos bacteriocinogénicos. Las bacterias lacticas productoras de bacteriocina se
cultivaron en caldo MRS durante 18 h a 30°C y se centrifugaron a 10.000 x g durante 15
min a 4°C en una centrifuga Sorvall Superspeed RC2-B (Sorvall Products, Wilmington,
DE, EE.UU.). El pH de los sobrenadantes se ajustdé a 6,5 con NaOH 1 N, se filtrd
utilizando un filtro de 0,22 um de baja retencion de proteinas (Millipore Corporation,
Bedford, MA, EE.UU.) y se congel? en alicuotas a -40°C hasta su uso.

La actividad bacteriocinogénica de los sobrenadantes se determin6é por duplicado
después de cada extraccion por el método de la dilucion critica. Para ello, se depositaron
50 ul de diferentes diluciones dobles seriadas del sobrenadante en pocillos realizados
sobre placas de agar MRS inoculado con L. monocytogenes Ohio al 0,02%. Las placas
se incubaron a 37°C durante 24 h. Una unidad arbitraria (UA) se define como el
reciproco de la dilucién mayor en la que se puede observar halo de inhibicion. La
actividad se expresa en UA/m.
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La actividad de cada una de las bacteriocinas presente en los sobrenadantes de los
cultivos bacteriocinogénicos se resume en la siguiente tabla.

Cepa bacteriocinogénica Bacteriocina UA/mI
Lc. lactis subsp. cremoris TAB 24 Lacticina 481 1.280
Lc. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis TAB 57 TAB 57 1.280
Ec. faecium TAB 7 TAB 7 5.120
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 2.560
Ec. faecalis TAB 70 Enterocina AS-48 5.120
Ec. faecalis TAB 20 TAB 20 1.280

2.2.2. SISTEMA LACTOPEROXIDASA

El sistema LP se activd mediante la adicion de 0,2 U/ml de LP bovina (Sigma, St.
Louis, MO, EE.UU.), 1 mM de NaSCN (Merck, Darmstadt, Alemania) y 1 mM de H,0;
(Fluka, Buchs, Suiza). Los reactivos se afiadieron siempre siguiendo este orden.

Se prepar6 una solucion de LP de 5 mg/ml en agua desionizada y se filtr6 mediante un
filtro de 0,22 um de baja retencion de proteinas. Esta solucién se repartio en alicuotas y
se guardd protegida de la luz a -40°C durante un periodo maximo de 6 meses. El
NaSCN se afiadio a partir de una solucién 100 mM esterilizada a 121°C durante 15 min
y el H,O, se prepard justo antes de su empleo a una concentracion 100 mM, y se
mantuvo en hielo y protegido de la luz hasta su uso.

La actividad LP se determind por duplicado segun el método de Marshall et al. (1986),
siguiendo la oxidacién del acido 2,2"-azinodi-3-etilbenztiazolina-6-sulfonico (ABTS)
(Sigma) a 412 nm. Para ello, se preparo el blanco de la reaccidn afiadiendo a una cubeta
de vidrio 2,95 ml de una solucion de ABTS 1 mM en tampon acetato 0,1 M pH 4,5y 30
ul de una solucion de LP 15 pg/ml. A continuacion, se afiadieron 30 ul de una solucion
de H,O, 10 mM en tampdn acetato. La oxidacion del ABTS se siguiéo mediante la
determinacion de los valores de absorbancia durante 5 min, a 10 lecturas por minuto,
utilizando un espectrofotometro Beckman DU 650 (Beckman Instruments, Fullerton,
CA, EE.UU.).

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion
de un micromol de substrato (ABTS) por minuto, a 20°C en tampdn acetato 0,1 M a una
concentracion de ABTS 1 mM y H,0, 0,1 mM, y es equivalente a un cambio en la
absorbancia a 412 nm de 32,4 por minuto (Shindler et al., 1976). La pendiente de la
recta de regresion obtenida proporciona la absorbancia por minuto a partir de la cual se
obtiene la actividad lactoperoxidasa en U/ml, siendo el coeficiente de extincion molar
del producto de oxidacion del ABTS de 32.400 M™ cm™ (Shindler et al., 1976).
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2.2.3. REUTERINA

La reuterina se adiciond a partir de una solucién acuosa de reuterina purificada que se
conservo en alicuotas a -40°C hasta su uso. La produccién y purificacién de reuterina se
realiz6 segun se indica en el apartado 2.4.3.

La actividad inhibitoria se determind mediante una variante del ensayo descrito por
Chung et al. (1989), empleando placas microtiter y E. coli K12 como cepa indicadora.
Para ello, se distribuyeron en cada pocillo 150 ul de las diluciones dobles seriadas de la
solucidn de reuterina purificada y a continuacién se afiadieron 150 ul de un cultivo de
E. coli K12 con 10* ufc/ml en TSB a doble fuerza. Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 24 h y se determind visualmente la ausencia de crecimiento del microorganismo
indicador. Una unidad de reuterina (UR) se define como el reciproco de la dilucion
mayor que no permite ver crecimiento (turbidez) de E. coli K12.

Se establecié una correlacion entre intensidad de color en el ensayo de Circle et al.
(1945) y UR/ml mediante un analisis de regresion.

2.2.4. CITRATO

El citrato se afiadié a una concentracion final de 100 mM a partir de una dilucion 1 M
de pH 6,5 preparada con citrato disodico y trisodico.

2.2.5. ALTAS PRESIONES

La presurizacion de los quesos se llevd a cabo en un equipo discontinuo de alta presion
hidrostatica (ALSTON, Nantes, Francia) en el Centre Especial de Recerca (CER)
“Planta de Tecnologia dels Aliments”, Universidad Autonoma de Barcelona. Las
condiciones de presurizacién se describen en el apartado 2.3.3.2.

2.3. APLICACION DE TRATAMIENTOS INHIBITORIOS FRENTE A
BACTERIAS PATOGENAS EN LECHE Y PRODUCTOS LACTEOS

2.3.1. TRATAMIENTOS INHIBITORIOS COMBINADOS EN LECHE
2.3.1.1. Bacteriocinas

Se ha investigado la actividad inhibitoria de las bacteriocinas lacticina 481, enterocina I,
enterocina AS-48, asi como de las bacteriocinas no caracterizadas TAB 7 y TAB 57,
tanto de forma individual como en combinacién con nisina, frente a L. monocytogenes
Ohio, S. aureus CECT 976, E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, Y. enterocolitica, A.
hydrophilay C. jejuni.
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Para ello, se inocularon tubos con 10 ml de Tryptic Soy Broth (TSB) (Biolife), o con 10
ml de medio basal con un 5% de sangre de caballo (Oxoid Limited, Basingstoke,
Hampshire, Reino Unido) en el caso de C. jejuni, con cada microorganismo patogeno. A
cada tubo se le afiadié aproximadamente 10* ufc/ml del patdgeno, 100 Ul/ml de nisina y
1 ml de los sobrenadantes neutralizados de cada una de las bacteriocinas en estudio. Se
emplearon como controles tubos inoculados con los patdgenos sin bacteriocinas y se
prepararon caldos que contenian los patdgenos y las bacteriocinas adicionadas de forma
independiente.

Los caldos se incubaron a las temperaturas 6ptimas de crecimiento de cada
microorganismo indicador (y en microaerofilia en el caso de C. jejuni) y se realizaron
recuentos de los microorganismos patdgenos en placas de medio no selectivo a las 4 y
24 h. Se llevaron a cabo dos ensayos por cepa.

Posteriormente se estudio, en aquellos microorganismos patdgenos que resultaron mas
sensibles a las combinaciones de bacteriocinas en caldo de cultivo, la actividad
inhibitoria de estas combinaciones en leche desnatada UHT (0,04% materia grasa). El
experimento se realiz6 siguiendo el mismo protocolo y condiciones especificadas
anteriormente, excepto que se afiadio 1 ml de caldo MRS estéril tanto a la leche control
como a la leche con nisina en lugar del sobrenadante del cultivo bacteriocinogénico
adicionado al resto de las muestras. Se llevaron a cabo dos ensayos por cepa.

2.3.1.2. Bacteriocinas y sistema LP

Se ha estudiado el efecto de las bacteriocinas: lacticina 481, enterocina I, enterocina
AS-48 y las bacteriocinas no caracterizadas TAB 7, TAB 20 y TAB 57 combinadas con
el sistema LP sobre la supervivencia de L. monocytogenes Ohio y S. aureus CECT 976
en leche desnatada UHT. La leche se inoculé con aproximadamente 10* ufc/ml del
patogeno a estudiar y se aplicaron los siguientes tratamientos: 100 Ul/ml de nisina, 1 ml
de sobrenadante del cultivo bacteriocinogenico, y las combinaciones de cada una de las
bacteriocinas junto con la activacion del sistema LP. Como control se empled leche
inoculada con cada patogeno y sin inhibidores. En los tratamientos que carecian de
sobrenadante se afiadio 1 ml de MRS esteril. EI volumen final se ajusté a 10 ml en todos
los tratamientos.

Los microorganismos patdgenos se mantuvieron a 37°C y se realizaron recuentos en
placas de medio no selectivo a las 4 y 24 h. Se realizaron dos repeticiones por cepa.

2.3.1.3. Nisina y sistema LP en refrigeracion

Se ha estudiado el efecto combinado de la nisina y el sistema LP sobre la supervivencia
de L. monocytogenes Ohio y S. aureus CECT 976 en leche refrigerada. Para realizar
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este ensayo se inoculd leche desnatada UHT con aproximadamente 10* ufc/ml del
patdgeno a estudiar y se aplicaron los tratamientos inhibitorios individualmente y en
combinacion. El volumen final fue de 15 ml y como control se utilizé leche inoculada
con el patdgeno sin inhibidores.

La leche se mantuvo a 4°C y 8°C durante 12 d, realizdndose recuentos de los
microorganismos patdgenos en placas de TSAalas8h,1d,3d,5d,7dy 12 d. Cada
experiencia se realiz6 por duplicado.

2.3.1.4. Nisina, sistema LP y citrato en refrigeracion

Se ha investigado el efecto de la combinacion de nisina, sistema LP y citrato sobre la
supervivencia de las bacterias Gram-negativas E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, Y.
enterocolitica, A. hydrophilay C. jejuni en leche desnatada UHT mantenida a 4°C y 8°C
durante 12 d. Para ello, se inocularon individualmente tubos de leche con
aproximadamente 10* ufc/ml del patégeno y se aplicaron los distintos tratamientos de
forma individual y en sus combinaciones doble y triple. EI volumen final fue de 15 ml y
se empleé como control un tubo de leche inoculado con el patdgeno correspondiente sin
inhibidores.

La leche se mantuvo a 4°C y 8°C durante 12 d y se realizaron recuentosalas8 h, 1 d, 3
d,5d, 7dy 12 d en placas de medio no selectivo y selectivo con el fin de diferenciar las
bacterias dafiadas de las bacterias no afectadas por el tratamiento. Las células con dafios
subletales se calcularon como la diferencia entre los recuentos obtenidos en TSA y los
obtenidos con el medio selectivo utilizado para cada cepa (Ray, 1993). Se llevaron a
cabo dos ensayos por cepa.

2.3.1.5. Reuterina

Se ha estudiado la capacidad inhibitoria de la reuterina frente a L. monocytogenes Ohio,
S. aureus CECT 4013, E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, Y. enterocolitica, A.
hydrophila y C. jejuni en leche reconstituida al 10% vy esterilizada a 121°C durante 5
min. La leche se inoculd con aproximadamente 10° ufc/ml del microorganismo
patégeno y se afiadié reuterina a una concentracion final de 8 UR/ml, excepto en la
leche control. El volumen final fue de 10 ml.

La leche se incubd en las condiciones dptimas de crecimiento de cada microorganismo
indicador durante 24 h, realizandose recuentos en placas de medio no selectivo a las 2,
4, 6, 8y 24 h, excepto en el caso de C. jejuni que se realizaron a las 2, 8 y 24 h. Se
Ilevaron a cabo dos ensayos por cepa.

En una segunda experiencia, se estudio el efecto de la grasa en la actividad inhibitoria
de la reuterina. Se inoculd leche entera (3,6% materia grasa) y leche desnatada (0,04%
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materia grasa) UHT con aproximadamente 10* ufc/ml de E. coli O157:H7 y se afiadi6
reuterina (8 UR/ml). Como control se emple6 leche inoculada sin reuterina. La leche se
incubd a 37°C y se realizaron recuentos del patdgeno en TSA a las 4 y 24 h. El ensayo
se realiz6 por duplicado.

2.3.1.6. Bacteriocinas y reuterina

Se ha investigado la actividad inhibitoria de distintas bacteriocinas en combinacién con
reuterina frente a L. monocytogenes Ohio, S. aureus CECT 4013, E. coli O157:H7, Sal.
choleraesuis, Y. enterocolitica, A. hydrophila 'y C. jejuni en leche desnatada UHT.

Las bacteriocinas empleadas fueron lacticina 481, enterocina I, enterocina AS-48 asi
como las bacteriocinas no caracterizadas TAB 7, TAB 20y TAB 57.

Se inocularon tubos de leche desnatada UHT con aproximadamente 10* ufc/ml del
patdgeno correspondiente y se aplicaron los siguientes tratamientos: 8 UR/ml de
reuterina, 100 Ul/ml de nisina 0 1 ml de los sobrenadantes neutralizados de los cultivos
bacteriocinogénicos, asi como las combinaciones de reuterina con cada una de las
bacteriocinas. Como control se emple6 leche inoculada con el patégeno correspondiente
y sin inhibidores. En los tratamientos que carecian de sobrenadante se afiadio 1 ml de
caldo MRS estéril. EI volumen final en todos los casos fue de 10 ml.

La leche se mantuvo en las condiciones Optimas de crecimiento de cada
microorganismo indicador y se realizaron recuentos de las bacterias patdgenas en placas
de medio no selectivo a las 4 y 24 h. Se llevaron a cabo dos ensayos por cepa.

2.3.1.6.1. Nisina y reuterina en diferido

Se ha estudiado el efecto de la aplicacion en diferido de reuterina en combinacion con
nisina frente a S. aureus CECT 4013 en leche desnatada estéril. La leche se inoculé con
aproximadamente 10* ufc/ml de S. aureus al mismo tiempo que se afiadié nisina. La
reuterina se aplicé a la leche con un retraso de 2, 4, 6 y 8 h respecto de la adicién de
nisina.

Se emplearon tubos de leche inoculada con el patégeno en ausencia de inhibidores,
leche con los compuestos inhibitorios adicionados de forma individual y leche
adicionada simultaneamente con nisina y reuterina como control.

La leche se incubo a 37°C durante 24 h y se realizaron recuentos del patégeno en placas
de TSA alas 4, 6, 8y 24 h de incubacion. La experiencia se realizé por duplicado.
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2.3.1.7. Nisina, reuterina y sistema LP en refrigeracion

Se ha estudiado el efecto combinado de nisina, reuterina (8 UR/ml) y la activacion del
sistema LP frente a L. monocytogenes Ohio, S. aureus CECT 4013, E. coli O157:H7,
Sal. choleraesuis, Y. enterocolitica, A. hydrophila y C. jejuni en leche desnatada UHT a
temperaturas de refrigeracion. Para ello, la leche se inoculé con aproximadamente 10
ufc/ml del patégeno a estudiar y se afiadieron los distintos inhibidores de forma
individual o combinada. El volumen final fue de 15 ml y se empled como control un
tubo de leche inoculado con el patdgeno correspondiente sin inhibidores.

La leche se mantuvo a 4°C y 8°C durante 12 d, y se realizaron recuentos de los
patdgenos ensayados en placas de medio no selectivoalas8h,1d,3d,5d,7dy 12d.
Se llevaron a cabo dos ensayos por cepa.

2.3.2. TRATAMIENTOS INHIBITORIOS COMBINADOS EN CUAJADA

Se elaboraron cuatro cuajadas por cepa, tratamiento y fabricacion a partir de leche
desnatada UHT segun se indica en el apartado 2.4.4. Se llevaron a cabo dos
fabricaciones por cepa.

La toma de muestras se realizd a los 3 d, 6 d, 9 dy 12 d utilizandose una cuajada para
cada toma de muestra. Se realizaron analisis microbiologicos y se determino el pH, la ay
y la nisina y la reuterina residual en las cuajadas.

2.3.2.1. Reuterina y sistema LP

Se ha investigado el efecto combinado de reuterina y el sistema LP sobre la
supervivencia de las bacterias Gram-negativas E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, Y.
enterocolitica y A. hydrophila en cuajada refrigerada a 10°C. La reuterina fue afiadida a
diferentes concentraciones. Para E. coli O157:H7 y Sal. choleraesuis se emplearon 2
UR/ml, y para Y. enterocolitica y A. hydrophila, 0,5 UR/ml. Los compuestos
inhibitorios se afiadieron a la leche de forma individual y combinada. Se prepararon
cuajadas control elaboradas con los patdgenos en ausencia inhibidores.

2.3.2.2. Nisina, reuterina y sistema LP

Se ha investigado el efecto combinado de nisina, reuterina y la activacion del sistema
LP sobre las bacterias patdgenas Gram-positivas L. monocytogenes Scott A y S. aureus
CECT 976 en cuajada refrigerada a 10°C. Se emplearon 100 Ul/ml de nisina 'y 2 UR/ml
de reuterina. Los compuestos inhibitorios se afiadieron a la leche de forma individual,
en combinaciones dobles y en su combinacion triple. También se preparé una cuajada
control inoculada con los patdgenos en ausencia de inhibidores.
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2.3.3. TRATAMIENTOS INHIBITORIOS COMBINADOS EN QUESO
2.3.3.1. Bacterias lacticas productoras de bacteriocinas

Se ha investigado la supervivencia de diferentes microorganismos patégenos a lo largo
de la maduracién de quesos de tipo Hispanico elaborados con bacterias lacticas
productoras de bacteriocinas como cultivos protectores.

Los cultivos bacteriocinogénicos empleados fueron Lc. lactis subsp. cremoris TAB 24,
productor de lacticina 481; Lc lactis subsp. lactis TAB 26, productor de nisina Z; Lc.
lactis subsp. lactis TAB 50, productor de nisina A; Lc. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis TAB 57, productor de TAB 57; Ec. faecium TAB 7, productor de TAB 7;
Ec. faecalis TAB 52, productor de enterocina | y Ec. faecalis INIA 4, productor de
enterocina AS-48.

Las bacterias patdgenas ensayadas fueron E. coli O157:H7, B. cereus, L. monocytogenes
Scott Ay S. aureus CECT 976.

La elaboracién de los quesos se realiz6 segun se indica en el apartado 2.4.4.

Se realizaron dos fabricaciones con dos repeticiones por fabricacion con el siguiente
reparto:

e Quesos con los patdgenos L. monocytogenes y S. aureus
e Quesos con los patégenos E. coli 0157:H7 y B. cereus.

Por otra parte, se llevd a cabo una fabricacién sin patégenos para estudiar las
caracteristicas organolépticas de los quesos elaborados con las cepas
bacteriocinogénicas. Esta fabricacion nos permitié obtener informacion sobre la
influencia de nuestras cepas en el olor, aroma, sabor y textura del queso.

Se realizaron analisis microbioldgicos de los quesos alas 6 h, 2 d, 15d,30dy 60 d, y
se determiné el pH, la ay y la actividad bacteriocina residual en el queso. Cada una de
las fabricaciones se realiz6 por duplicado.

2.3.3.2. Bacterias lacticas productoras de bacteriocinas y altas presiones
hidrostéaticas

Se ha investigado la supervivencia de diferentes patdgenos a lo largo de la maduracion
en quesos de tipo Hispanico elaborados con bacterias lacticas productoras de
bacteriocinas y sometidos a diferentes tratamientos de altas presiones.
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Los cultivos bacteriocinogénicos empleados fueron los indicados en el apartado
anterior.

Los microorganismos patdgenos utilizados fueron E. coli O157:H7, L. monocytogenes
Scott Ay S. aureus CECT 976.

Las 2 fabricaciones de queso se llevaron a cabo segln se indica en el apartado 2.4.4.

Los quesos se presurizaron con un equipo discontinuo de alta presion hidrostatica con
300 MPa/10°C/10 min 6 500 MPa/10°C/5 min a los 2 d 6 50 d de maduracion.

Se realizaron analisis microbioldgicos a los 3 d, 20 d, 51 d y 60 d. Se determind el pH y
la actividad de bacteriocina residual en los quesos.

2.4. METODOLOGIA

241. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO DE LOS
MICROORGANISMOS

Las cepas se conservaron a -80°C y -40°C en el caldo de cultivo adecuado para cada
microorganismo suplementado con un 30% de glicerol.

Todas las cepas patdgenas se resembraron en TSB excepto C. jejuni, que se multiplico
en medio basal con un 5% de sangre de caballo lacada. Los microorganismos se
incubaron a 37°C durante 18 h, excepto A. hydrophila que se incub6 a 30°C. En el caso
de C. jejuni se emplearon condiciones de microaerofilia (5% O,, 10% CO,) generadas
mediante Gas Generating Kits (Oxoid).

Las cepas se resembraron dos veces en caldo de cultivo antes de su empleo en los
experimentos. En los ensayos en leche, cuajada o queso, la ultima resiembra se realizo
en leche desnatada reconstituida al 10%, con un 0,3% de extracto de levadura, y
esterilizada a 121°C durante 5 min.

Las diluciones decimales de los cultivos y las muestras se realizaron en agua peptonada
(0,1%) estéril, excepto cuando se empleaban para inocular leche, en cuyo caso se
realizaron en leche estéril.

Los recuentos en medio no selectivo se realizaron en placas de Tryptic Soy Agar (TSA)
(Biolife) que se incubaron a 37°C durante 24 h, excepto para A. hydrophila que se
incubd a 30°C, y para C. jejuni, cuyos recuentos se realizaron en Blood Agar Base n°2
(Oxoid) con un 5% de sangre de caballo lacada y Campylobacter Suplemento de
Crecimiento (Oxoid). Estas placas se incubaron a 37°C durante 48 h en microaerofilia.

Los medios selectivos y condiciones de cultivo fueron los siguientes:
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Los recuentos de Sal. choleraesuis se realizaron en placas de Xilose Lysine
Desoxycholate Agar (XLDA) (Biolife) incubadas a 37°C durante 48 h en las
experiencias con leche, mientras que en las experiencias con cuajada se emplearon
placas de SS Agar (Biolife) incubadas a 37°C durante 24 h.

Los enriquecimientos de la cuajada se realizaron previo pre-enriquecimiento de 25 g
de muestra en 225 ml de agua peptonada estéril a 37°C durante 16-20 h.
Posteriormente, se afiadieron 100 ul de este pre-enriquecimiento a 10 ml de caldo de
enriquecimiento de Rappaport-Vassiliadis (Oxoid) que se incub6 a 37°C. A las 24 y
48 h se realizaron estrias en placas de SS Agar que se incubaron a 37°C durante
24 h,

Los recuentos de E. coli O157:H7 se realizaron Violet Red Bile Agar (VRBA)
(Oxoid) en las experiencias con leche, y Mc Conkey Sorbitol Agar (Scharlau
Chemie, Barcelona) con suplemento selectivo Cefixime-Telurito (Oxoid) en las
experiencias con queso y cuajada. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h.

El enriquecimiento de E. coli O157:H7 en queso se realizd homogeneizando 1 gen 9
ml de TSB con suplemento selectivo Cefixime-Telurito que se incubd a 42°C
durante 6 h y posteriormente durante 24-48 h a 37°C. Este caldo se sembrd en placas
de Mc Conkey Sorbitol Agar con suplemento selectivo Cefixime-Telurito que se
incubaron a 37°C, observandose tanto a las 24 h como a las 48 h de incubacion la
presencia de colonias caracteristicas.

Los recuentos de C. jejuni se realizaron en Blood Agar Base n°2 (Oxoid) con un 5%
de sangre de caballo lacada, Campylobacter Suplemento de Crecimiento y
Campylobacter Suplemento Selectivo Butzler (Oxoid). Las placas se incubaron a
37°C durante 48 h en microaerofilia.

Los recuentos de A. hydrophila se realizaron en VRBA en las experiencias con
leche, y SS Agar suplementado con Aeromonas Selective Supplement (Biolife) y
almidoén soluble (Sigma) al 1% en las experiencias con cuajada. Las placas se
incubaron a 30°C durante 24 h.

Los recuentos de Y. enterocolitica en las experiencias con leche, se realizaron en
placas de VRBA incubadas a 37°C durante 24 h, mientras que en las experiencias
con cuajada se emplearon placas de CIN Agar Base (Biolife) suplementadas con
Yersinia Selective Supplement (Biolife) que se incubaron a 37°C durante 24-48 h.

Los recuentos de S. aureus se realizaron en Baird-Parker (Oxoid) con yema de
huevo-telurito (Difco Laboratories, Detroit, MI, EE.UU.) en las experiencias en
leche o cuajada, y Baird-Parker con RPF Supplement Il (Biolife) en las experiencias
en queso. En todos los casos las placas se incubaron a 37°C durante 24-48 h.
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El enriguecimiento de S. aureus en queso se realiz6 inoculando 1 g de muestra en 19
ml de caldo Gioliti-Cantoni (Oxoid) suplementado con 0,3 ml de una solucién de
telurito potasico al 3,5% (Oxoid). Se incubd a 37°C durante 48 h y se sembro en
placas de agar Baird-Parker con RPF Supplement II. Se observo la presencia de
colonias caracteristicas a las 24-48 h de incubacion a 37°C.

e Los recuentos de L. monocytogenes se realizaron en PALCAM Listeria Agar
(Merck) con Suplemento Selectivo para Listeria PALCAM (Merck) segun Van
Netten et al. (1989). Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h.

Los enriquecimientos de L. monocytogenes en queso se efectuaron homogeneizando
1 g de muestra en 9 ml de Listeria Enrichment Broth Base (Oxoid) con el
Suplemento Selectivo para Listeria PALCAM. Los caldos se incubaron a 37°C
durante 24-48 h y se sembraron sobre placas de agar PALCAM. Las placas se
incubaron a 37°C durante 24-48 h y se observd la presencia de colonias
caracteristicas.

e Los recuentos de B. cereus se realizaron en placas de Agar Selectivo Bacillus cereus
(Scharlau) con yema de huevo (Scharlau) y suplementadas con Bacillus cereus
Antimicrobic Supplement (Biolife). Se incubaron a 30°C durante 24-48 h.

Las cepas bacteriocinogénicas se cultivaron en caldo MRS a 30°C durante 18 h y
fueron resembradas dos veces antes de su empleo en los experimentos. En las
fabricaciones de queso, los microorganismos se sembraron en leche desnatada
reconstituida al 10% suplementada con un 0,3% de extracto de levadura y esterilizada a
121°C durante 5 min. Los recuentos se realizaron en TSA incubado a 30°C durante 24 h.

2.4.2. AISLAMIENTO, SELECCION E IDENTIFICACION DE
LACTOBACILLUS PRODUCTORES DE REUTERINA

El aislamiento de lactobacilos se realizé a partir de muestras de heces de cerdo
procedentes de distintas granjas de La Corufia. Se sembraron diluciones decimales de
las muestras sobre placas de Agar Rogosa (Biolife) que se incubaron a 37°C durante 48
h en anaerobiosis (sistema AnaeroGen™, Oxoid). Se aislaron aproximadamente 5
colonias por muestra que se cultivaron en anaerobiosis en caldo MRS a 37°C durante 24
h. Los aislados productores de gas se sembraron en MRS suplementado con 250 mM de
glicerol y se incubaron a 37°C durante 24 h en anaerobiosis. La presencia de reuterina se
detecto en los sobrenadantes de los cultivos mediante el ensayo colorimétrico de Circle
et al. (1945) segun Smiley y Sobolov (1962) utilizando como control positivo la cepa
productora Lb. reuteri CETC 925T (DSM 20016). Para ello, se centrifugé 1 ml de los
cultivos a 12.000 g durante 5 min en una centrifuga Sorvall MC 12V. A continuacion,
se afiadieron a 300 pl de cada sobrenadante 150 pl de solucién de triptofano 3g/l en HCI
0,1 Ny 600 ul de HCI al 35% y se calento la mezcla a 60°C durante 5 min. La acroleina
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formada en la reaccion por deshidratacion del B-hidroxipropionaldehido, origina un
cambio en la coloracion del medio que evidencia la presencia de reuterina (j-
hidroxipropionaldehido) en el sobrenadante de partida.

Posteriormente se examino su morfologia, se realizé la tincion de Gram y se determiné
la produccion de catalasa de los aislados que dieron positivo en la prueba colorimétrica.

La cuantificacion de la reuterina se realizo tras cultivar los aislados en caldo MRS a
37°C durante 18 h en anaerobiosis. Se centrifugé 1 ml del cultivo a 4.500 g durante 5
min. Las células obtenidas se lavaron y resuspendieron en 0,5 ml de una solucién agua-
glicerol 250 mM, incubandose a 37°C durante 3 h en anaerobiosis. Las suspensiones
celulares se centrifugaron en las mismas condiciones descritas anteriormente y se
cuantificd la reuterina presente en los sobrenadantes. Para ello, se mezclaron 100 ul de
sobrenadante con 200 ul de agua y se afiadieron 150 pl de solucion de triptéfano 3 g/l
en HCI1 0,1 N y 600 ul de HCI al 35%. Los tubos se calentaron a 60°C durante 5 min y
finalmente se midié la intensidad de color a 490 nm con un espectrofotdmetro Beckman
DU 650. La mayor intensidad de color, como consecuencia de una mayor cantidad de
acroleina en el medio, se relacion6 con una mayor produccion de reuterina por parte de
los aislados mediante una recta patrén de acroleina.

La actividad inhibitoria de la reuterina presente en los sobrenadantes de los aislados se
estudio mediante el ensayo de la MIC segun Chung et al. (1989) con las modificaciones
descritas en el apartado 2.2.3.

Para la identificacion bioquimica de los aislados seleccionados se emplearon galerias
comerciales API 50 CHL (Biomérieux, Lyon, Francia).

Se utiliz6 también un método de identificacion basado en la amplificaron mediante PCR
de secuencias especie-especificas que codifican el ARN 16S de Lb. reuteri y Lb.
fermentum (Chagnaud et al. 2001). Para ello, se emplearon las parejas de cebadores
especificos LOWLAC-REUT1 y LOWLAC-FERM, segun las condiciones de PCR
recomendadas por los autores. Como controles se utilizaron Lb. reuteri CECT 925T vy
Lb. fermentum CECT 4007T. EI ADN gendmico se obtuvo segun el método descrito por
Ausubel et al. (1994).

Con el fin de detectar la presencia del gen codificador de la glicerol deshidratasa
involucrado en la produccion de reuterina se realizé una segunda PCR con el ADN
gendmico de estos aislados. Para ello se usaron los cebadores GD1 y GD2 y las
condiciones descritas por Claisse y Lonvaud-Funel (2001). EI ADN de Lb. reuteri
CECT 925T se utilizé como control positivo.
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2.4.3. PRODUCCION Y PURIFICACION DE REUTERINA

La produccion de reuterina se realizé a partir de la cepa Lb. reuteri PRO 137 en dos
fases: obtencion de biomasa y produccion de reuterina a partir de esta biomasa.

Para la obtencion de la biomasa, se inocularon 4 | de caldo MRS al 1% con la cepa
productora de reuterina en un fermentador de sobremesa Bioflo 111 fermentor (New
Brunswick Scientific Co. Inc., Edison, NJ, EE.UU.). El fermentador se mantuvo a una
temperatura constante de 37°C durante 16-18 h sin agitacion, y empleando un flujo de
nitrdgeno constante de 60 ml/min para mantener condiciones de anaerobiosis.
Posteriormente, se separaron las células del medio de cultivo mediante centrifugacion a
6000 x g durante 5 min con Sorvall Superspeed RC2-B.

Para obtener la reuterina, el precipitado celular se resuspendi6 en 1 | de una solucion
100 mM de glicerol y se incub0 en anaerobiosis a 37°C durante 3 h. Las células de la
solucidn se eliminaron mediante centrifugacion.

La purificacién de la reuterina producida se realizd a partir de la solucion anterior
mediante cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC, Pharmacia, Uppsala, Suecia)
utilizando una columna XK 26/40 (Pharmacia) rellena con Dowex 50WX8, 200-400
mesh, H form (Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.). La columna se equilibré empleando
una disolucion de acetonitrilo/agua (70:30 v/v) con un flujo de 4 ml/min y la elucion de
reuterina se realizo con el mismo solvente. Se recogieron fracciones de 4 ml en las que
se determind la presencia de reuterina mediante el ensayo colorimétrico de Circle et al.
(1945).

La pureza en reuterina de las fracciones con resultado positivo en el ensayo
colorimétrico fue determinada mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC,
Beckman Instruments, Madrid, Espafia) con una columna analitica Recex RHM
Monosaccharide (Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.) 300 x 7,8 mm, empleando una
mezcla de acetonitrilo/agua (65:35 v/v) con 0,01 N de H,SO,4 y un flujo de 0,4 mi/min,
asi como un detector de indice de refraccion (Knaumer, Berlin, Alemania). Las
fracciones con reuterina y libres de glicerol se reunieron y se sometieron a evaporacion
a temperatura ambiente con un rotavapor Biichi R-124 (Bichi Laboratoriuns-Technik
AG, Flawil, Suiza) para eliminar el acetonitrilo y concentrar la muestra.

2.4.4. FABRICACION DE CUAJADA Y QUESO

Para la fabricacion de las cuajadas se emplearon frascos con 200 ml de leche desnatada
UHT a 30°C a la que se afiadio leche desnatada en polvo al 5% y CaCl, al 0,02%. La
leche se inoculé con aproximadamente 10* ufc/ml del patégeno correspondiente y se
aplicaron los distintos tratamientos. Posteriormente, se afiadié cuajo Maxiren 150 (Gist-
brocades, Delf, Holanda) y se distribuyé la leche en 4 envases estériles de
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aproximadamente 50 ml que se mantuvieron a 30°C durante 40 min. Una vez producida
la coagulacidn, los frascos se refrigeraron a 10°C durante 12 d.

Para cada una de las fabricaciones de queso se partié de leche cruda de vaca que se
distribuy6 en 8 cubas de 10 litros cada una. La leche se calent6 a 32°C y a continuacion
se afiadié CaCl, al 0,02%.

La leche se inoculd con aproximadamente 10° ufc/ml de cada cepa patégena. En la cuba
1, que actudé como control, se afiadio el fermento comercial MA 016 (Texel, Groupe
Rhone-Poulenc, Dangé Saint-Romain, Francia) al 0,04%. Las restantes cubas se
inocularon con el fermento comercial al 0,1% y con los diferentes productores de
bacteriocina al 0,1%. A los 20 min de la inoculacién del fermento se afiadié cuajo
animal Maxiren 150 (Gist-brocades) a cada una de las cubas y se mantuvo la leche a
30°C durante 40 min. Después de cortar la cuajada, se calent6 a 37°C durante 25 min, se
desuerd y se moldearon los quesos.

En las fabricaciones con los productores de bacteriocinas se obtuvieron cuatro quesos
por cuba que se prensaron durante 4 h a temperatura ambiente. A la salida de prensa, los
quesos se introdujeron en salmuera al 20% durante 30 min, y seguidamente se pasaron a
una camara a 20°C durante 16 h. Finalmente, los quesos fueron envasados a vacio
mediante una envasadora ETV-7 (Tecnotrip, Barcelona, Espafia) y se llevaron a una
camara de maduracién a 12°C durante 60 d.

En las fabricaciones en que se aplicé el tratamiento combinado bacteriocinas-altas
presiones hidrostaticas se obtuvieron cinco quesos de cada cuba. El primero de ellos se
maduro6 durante 60 d y no fue sometido a tratamiento de altas presiones. Los quesos 2 y
3 se sometieron a los 2 d a un tratamiento de alta presion de 300 MPa/10°C/10 min y
500 MPa/10°C/5 min, respectivamente. Los quesos 4 y 5 se presurizaron a los 50 dias
de maduracién con 300 MPa/10°C/10 min y 500 MPa/10°C/5 min, respectivamente.
Tras aplicar el tratamiento de alta presion los quesos continuaron su maduracién hasta
los 60 d.

2.4.5. TOMA DE MUESTRAS Y ANALISIS MICROBIOLOGICO

Se realizaron diluciones decimales en agua peptonada estéril al 0,1%, excepto en los
ensayos realizados con Salmonella y citrato en los que se empled agua peptonada
tamponada (peptona 0,1%, NaCl 50 mM y tampon fosfato 50 mM pH 7,2).

En leche cruda, los recuentos de microorganismos totales se realizaron en placas de
TSA incubadas a 30°C durante 48 h. Los recuentos de microorganismos patdgenos se
realizaron en los medios y condiciones indicados en el apartado 2.4.1.
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Las muestras de cuajada se homogeneizaron en un Stomacher Colworth 400 (A.J.
Seward Ltd., London, Reino Unido) y se sembraron directamente o después de realizar
las correspondientes diluciones decimales.

Las muestras de queso se homogeneizaron con citrato sddico estéril al 2% en
Stomacher.

Las siembras en placa se realizaron mediante un sistema de siembra en espiral
(Interscience, Saint Nom-La Bretéche, France) o mediante siembra en superficie con
asa de vidrio. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

El limite de deteccion fue de 1 ufc/ml en todo los casos, excepto en las muestras de
queso que fue de 10 ufc/g. En algunos casos se realizaron enriquecimientos de cuajada y
queso.

2.4.6. ANALISIS QUIMICOS DE LECHE, CUAJADA Y QUESO

2.4.6.1. pH

El pH se determino por duplicado con un pHmetro Crison GPL 22 (Crison Instruments
S.A., Barcelona, Espafia), utilizando un electrodo de penetracion en las muestras de
cuajada y queso.

2.4.6.2. Actividad de agua (ay)

La a, en cuajada y queso se determind por duplicado mediante el Aqua Lab Water
Activity Meter Serie 3 (Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, EE.UU.).

2.4.7. DETERMINACION DE ACTIVIDAD BACTERIOCINA EN CUAJADA Y
QUESO

La presencia de bacteriocina activa en cuajada se determind afiadiendo 2 ml de HCI
0,02 N a 2 ml de cuajada y centrifugando a 12.000 g durante 20 min a 4°C. El
sobrenadante obtenido se neutraliz6 a pH 6 con NaOH 1 N y se congelé a —40°C.

La presencia de bacteriocina activa en queso se determind a partir de 5 g de queso
homogeneizados con 10 ml de HCI 0,02 N estéril a 50°C. EI homogeneizado se
centrifugd a 12.000 g durante 20 min a 4°C. Seguidamente, se neutralizd el
sobrenadante hasta pH 6 con NaOH 1 N y se congel6 a —40°C.

En ambos casos se tomaron 25 ul del sobrenadante neutralizado de cada una de las
muestras y se depositaron por duplicado en pocillos realizados sobre placas de agar
RCM inoculadas con C. tyrobutyricum NZ 8 al 0,1% como indicador.
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2.4.8. DETERMINACION DE REUTERINA EN CUAJADA

La determinacion de la reuterina residual se realizé mediante el ensayo colorimétrico de
Circle et al. (1945). Para ello, se afiadieron a 200 ul de cuajada 100 ul de solucion de
triptéfano 3 g/l en HCI 0.1 N y 400 pl de HCI al 35%. Posteriormente, los tubos se
calentaron a 60°C durante 5 min y se centrifugaron 5 min a 12.000 g. Finalmente, se
midio la intensidad de color en el sobrenadante a 490 nm.

2.4.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los anélisis de varianza de los datos obtenidos se realizaron con el programa BMDP 8V
(BMDP Statistical Software, Los Angeles, CA, EE.UU.).

La comparacién de medias se efectué mediante la prueba de la minima diferencia
significativa segun el test de Tukey (Steel y Torrie, 1980).
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3.1. AISLAMIENTO, SELECCION E IDENTIFICACION DE
LACTOBACILLUS PRODUCTORES DE REUTERINA

Se ha investigado la produccién de reuterina a partir de 165 aislados obtenidos de 33
muestras de heces de cerdo. De los 165 se seleccionaron 109 que producian gas en caldo
MRS y se incubaron en anaerobiosis en caldo MRS con glicerol con el fin de evaluar su
capacidad para producir reuterina. La produccion de reuterina se detectd visualmente en
28 de los aislados mediante un cambio de color en los sobrenadantes de los cultivos
como consecuencia de la deshidratacion equimolar de la reuterina a acroleina en
presencia de HCI, triptéfano y calor (Smiley y Sobolov, 1962). Posteriormente, se
evaluaron las diferencias en la produccién de reuterina entre los 28 aislados en una
solucion de agua-glicerol cuantificandose espectofotométricamente la cantidad de
acroleina formada segun Circle et al., (1945). Los 28 aislados procedian de 10 muestras
diferentes de heces de cerdo y se identificaron preliminarmente como lactobacilos por
estar aislados de placas de Agar Rogosa y ser bacilos Gram-positivos, catalasa-
negativos.

La cepa de referencia Lb. reuteri CECT 925T presentd valores de acroleina de 0,64
ug/ml, mientras que las cepas seleccionadas presentaron valores comprendidos entre
0,87 y 58,83 ng/ml (Tabla 1).

Tabla 1. Produccion de reuterina expresada como acroleina (ug/ml) y actividad inhibitoria
frente a E. coli K12 (UA) de la reuterina de lactobacilos aislados de heces de cerdo

Aislado Acroleina UA Aislado Acroleina UA
PRO 105 13,88 8 PRO 134 56,23 64
PRO 107 34,32 16 PRO 135 47,94 32
PRO 108 34,58 16 PRO 136 1,98 4
PRO 109 46,42 32 PRO 137 37,94 16
PRO 110 22,59 4 PRO 146 481 4
PRO 111 44,93 32 PRO 147 20,83 16
PRO 112 44,27 32 PRO 148 34,76 32
PRO 113 43,05 32 PRO 149 38,62 32
PRO 114 5,16 4 PRO 150 11,04 4
PRO 116 53,43 16 PRO 151 0,87 4
PRO 117 47,27 32 PRO 152 17,72 8
PRO 118 49,94 32 PRO 153 12,24 4
PRO 132 51,78 32 PRO 154 7,42 4
PRO 133 58,83 64 PRO 155 4,04 4

57



Resultados y Discusion

Asi mismo, se evalué la actividad inhibitoria de la reuterina presente en los
sobrenadantes. El sobrenadante de la cepa de referencia Lb. reuteri CECT 925T
presentd una actividad de 4 UA, mientras que 20 de los 28 aislados seleccionados
mostraron una actividad inhibitoria superior a la de la cepa de referencia (Tabla 1).

Se seleccionaron los aislados PRO 108, PRO 109, PRO 133, PRO 137, PRO 149 y PRO
152 procedentes de muestras diferentes para posteriores estudios.

Los aislados seleccionados se identificaron como Lb. fermentum / reuteri segun el perfil
de fermentacion de azucares observado con las galerias APl 50 CHL. Debido a que
dicho test no distingue entre Lb. fermentum y Lb. reuteri, se realizé una PCR a partir del
del ADN gendémico de los aislados con los cebadores especie-especificos de Lb.
fermentum (LOWLAC-FERM) y de Lb. reuteri (LOWLAC-REUT1). La amplificacion
del fragmento esperado de ADN de ~1000 pb con el par LOWLAC-REUT1 identifico
todos los aislados estudiados como Lb. reuteri (Fig. 2).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M

1.000 pb -

Figura 2. Amplificacién mediante PCR obtenida con la pareja de cebadores especificos
LOWLAC-REUTL. 1-6: PRO 108, PRO 109, PRO 133, PRO 137, PRO 149 y PRO 152; 7: Lb.
reuteri CECT 925T; 8: Lb. fermentum CECT 4007T; M: marcador ADN 100 pb

En los 6 aislados estudiados se detecté mediante PCR con los cebadores GD1 y GD2 un
fragmento de ~279 pb, el cual se corresponde con un fragmento del gen que codifica la
glicerol deshidratasa. Claisse y Lonvaud-Funel (2001) solamente detectaron este gen en
los lactobacilos con actividad glicerol deshidratasa, por lo que su deteccion en nuestros
aislados de Lb. reuteri indicaria su potencialidad para producir reuterina (Fig. 3).

La produccion y purificacion de reuterina se realizé a partir del aislado Lb. reuteri PRO
137.

Las fracciones obtenidas mediante FPLC a través de la cromatografia de intercambio
ionico y que dieron positivo en el ensayo colorimétrico, se analizaron posteriormente
mediante HPLC. Talarico et al. (1988) identificaron los productos de la fermentacion de
Lb. reuteri 1063 mediante HPLC y FTIR como &cido B-hidroxipropiénico, reuterina,
glicerol y 1,3 propanediol. Los dos picos mayoritarios fueron los correspondientes a la
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reuterina formada y al glicerol residual. Los perfiles de elucion obtenidos en el presente
trabajo con Lb. reuteri PRO 137, fueron similares a los obtenidos por estos autores.

M 1 2 3 4 5 6 7 M

279 pb -

Figura 3. Amplificacion mediante PCR de un fragmento del gen que codifica la glicerol
deshidratasa. 1-6: PRO 108, PRO 109, PRO 133, PRO 137, PRO 149 y PRO 152; 7: Lb. reuteri

CECT 925T; M: marcador ADN 100 pb

Después de producir, purificar y concentrar la reuterina se obtuvo una solucion stock de
reuterina de 240 UR/ml de actividad, que se mantuvo a —40°C hasta su empleo en los
experimentos.

Se realiz6 un banco de diluciones a partir de la solucion stock de reuterina con
concentraciones comprendidas entre 0 y 80 UR/ml, y se analizaron segun Circle et al.
(1945). Los valores de absorbancia fueron superiores en las diluciones mas
concentradas respecto de las mas diluidas hasta una concentracion de reuterina de 20
UR/ml. A partir de este punto la absorbancia disminuyé con la concentracion (Fig 3 a).
Se observo una correlacion lineal positiva (r = 0,999) entre absorbancia y actividad, en
concentraciones de reuterina comprendidas entre 0,078 y 5 UR/ml (Fig. 3 b).
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Figura 4. Absorbancia a 490 nm de diferentes concentraciones de reuterina preparadas a partir
del stock purificado 240 UR/ml. a: entre 0 y 80 UR/ml; b: entre 0 y 5 UR/ml
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3.2. TRATAMIENTOS INHIBITORIOS COMBINADOS EN LECHE
3.2.1. BACTERIOCINAS

Se ha investigado el efecto combinado de diferentes bacteriocinas con nisina comercial,
en caldo de cultivo y leche UHT, sobre la supervivencia de bacterias patdgenas Gram-
positivas y Gram-negativas de importancia en alimentos.

3.2.1.1. Efecto frente a L. monocytogenes

Los niveles de L. monocytogenes en el caldo de cultivo resultaron significativamente (P
< 0,001) influidos por la adicion de bacteriocinas y el tiempo de incubacion (Tabla 2).

L. monocytogenes alcanzo en el caldo control niveles de 5,72 y 8,89 log ufc/ml a las 4 h
y 24 h, respectivamente. A las 4 h, se observaron, en el caldo con nisina, reducciones de
3,31 unidades logaritmicas respecto a los niveles iniciales de L. monocytogenes y no se
detectd su presencia en las muestras que contenian enterocina | o enterocina AS-48, de
forma individual o con nisina, ni en las combinaciones nisina-bacteriocina TAB 7 y
nisina-lacticina 481.

A las 24 h, L. monocytogenes alcanzé niveles de 7,94 log ufc/ml en el caldo con nisina.
Los valores mas bajos se detectaron con bacteriocina TAB 57 y enterocina AS-48 con
3,31 y 0,61 log ufc/ml respectivamente, y con enterocina I, por debajo del limite de
deteccion. Todas las combinaciones de bacteriocinas, excepto la combinacion nisina-
lacticina 481, dieron lugar a niveles del patégeno inferiores o proximos al limite de
deteccion, observandose un efecto inhibitorio sinérgico en las combinaciones nisina-
bacteriocina TAB 7 y nisina-bacteriocina TAB 57, y aditivo en las combinaciones
nisina-enterocina AS-48.

En la leche, los niveles de L. monocytogenes, también resultaron significativamente (P
< 0,001) influidos por la adicion de bacteriocinas y el tiempo de incubacion (Tabla 2).

L. monocytogenes presentd un recuento en leche de 4,86 log ufc/ml y a las 24 h de
incubacion alcanzé niveles de 9,06 log ufc/ml. En la leche con lacticina 481 o
enterocina | se detectd un efecto bacteriostatico durante las primeras 4 h, mientras que
la adicién de nisina, bacteriocina TAB 7 o0 enterocina AS-48 produjo un efecto
bactericida sobre el patdgeno en las primeras horas que dieron lugar a reducciones
respecto al valor inicial de 4,43, 1,85 y 2,35 unidades logaritmicas, respectivamente.
Posteriormente, el patdgeno reanudo el crecimiento en todos los casos. No obstante, a
las 24 h, se observaron unos niveles de L. monocytogenes de 4,19 y 4,08 unidades
logaritmicas inferiores a los de la leche control en presencia de nisina y enterocina AS-
48, respectivamente. En la leche con el resto de bacteriocinas la recuperacion de L.
monocytogenes dio lugar a resultados similares a los de la leche control.
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Por tanto, las combinaciones de bacteriocinas con nisina no incrementaron el efecto
inhibitorio de la nisina en leche frente a L. monocytogenes, excepto en el caso de la
combinacion nisina-enterocina AS-48 donde se observaron niveles de patogeno 1,46
unidades logaritmicas inferiores a los de la leche con nisina.

La actividad antilisteria de nisina (Bruno et al., 1992), lacticina 481 (Rodriguez et al.,
2000), enterocina I (Floriano et al., 1998) y enterocina AS-48 (Joosten et al., 1996) ya
ha sido descrita con anterioridad. Sin embargo, el efecto bactericida de las bacteriocinas
puede ser transitorio debido a la aparicion de mutantes resistentes (Davies y Adams,
1994; Rekhif et al., 1994; Okereke y Thompson, 1996). La frecuencia con que aparecen
estas células resistentes depende de la bacteriocina, la cepa diana y del medio de
crecimiento (De Martinis et al., 1997; Song y Richard, 1997; Bouttefroy y Milliére,
2000). Se ha descrito la aparicion de células resistentes de L. monocytogenes a nisina
(Harris et al., 1991; Ming y Daeschel, 1993; Davies et al., 1997; Mazzotta y Montville,
1997) y frente a bacteriocinas tipo pediocina (Rekhif et al., 1994; Dykes y Hastings,
1998). Por otra parte, la resistencia cruzada entre bacteriocinas de la clase lla ha sido
descrita entre la curvaticina 13 y mesenterocina 52 (Rekhif et al., 1994), la pediocina
PA-1y la bavaricina A (Rasch y Knochel, 1998), la pediocina PA-1y la piscicolina 126
(Wan et al., 1997), asi como entre las leucocinas A, B, E y la sakacina A (Dykes y
Hastings, 1998).

El efecto de la combinacién de bacteriocinas frente a L. monocytogenes ha sido
estudiado en medios de cultivo de laboratorio, obteniéndose un efecto bactericida
superior al mostrado por las bacteriocinas adicionadas individualmente cuando se
combind nisina con pediocina PA-1 (Hanlin et al., 1993), leucocina F10 (Parente et al.,
1998), sakacina A, enterocina B (Schillinger et al., 1998) o curvaticina 13 (Bouttefroy y
Milliere, 2000), asi como las combinaciones de pediocina PA-1 con lacticina 481,
lactacina B o lactacina F (Mullet-Powell et al., 1998).

En el presente trabajo se han observado nuevas combinaciones de bacteriocinas que
incrementan el efecto individual de estos péptidos frente a L. monocytogenes. Es el caso
de la combinacién nisina-enterocina AS-48 tanto en caldo como en leche, mientras que
se han constatado diferencias considerables en el comportamiento del microorganismo
patdgeno con las combinaciones sinérgicas nisina-TAB 7 y nisina-TAB 57 observadas
en caldo TSB y que no se repitieron en leche. Las diferencias en la capacidad inhibitoria
de las bacteriocinas existentes entre ambos medios podrian atribuirse al efecto protector
de la grasa y las proteinas de la leche frente a la accion de las bacteriocinas (Jung et al.,
1992; Degnan et al., 1993; Zapico et al., 1999).
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3.2.1.2. Efecto frente a S. aureus

Los niveles de S. aureus resultaron significativamente (P < 0,001) influidos por la
adicion de bacteriocinas, tanto al caldo de cultivo como a la leche, y por el tiempo de
incubacion (Tabla 2).

A las 24 h, S. aureus alcanzé niveles de 8,61 log ufc/ml en el caldo control. Desde las 4
h y hasta el final del periodo de incubacion, no se pudo detectar la presencia del
microorganismo patdgeno en el caldo con nisina. El resto de las bacteriocinas aplicadas
individualmente no mostraron efecto inhibitorio sobre S. aureus ni modificaron la
accion de la nisina al ser aplicadas en combinacién, obteniéndose en todos los casos
ausencia de S. aureus a las 24 h.

S. aureus alcanzé 8,98 log ufc/ml en la leche control a las 24 h. Los componentes de la
leche interfirieron notablemente en la accion de la nisina, observandose diferencias de
tan solo 1,65 unidades logaritmicas respecto del control despues de 24 h de incubacion.
Ninguna bacteriocina aplicada individualmente mostro efecto inhibitorio frente a S.
aureus, y en combinacién con nisina se observaron niveles del microorganismo
superiores a los de la nisina aplicada de forma individual.

Mulet-Powell et al. (1998) observaron un efecto antagonico al combinar nisina y
lacticina 481 frente a S. aureus, tanto en medio solido como en liquido. En el presente
trabajo dicho efecto se comprob6 fundamentalmente a las 4 h en TSB y a las 24 h en
leche, aunque las diferencias observadas entre la aplicacion de nisina de forma
individual o en combinacion con lacticina 481 no fueron estadisticamente significativas.

S. aureus se muestra generalmente mas resistente a la accion de las bacteriocinas que L.
monocytogenes. Sin embargo, se ha demostrado la sensibilidad de este microorganismo
a la nisina (Laukov@, 1995; Carneiro de Melo et al., 1996), la lactocina 705 (Vignolo et
al., 1993), la pediocina PA-1, la lactocina S o la enterocina L50 (enterocina I) (Cintas et
al., 1998b; Benkerroum et al., 2002).

Por otro lado, la resistencia de S. aureus a bacteriocinas puede aumentar en la leche
debido a interferencias con sus componentes y a la capacidad de este patdgeno para
formar capsulas de polisacaridos (Opdebeeck et al., 1988) o unirse a los globulos grasos
de la leche (Ali-Vehmas et al., 1997).
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Tabla 2. Supervivencia de bacterias Gram-positivas (log ufc/ml) en TSB y leche con
combinaciones de bacteriocinas

Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus
TSB Leche TSB Leche
t=0  Control 4,42 4,86 3,92 4,41
t=4h  Control 5,72°¢ 6,21° 454" 4,88°
Nisina (N) 1,112 0,43 % 02 462°
TAB7 4,51 3,01° 4,64° 4,94°
Lacticina 481 5,38 ¢ 4,99 4,18"° 4,81°
Enterocina | 0? 4,80° 3,49° 4,76 °
TAB 57 3,69° 6,02 ¢ 4,08° 4,722
Enterocina AS-48 0? 251 4,46° 4,722
N+TAB7 0° 0,18° 0° 4,66°
N + lacticina 481 0? 0,70 ® 0,50° 4,76 °
N + enterocina | 0? 1,70 b 0? 4,68°
N + TAB 57 0,18° 1,37 0,18° 4,63°
N + AS-48 0° 0,18°¢ 0°? 4,55¢
t=24h Control 8,89 « 9,06 ¢ 8,61° 8,98 ¢
Nisina 7,94 °¢ 4,87° 0° 7,33°%
TAB7 9,19¢ 8,57 ¢ 8,53° 9,03¢
Lacticina 481 8,59 « 8,68 ¢ 8,40° 8,85 ¢
Enterocina | 02 8,66 d 8,49 b 8,87 d
TAB 57 331° 8,44 ¢ 8,48° 9,14 ¢
Enterocina AS-48 0,612 4,98 b 8,59 b 8,95 d
N+TAB7 0,752 5,00° 0°? 8,62 “
N + lacticina 481 8,81 % 6,53° 0° 7,94%®
N + enterocina I 0@ 6,05 ¢ 0? 8,03 ™
N+ TAB 57 0° 6,26 ° 0° 8,62 ™
N + AS-48 0@ 341° 0@ 7,95°

Medias de la misma columna y tiempo con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
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3.2.1.3. Efecto frente a bacterias Gram-negativas

Los niveles de las bacterias Gram-negativas ensayadas no resultaron afectados por la
adicion de bacteriocinas al caldo de cultivo, excepto en los casos de E. coli O157:H7 y
Y. enterocolitica a las 24 h de incubacion. Sin embargo, estas diferencias en los
recuentos respecto de los caldos control son muy reducidas, por lo que no presentarian
ventajas practicas en el control de estos microorganismos patégenos (Tabla 3).

Las bacteriocinas de bacterias lacticas se consideran normalmente ineficaces frente a las
bacterias Gram-negativas, aunque se han descrito casos de inhibicién de cepas de
Neisseria (Mattick y Hirsch, 1947) y E. coli (Carneiro de Melo et al., 1996) por nisina,
asi como de diversas bacterias Gram-negativas por la enterocina AS-48 (Galvez et al.,
1988; Galvez et al., 1989b). En cualquier caso, se pueden considerar generalmente
atribuibles al uso de cantidades de bacteriocina muy elevadas o a la presencia de células
con la membrana externa dafiada. La capa externa de lipopolisacaridos se ha
relacionado con la inefectividad de las bacteriocinas de bacterias lacticas frente a
microorganismos Gram-negativos (Stevens, 1991; Ray, 1993).

3.2.2. BACTERIOCINAS Y SISTEMA LP

Se ha estudiado el efecto combinado de distintas bacteriocinas junto con la activacion
del sistema LP sobre la supervivencia de L. monocytogenes y S. aureus en leche.

Los niveles de L. monocytogenes resultaron significativamente (P < 0,001) influidos por
los tratamientos con bacteriocinas y sistema LP, asi como por el tiempo de incubacion
(Tabla 4).

L. monocytogenes alcanzo en la leche control niveles de 5,72 y 9,03 log ufc/ml a las 4 h
y 24 h, respectivamente. La activacion del sistema LP actué de forma bacteriostatica
frente a L. monocytogenes durante las primeras 4 h, y posteriormente se observé la
recuperacion del patégeno hasta alcanzar a las 24 h niveles proximos a los de la leche
control.

Estos resultados no difieren de los obtenidos por otros autores en leche a 35°C (Kamau
et al., 1990a) y 30°C (Bibi y Bachmann, 1990), aunque también se han observado
efectos bactericidas del sistema LP durante las primeras horas frente a L.
monocytogenes en leche a 35°C (EI-Shenawy et al., 1990).

Las combinaciones de las bacteriocinas nisina, TAB 7, enterocina | y enterocina AS-48
con el sistema LP actuaron de forma sinérgica, obteniéndose valores de L.
monocytogenes 8,55, 3,85, 6,15 y 8,28 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche
control, respectivamente, a las 24 h de incubacion.
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Tabla 3. Supervivencia de bacterias Gram-negativas (log ufc/ml) en TSB con combinaciones de
bacteriocinas

E. coli Salmonella  Campylobacter ~ Aeromonas Yersinia
0O157:H7 choleraesuis jejuni hydrophila enterocolitica
t=0h  Control 4,23 3,27 3,92 3,59 3,06
t=4h  Control 7,01 5,07 4,01 5,83 4,19
Nisina (N) 7,05 5,07 3,60 5,84 4,23
TAB7 7,01 5,13 3,94 5,75 4,03
Lacticina 481 7,03 5,10 3,70 5,78 4,29
Enterocina | 7,04 5,06 3,89 5,81 4,32
TAB 57 7,11 5,09 3,62 5,81 4,26
Enterocina AS-48 7,17 5,21 3,60 5,84 4,28
N+ TAB 7 6,87 4,88 3,95 5,69 4,07
N + lacticina 481 6,97 4,94 3,99 5,78 4,10
N + enterocina | 6,94 4,94 3,69 5,80 4,02
N+ TAB 57 7,08 5,03 3,84 5,82 4,11
N+ AS-48 7,06 5,08 3,67 5,82 4,12
t=24h Control 9,44° 8,36 5,77 8,61 8,33
Nisina 9,27%® 8,32 5,53 8,64 8,38 %
TAB7 9,132 8,61 5,90 8,56 8,37 ®
Lacticina 481 9,16 ° 8,67 5,63 8,59 8,29
Enterocina | 9,09° 8,66 5,84 8,60 8,42°
TAB 57 9,052 8,45 5,94 8,53 8,34 %
Enterocina AS-48 9,09° 8,76 6,34 8,58 8,30
N+TAB 7 9,172 8,62 5,81 8,59 8,39 ®
N + lacticina 481 9,09° 8,69 5,70 8,63 8,37 ®
N + enterocina | 9,19%® 8,72 5,66 8,63 827 %®
N+ TAB 57 9,19 ® 8,53 5,61 8,53 8,34 %
N+ AS-48 9,11° 8,63 5,70 8,53 8,25°

Medias de la misma columna y tiempo con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
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Tabla 4. Supervivencia de L. monocytogenes y S. aureus (log ufc/ml) en leche con el sistema
LP (LP) en combinacién con bacteriocinas

Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus
t=0h  Control 4,47 4,71
t=4h  Control 5,729 5,35°
Nisina (N) 1,00 4,27%
TAB 7 2,96 5,36 °
TAB 20 5,47 O 5,29°
Lacticina 481 4,85 ©f 5,28 °
Enterocina | 5,00 fon 5,33°
TAB 57 5,65 ¢ 5,26 °
Enterocina AS-48 2,33° 5,25°
LP 4,30 " 4,02°
LP +N 0? 3,71°
LP + TAB 7 1,79 3,90°
LP + TAB 20 4,18 3,95°
LP + lacticina 481 4,17 4,03°%
LP + enterocina | 3,76 % 3,98°
LP + TAB 57 417 3,97°
LP + AS-48 2,42° 3,92°
t=24h Control 9,03 ¢ 8,03 ¢
Nisina 4,56 7,48
TAB7 8,54 ¢ 8,08 °
TAB 20 8,76 ¢ 8,03°
Lacticina 481 8,60 ¢ 8,09 ¢
Enterocina | 8,56 ¢ 8,05 °¢
TAB 57 8,46 ¢ 8,00 °
Enterocina AS-48 3,35° 8,11°¢
LP 8,55 ¢ 7,81"
LP+N 0,482 7,128
LP+TAB 7 5,18 ¢ 7,91
LP + TAB 20 8,38 ¢ 7,93°
LP + lacticina 481 7,59 ¢ 7,91
LP + enterocina | 2,87° 7,92
LP + TAB 57 8,44 ¢ 7,92
LP + AS-48 0,752 7,94°¢

Medias de la misma columna y tiempo con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
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Zapico et al. (1998) y Boussouel et al. (1999) describieron el efecto inhibitorio
sinérgico de la combinacidn nisina-sistema LP frente a L. monocytogenes en leche a
30°C y 25°C, respectivamente. Sin embargo, Rodriguez et al. (1997) no observaron un
incremento en las reducciones de este microorganismo al tratar leche cruda refrigerada a
4°C y 8°C con el productor de enterocina AS-48 Ec. faecalis INIA 4 junto con el
sistema LP.

Los niveles de S. aureus también resultaron significativamente (P < 0,001) influidos al
aplicar estos tratamientos a la leche, asi como por el tiempo de incubacién (Tabla 4).

A las 4 h, S. aureus alcanzo niveles de 5,35 log ufc/ml en la leche control. El
tratamiento mas efectivo después de 4 h fue la combinacién del sistema LP con nisina,
que condujo a unas diferencias en los niveles del microorganismo de 1,64 unidades
logaritmicas respecto del control, mientras que las diferencias observadas en leche con
el sistema LP de forma individual fueron de 1,33 unidades logaritmicas.

Después de 24 h de incubacion, S. aureus alcanzé en la leche control 8,03 log ufc/ml.
Los recuentos mas bajos del patdgeno se obtuvieron de nuevo con la combinacion
sistema LP-nisina, con niveles 0,91 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche
control. Con el resto de combinaciones de bacteriocinas con el sistema LP no se
incrementd el efecto inhibitorio individual del sistema LP. Kamau et al. (1990a)
también observaron un efecto bactericida inicial del sistema LP frente a S. aureus en
leche a 37°C, y una recuperacion del microorganismo entre las 2 h y las 4 h posteriores.
La leche con nisina fue el segundo tratamiento inhibitorio mas efectivo, mostrando una
reduccién en los niveles de S. aureus de 0,55 unidades logaritmicas respecto al control.

La combinacion sistema LP-nisina se mostré ligeramente mas efectiva que la suma de
los dos tratamientos individuales a las 24 h. No obstante, a diferencia de L.
monocytogenes, la poblacion de S. aureus se recuperd y alcanzo6 niveles de 7,12 log
ufc/ml.

3.2.3. NISINA Y SISTEMA LP EN REFRIGERACION

Se ha estudiado el efecto de la combinacion de nisina junto con la activacion del sistema
LP, por ser los mas efectivos a las temperaturas dptimas de crecimiento, sobre la
supervivencia de L. monocytogenes y S. aureus a 4°C y 8°C. Estas temperaturas
influyen notablemente en el comportamiento de las bacterias patdgenas y presentan un
interés practico para el almacenamiento y transporte de alimentos.

Los niveles de L. monocytogenes y S. aureus en la leche se vieron significativamente
influidos (P < 0,001) por los tratamientos empleados y por el tiempo de refrigeracion,
tanto a 4°C como a 8°C.
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3.2.3.1. Efecto frente a L. monocytogenes

Después de permanecer 12 d en refrigeracién, L. monocytogenes alcanzo en la leche
niveles de 6,58 log ufc/ml a 4°C (Tabla 5) y de 8,51 log ufc/ml a 8°C (Tabla 6). Rosso et
al. (1996) pusieron de manifiesto las diferencias observadas en las curvas de
crecimiento de este microorganismo en productos lacteos refrigerados a 4°C y 8°C.

La nisina presentd, a ambas temperaturas, un efecto bactericida en los primeros
estadios. Posteriormente se comprob6 el crecimiento de células resistentes de L.
monocytogenes. A 4°C, se observaron en la leche con nisina diferencias de 4,45
unidades logaritmicas respecto de la leche control después de 12 d, mientras que a 8°C
estas diferencias fueron de tan solo 1,82 unidades logaritmicas.

De acuerdo con nuestros resultados se confirmé el efecto més retardado de la nisina
sobre las células sensibles cuanto méas baja era la temperatura. Este efecto
proporcionaria una barrera adicional al crecimiento del microorganismo patdgeno y
prolongaria la actividad de la bacteriocina en el tiempo (Parente y Hill, 1992c; Mathieu
etal., 1994).

A los 5 d, Mathieu et al. (1994) observaron en leche desnatada refrigerada a 7°C con
carnocina 5, diferencias de 5 unidades logaritmicas en los niveles de L. monocytogenes
respecto de la leche control. Posteriormente el microorganismo reanudo el crecimiento
alcanzando valores de 6,7 log ufc/ml a los 14 d. La adicion de pediocina 5 en leche
provoco una reduccion de entre 3 'y 4,3 log ufc/ml en tres cepas de L. monocytogenes
después de 1 d a 4°C, periodo tras el cual se inicio el crecimiento (Huang et al., 1994).
L. monocytogenes Ohio alcanzé en leche estéril niveles de 8,7 log ufc/ml después de 6 d
a 4,5°C, mientras que en presencia del productor de bacteriocina Pediococcus
pentosaceus FBB-61 la poblacion del patdgeno se redujo en 1,2 unidades logaritmicas
(Raccach y Geshell, 1993).

A 4°C, el sistema LP presentd un efecto bacteriostatico sobre los niveles de L.
monocytogenes, observandose al finalizar el periodo de refrigeracion, recuentos 2,30
unidades logaritmicas inferiores a los de la leche control. A 8°C, dicho efecto
bacteriostatico se mantuvo hasta el tercer dia, a partir del cual se reinicié su crecimiento
hasta valores cercanos a los de la leche control. Otros autores también han observado
recuentos inferiores de esta misma cepa en leche cruda con el sistema LP respecto de
leche no tratada, tanto a 4 como a 8°C (Gaya et al., 1991; Rodriguez et al., 1997).

El tratamiento combinado sistema LP-nisina resultdo altamente efectivo frente a L.
monocytogenes a las dos temperaturas de refrigeracion ensayadas, reduciendo los
niveles del microorganismo patégeno por debajo del limite de deteccion a 4°C y 8°C,
desde los 7 d y 5 d respectivamente. Se observé un efecto sinérgico superior a 8°C que a
4°C.
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Rodriguez et al. (1997) comprobaron un efecto inhibitorio sinérgico al afiadir el
productor de nisina Lc. lactis ESI 515 y activar el sistema LP en leche cruda a 8°C que
atribuyeron a una mayor produccion de nisina por parte del lactococo cuando el sistema
LP estaba activado en la leche.

La efectividad de este tratamiento a ambas temperaturas de refrigeracion presentaria un
interés considerable como sistema protector frente a la eventual presencia de L.
monocytogenes en el transporte y almacenamiento de la leche, ya que durante estos
periodos pueden existir fluctuaciones de temperatura respecto de la Optima de
refrigeracion que permitirian el desarrollo del patogeno.

Tabla 5. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/ml) en leche con nisina (N) y sistema LP
(LP) a 4°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,14 4,14°¢ 4,18°¢ 4,20° 4,36 ¢ 4,801 6,58 ¢
N 2,55° 1,98° 1,08° 1,29° 1,58° 2,13°
LP 4,13°¢ 4,13°¢ 4,10°¢ 4,14° 4,08 ° 4,28 °
LP+N 1,032 1,492 0,752 0,152 0°? 0?8

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Tabla 6. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/ml) en leche con nisina (N) y sistema LP
(LP)a8°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,17 413°¢ 419°¢ 5,70 ¢ 6,75 ¢ 7,99 ¢ 8,51¢
N 2.44° 0,89° 1,35° 2,63° 462" 6,69 °
LP 412° 407°¢ 412° 456°¢ 5,62 ¢ 7,93°¢
LP+N 1,632 0,632 0,30° 0?8 0°? 0?8

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

3.2.3.2. Efecto frente a S. aureus

S. aureus se inocul6 en la leche con aproximadamente 4,50 log ufc/ml y no se desarrollo
en la leche ni a 4°C ni a 8°C (Tablas 7 y 8), observandose niveles del patdgeno de 3,62 y
3,93 log ufc/ml, respectivamente, después de 12 d.

A 4°C, la mayor reduccion de S. aureus en la leche se obtuvo al aplicar nisina
individualmente, con valores 1,20 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche
control al final de la refrigeracion. El sistema LP no afecté a la supervivencia de S.
aureus. Con la combinacion LP-nisina se observo desde los 7 d, un efecto antagonico
entre ambos antimicrobianos.

69



Resultados y Discusion

A 8°C, la adicion de nisina a la leche redujo los niveles del patégeno en 0,85 unidades
logaritmicas con respecto a la leche control, mientras que en combinacion con el
sistema LP esta reduccion fue de 1,61 unidades logaritmicas, produciéndose por tanto,
un efecto inhibitorio sinérgico frente a S. aureus. La leche con el sistema LP no
presento diferencias en los recuentos respecto de la leche control.

Zapico (1993) no observo crecimiento de S. aureus en leche cruda refrigerada a 4°C u
8°C, ni reducciones en los niveles de este microorganismo al activar el sistema LP en
leche cruda respecto del control.

De acuerdo con nuestros resultados, la combinacion sistema LP-nisina resulté eficaz en
la reduccion de los niveles de S. aureus en leche refrigerada a 8°C, mientras que a 4°C la
nisina ejercié una mayor inhibicién de forma individual que en combinacion con el
sistema LP.

Tabla 7. Supervivencia de S. aureus (log ufc/ml) en leche desnatada UHT con nisina (N) y
sistema LP (LP) a 4°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,49 4,42° 4,42°¢ 423" 418" 3,97°¢ 3,62°
N 420" 4,09° 3,752 3,662 3,252 2,422
LP 4,38°¢ 4,30°¢ 424" 422" 4,261 4,23°
LP+N 3,922 3,93° 3,79° 3,75° 3,57° 351°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Tabla 8. Supervivencia de S. aureus (log ufc/ml) en leche desnatada UHT con nisina (N) y
sistema LP (LP) a 8°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,55 4,38° 4,38° 4,20° 4,07° 4,00° 3,94°
N 4,02° 3,87° 3,45° 3,22° 3,04° 3,09°
LP 430°¢ 428" 4,23°¢ 4,24 4,26°¢ 4,10°¢
LP +N 3,84° 3,742 3,09° 3,05° 2,972 2,322

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

3.2.4. NISINA, SISTEMA LP Y CITRATO EN REFRIGERACION

Se ha estudiado el efecto de las combinaciones de nisina, sistema LP y citrato frente a
bacterias patdgenas Gram-negativas en leche refrigerada a 4°C y 8°C. Se empleo el
citrato como agente quelante que afectaria a la pared celular de los microorganismos
Gram-negativos y aumentaria la posibilidad de sensibilizacion frente a bacteriocinas.
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Los niveles de E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, C. jejuni, A. hydrophila y Y.
enterocolitica resultaron significativamente influidos (P < 0,001) por los tratamientos
utilizados y por el tiempo de refrigeracion, tanto en los recuentos en medio general
como en medio selectivo a 4°C y a 8°C.

3.2.4.1. Efecto frente a E. coli O157:H7

Después de 12 d a 4°C, se observo en la leche control un descenso en los niveles del
patogeno de 1,52 log ufc/ml (Tabla 9), mientras que a 8°C se incrementaron sus niveles,
alcanzando 7,13 log ufc/ml (Tabla 11). Zapico et al. (1995) observaron un
comportamiento similar de E. coli en leche cruda refrigerada a las mismas temperaturas.

En la leche a 4°C, la adicion de nisina no afecté a la supervivencia de E. coli ni
incremento la inhibicion detectada con citrato o sistema LP. En la leche con citrato E.
coli presenté a los 12 d unas diferencias de 0,45 unidades logaritmicas respecto del
control, mientras que en la leche con el sistema LP esta diferencia fue de 0,95 unidades
logaritmicas. Las reducciones méas altas de este microorganismo a los 12 d se
obtuvieron con las combinaciones sistema LP-citrato y sistema LP-nisina-citrato, con
niveles 1,87 y 1,75 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche control,
respectivamente. En la combinacion sistema LP-citrato se observo un efecto inhibitorio
sinérgico frente a E. coli O157:H7.

Farrag et al. (1992a) observaron en leche cruda con el sistema LP activado un descenso
de E. coli O157:H7 de 4 unidades logaritmicas después de 5 d a 4°C, mientras que en la
leche control se mantuvieron los niveles iniciales del microorganismo.

Tabla 9. Supervivencia de E. coli O157:H7 (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en TSA

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,51 4,40 ° 4,14 ¢ 397°¢ 3,70°¢ 3,56 ° 2,99 °
N 431° 3,95¢ 3,82° 3,60° 3,44° 2,97°¢
C 4,05° 340®  385° 3,68 3,46° 2,54 ¢
N+C 4,04° 3,34° 3,58" 3,53° 3,00¢ 2,451
LP 3,90° 3,69° 3,232 2,59°" 2,26 ° 2,04°
LP +N 3,92° 3,70°¢ 3,152 2,67° 2,21°¢ 2,15°¢
LP+C 3,87° 3,59°" 3,132 2,20° 1,71° 1,12°
LP+N+C 3,31 355%  3,09° 2,72° 1,94° 1,24°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Tras 12 d en refrigeracié-n a 4°C, el 83% de las células de la leche control no fueron
capaces de crecer en VRBA (Tabla 10). No se observaron diferencias significativas en
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los recuentos de E. coli en VRBA en leche con nisina respecto de los de la leche
control. En la leche con el sistema LP o sistema LP-nisina se observaron recuentos 0,61
y 0,72 unidades logaritmicas inferiores en VRBA que en TSA, respectivamente,
mientras que con los tratamientos con citrato o nisina-citrato el namero de células con
dafos subletales alcanzé valores préximos a una unidad logaritmica. Con el tratamiento
LP-citrato no se detecto E. coli en VRBA tras 12 d a 4°C.

Tabla 10. Supervivencia de E. coli O157:H7 (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en VRBA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,42 4,14° 3,71¢ 3,27° 2,99 ° 2,56 % 2,22°¢
N 4,09° 3,70¢ 3,25° 3,07°¢ 2,78°¢ 2,25°¢
C 3,59° 3,42° 2,97¢ 2,67 ¢ 2,50¢ 1,56 °"
N+C 3,58° 3,41° 2,841 2,62¢ 2,42 ¢ 1,55°
LP 342° 3,30 198"  178° 1,59 1,43°
LP +N 3,51° 3,13° 2,10° 1,66  1,28° 1,43°
LP+C 2,802 2,70° 1,52° 0,70 0,602 0°
LP+N+C 2,73° 2,69° 1,77%® 1,48° 0,80° 0,15°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Después de 12 d a 8°C, la nisina y el citrato aplicados individualmente dieron lugar a
valores de E. coli 0157:H7 0,37 y 1,13 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche
control, respectivamente, mientras que ambos tratamientos en combinacién
incrementaron estas diferencias hasta 1,43 unidades logaritmicas. En leche con el
sistema LP los niveles de E. coli resultaron 4,55 unidades logaritmicas inferiores a los
de la leche control. La mayor reduccion en los niveles del patdgeno se observo,
nuevamente, con el tratamiento combinado sistema LP-citrato, el cual presentd un
efecto bactericida sinérgico a las 24 h que dio lugar a diferencias de 5,45 unidades
logaritmicas con respecto a la leche control. El tratamiento triple no incrementd el
efecto inhibitorio de la combinacion sistema LP-citrato.

Earnshaw et al. (1990) comprobaron la actividad inhibitoria del sistema LP frente a E.
coli durante las primeras 24 h en una formula de leche infantil almacenada a 15°C.
Seguidamente el patogeno reinicid su crecimiento alcanzando niveles similares al
control.
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Los niveles de 4 cepas verotoxigénicas de E. coli descendieron 2,3 log ufc/ml en agua
peptonada tratada con 100 Ul/ml de nisina tras 14 d de refrigeracion a 6,5°C, mientras
que en el agua control el descenso fue de 0,88 log ufc/ml (Elliason y Tatini, 1999).
Segun estos autores, los cambios en los acidos grasos, asi como la alteracion de las
caracteristicas de permeabilidad de la membrana ocasionados por las bajas
temperaturas, podrian ser la causa de la sensibilizacion de determinados
microorganismos patdgenos Gram-negativos a la accién de la nisina.

Tabla 11. Supervivencia de E. coli O157:H7 (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en TSA

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,34 438" 459" 5,139 5,53 ° 5,99 f 7,13"
N 432 4457 4,927 5,34 ¢ 5,81°¢ 6,76 ¢
C 419%  433%  463° 4,90° 5,15 ¢ 6,00
N+C 407%  4726¢ 4,56 ° 4,82° 5,04 ¢ 570 °
LP 410  348° 3,04°¢ 2,61° 2,48° 2,58°¢
LP+N 392"  327° 2,83°" 2,61° 2,82° 3,341
LP+C 3,80° 2,86° 2,60° 1,95° 1,75° 1,68°
LP+N+C 3,47° 3,26 " 3,30¢ 2,67° 2,65  225°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

En nuestro trabajo, después de 12 d en refrigeracion, las células de E. coli se mostraron
menos dafiadas a 8°C que a 4°C, con un 30,8% de células incapaces de crecer en VRBA
en la leche control (Tabla 12). EI mayor nimero de células con dafios subletales a los 12
d se observd cuando se trataron con citrato, con recuentos 0,44 unidades logaritmicas
inferiores en VRBA que en TSA. No se detectaron diferencias significativas en los
recuentos en VRBA de E. coli tratada con citrato y nisina-citrato, por lo que cabe
suponer que la nisina impidio la recuperacion en TSA de las células dafiadas por el
citrato. En la leche a 8°C con el sistema LP, tanto de forma individual como en
combinacidn, se observé un menor nimero de células con dafios subletales que en leche
a4°C.

73



Resultados y Discusion

Tabla 12. Supervivencia de E. coli O157:H7 (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en VRBA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,35 4,07 ¢ 4,41° 4,96 ° 5,40 ¢ 589" 6,97 ¢
N 4,18° 4,23° 4,87° 5,30 ¢ 5,66 " 6,60
C 4,15° 3,97 ¢ 4,11° 4,38 ° 4,89 ° 5,56 ©
N+C 4,06 ¢ 3,92¢ 4,231 4,29° 4,74° 5,50 ©
LP 353° 337° 2,26° 2,40° 2,34° 2,41°
LP +N 2,86 " 3,09° 2,69° 2,44° 2,70¢ 3,251
LP+C 2,332 2,60° 1,84° 1,26° 1,42° 1,45°
LP+N+C 2,25° 2,86° 2,83° 1,362 1,94° 1,95°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

3.2.4.2. Efecto frente a Sal. choleraesuis

A 4°C, Sal. choleraesuis con un recuento en leche de 3,87 log ufc/ml, presentd valores
de 3,56 log ufc/ml tras 12 d de refrigeracion (Tabla 13).

Con la nisina se observo una diferencia en los niveles del patogeno al final de la
refrigeracion de 0,58 unidades logaritmicas respecto de la leche control. En leche con el
sistema LP se registraron valores 1,84 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche
control, mientras que en leche con citrato esta diferencia fue de 1,40 unidades
logaritmicas.

Aunque se trata de una bacteria Gram-negativa, existen algunos datos de actividad
inhibitoria de bacteriocinas sobre Salmonella. Elliason y Tatini (1999) observaron en
agua peptonada con 100 Ul/ml de nisina un descenso en Sal. typhimurium de 1,69 log
ufc/ml después de 14 d a 6,5°C. Salmonella se mostré sensible a nisina en combinacion
con agentes quelantes que permeabilizan su membrana externa (Stevens et al., 1991).
La sensibilidad de Salmonella a determinadas bacteriocinas también ha sido demostrada
mediante ensayos con esferoplastos (Abriouel et al., 1998).

El tratamiento combinado nisina-citrato dio lugar a diferencias en los niveles de Sal.
choleraesuis respecto del control de 2,00 unidades logaritmicas al final de la
refrigeracion, observandose un efecto sinérgico frente al patogeno a lo largo de todo el
periodo estudiado.

La mayor inhibicion de Sal. choleraesuis se obtuvo con el tratamiento sistema LP-
nisina-citrato, con un efecto sinérgico entre las 8 h y los 7 d de almacenamiento que
redujo la poblacion del patdgeno hasta valores inferiores a 10 ufc/ml desde el quinto dia
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de refrigeracion. A los 12 d, los resultados obtenidos con el tratamiento triple fueron
semejantes a las obtenidos con el sistema LP-citrato.

Tabla 13. Supervivencia de Sal. choleraesuis (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en TSA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,87 384" 3,80 ¢ 3,76°¢ 3,65¢ 358 3,56 °
N 381° 3,78 ¢ 356%  335° 3,28° 2,98 ¢
C 3,76 % 3,63¢ 3,38¢ 2,95°¢ 2,58 ¢ 2,16 °
N+C 3,19° 3,07° 2,81° 2,40 ¢ 1,97°¢ 1,56 "
LP 3,58 3,33° 2,95 ° 2,25 2,04° 1,72°
LP +N 362°%®  330° 2,91° 2,18° 2,05° 1,65°
LP+C 3,46 ¢ 3,01° 2,16°" 1,57° 1,06° 0,15°
LP+N+C 2,902 2,582 1,87° 0,76 0° 0,15°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Después de 8 h de refrigeracion a 4°C, no se observaron células con dafios subletales en
la leche control, mientras que a las 24 h un 36,9% de las células de Salmonella no
fueron capaces de crecer en VRBA, y el porcentaje se elevo hasta el 96,2% a los 12 d
(Tabla 14).

Al final de la refrigeracién, el nimero de células con dafios subletales en la leche con el
sistema LP fue de superior a 1,5 unidades logaritmicas, mientras que en la leche con la
combinacion sistema LP-citrato el nimero se redujo a 0,15 log ufc/ml, indicando una
accion del citrato frente a las células dafiadas por el sistema LP. En la leche con el
sistema LP-citrato y sistema LP-nisina-citrato Salmonella present6 recuentos similares
en XLDA alas 8 hy 24 h, y no se detecto desde el tercer dia. Sin embargo, en TSA los
niveles del patdgeno en presencia de LP-citrato resultaron 0,29, 0,81 y 1,06 unidades
logaritmicas superiores a los 3 d, 5 d y 7 d, respectivamente, respecto de los
determinados en leche con LP-nisina-citrato. Estas diferencias podrian indicar la
presencia de células con dafios subletales sensibles a la accion inhibitoria de la nisina.

También Elliason y Tatini (1999) observaron un incremento en las células de
Salmonella con dafios subletales a lo largo de 28 d de refrigeracion a 6,5°C. A los 14 d
en presencia de nisina, un 60% de las células resistentes fueron sensibles al desoxicolato
del medio selectivo empleado en el estudio, mientras que a los 28 d el porcentaje de
células sensibles aumento al 100%.
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Tabla 14. Supervivencia de Sal. choleraesuis (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en XLDA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,79 3,86 ¢ 3,60 ¢ 2,82°¢ 2,71 2,312 2,14°¢
N 3,84¢ 3,56 ¢ 2,73° 2,35° 1,88 ' 1,58¢
C 3,37°¢ 2,96 ° 2,06 ¢ 1,63¢ 1,24° 0,69°
N+C 2,95° 2,91° 1,78°¢ 1,45¢ 0,92¢ 0,35°"
LP 3,01° 2,68° 1,34° 0,59 ¢ 0,39° 0,15 %
LP +N 3,00° 2,63° 1,58°¢ 0,24° 0,65 ° 0,63°
LP+C 2,432 1,46° 0° 0° 0° 0°
LP+N+C 2,332 1,412 0? 0? 0? 0?

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Después de 12 d a 8°C, Sal. choleraesuis presento valores de 3,51 log ufc/ml en la leche
control (Tabla 15). En leche con nisina se observaron diferencias en los niveles de
Salmonella con respecto a la leche control entre 0,43 y 0,59 unidades logaritmicas desde
el tercer dia. La adicién de citrato a la leche dio lugar a reducciones menos marcadas a
8°C que a 4°C. La combinacién nisina-citrato no incremento el efecto inhibitorio del uso
de individual de nisina. Tampoco se observaron diferencias significativas (P < 0,01) en
los niveles del patogeno al aplicar el sistema LP de forma individual o en combinacion
con nisina, obteniendose en ambos casos reducciones de Salmonella de 1,7 unidades
logaritmicas respecto del control. El tratamiento mas efectivo frente a Sal. choleraesuis
fue la combinacion triple, con niveles del patégeno 2,63 unidades logaritmicas
inferiores a los de la leche control. Estas diferencias fueron similares a las obtenidas con
el sistema LP-citrato. Se observé un efecto inhibitorio sinérgico en la combinacion
sistema LP-citrato durante todo el periodo de refrigeracién estudiado.

Wolfson y Sumner (1994) comprobaron diferencias en la actividad del sistema LP
frente a Sal. typhimurium en TSB a 37°C en funcidn del indculo de partida. El sistema
LP presenté un efecto bactericida cuando el inéculo era de 10° y 10° ufc/ml, mientras
que niveles iniciales de 10" ufc/ml permitieron a Salmonella reanudar el crecimiento
después de 16 h. En una formula de leche infantil tratada con el sistema LP y
almacenada a 15°C, los niveles de Sal. typhimurium descendieron durante los 2-3
primeros dias y posteriormente se reanudo el crecimiento (Earnshaw et al., 1990).
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Tabla 15. Supervivencia de Sal. choleraesuis (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en TSA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,96 301° 3,85°¢ 3,71¢ 364° 3,68° 351°
N 384%  376° 3,28°¢ 319%*  3,09¢ 3,04
C 3,86 ¢ 368%  341° 3,34° 3,10¢ 3,21¢
N+C 362 347  321° 3,04¢ 2,96 ¢ 2,98°
LP 3,37° 3,01° 2,57° 2,28° 2,01° 1,81°
LP+N 343%™  337° 2,41° 2,35°¢ 2,12°¢ 1,80°
LP+C 334%  272° 2,182 1,65° 1,25° 1,00°
LP+N+C 3,13° 2,56 ° 2,13° 1,40° 1,02° 0,882

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

En leche control refrigerada a 8°C, no se observaron células con dafios subletales hasta
los 5 d de refrigeracion, pero la poblacion de células dafiadas alcanzé un 95,2% a los 12
d (Tabla 16).

Cuando los recuentos de Sal. choleraesuis se realizaron en XLDA en la leche tratada
con las combinaciones sistema LP-citrato y sistema LP-nisina-citrato no se detecto la
presencia del patdgeno desde el tercer dia.

Tabla 16. Supervivencia de Sal. choleraesuis (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en XLDA

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,90 3,77°¢ 3,79°¢ 3,80 ¢ 3,051 2,35° 2,19°
N 3,79°¢ 3,63° 3,08° 2,48° 1,93° 2,15°
C 3,66 2,96 ¢ 3,13° 2,95¢ 2,82°¢ 2,32°¢
N+C 3,49°¢ 2,94 ¢ 3,01°¢ 2,70 2,66 2,30°
LP 2,74%  221° 1,51° 1,18° 1,01° 0,88°
LP+N 2,88° 2,13°¢ 1,55° 1,08 b 1,16° 0,50°"
LP+C 2,67%® 1,61° 0° 0° 0° 0?
LP+N+C 2,372 1,102 0 0 0¢ 0¢f

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
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3.2.4.3. Efecto frente a C. jejuni

C. jejuni no fue capaz de desarrollarse en la leche durante el periodo de refrigeracion
estudiado, observandose después de 12 d niveles de 3,06 log ufc/ml, tanto a 4°C (Tabla
17) como a 8°C (Tabla 19).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de C. jejuni entre la leche con
nisina y la leche control, a ninguna de las dos temperaturas ensayadas.

A los 12 d a 4°C, la leche con citrato presenté niveles de C. jejuni 1,03 unidades
logaritmicas inferiores a los de la leche control. La combinacion nisina-citrato no
incremento la inhibicion observada.

Mediante la activacion del sistema LP, C. jejuni no se detectd desde los tres dias y hasta
el final de la refrigeracion, mientras que con las combinaciones del sistema LP con
citrato o nisina y la combinacién triple los valores de C. jejuni fueron inferiores al limite
de deteccion desde las 24 h hasta los 12 d de refrigeracion.

Beumer et al. (1985) observaron que la reduccion de C. jejuni al activar el sistema LP
en leche pasterizada era mayor a 30°C que a 7°C, asi como a valores de pH de 5,5 que a
6,7 6 de 7,5. Por otro lado, Borch et al. (1989) observaron un efecto bactericida superior
del sistema LP frente a este patdgeno en leche UHT incubada a 37°C que a 20°C.

Tabla 17. Supervivencia de C. jejuni (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y sistema
LP (LP) a 4°C. Recuentos en BAB n° 2

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,38 3,45° 3,50¢ 3,13° 3,38°¢ 3,27¢ 3,06 °
N 3,45° 3,44 ¢ 3,16 ° 341° 3,18¢ 3,03°
C 3,31 % 3,20 ¢ 2,61° 2,81° 2,30 2,03°
N+C 3,28¢ 322° 2,65° 2,80° 2,09° 2,11°
LP 1,05° 0,58" 0° 0° 0° 0°
LP+N 1,30° 0° 0° 0° 0° 0°
LP+C 1,35° 0° 0° 0° 0° 0°
LP+N+C 1,52°¢ 0°? 0°? 0° 0°? 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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El 59,3% de las células de C. jejuni de la leche control no crecieron en el medio con el
suplemento selectivo después de 12 d de refrigeracion a 4°C, lo que podria explicarse
por dafio celular debido al frio (Tabla 18). En leche con el sistema LP, de forma
individual o en combinacidn, no se detect6 la presencia de C. jejuni desde las 24 h de
refrigeracion.

Tabla 18. Supervivencia de C. jejuni (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y sistema
LP (LP) a 4°C. Recuentos en BAB n° 2 + suplemento selectivo

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,44 2,96 ¢ 3,08° 2,09° 2,72° 2,71°¢ 2,67°
N 2,62°¢ 2,49° 2,12°¢ 2,67°¢ 2,99 ¢ 2,51°
C 2,33° 2,60°" 1,32° 0,60° 1,02° 0,59°
N+C 2,55 2,41° 1,16° 0,39b 1,21° 1,05 °
LP 0,782 0° 0° 0° 0° 0°
LP +N 0,732 0@ 0° 0° 0@ 0°
LP+C 0,732 0° 0° 0° 0° 0°
LP+N+C 0,712 0° 0° 0° 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

A 8°C no se detecto efecto inhibitorio de la nisina sobre C. jejuni. Después de 12 d en
leche con citrato se registraron diferencias de 1,35 unidades logaritmicas en los niveles
del patdgeno respecto de la leche control. El tratamiento combinado nisina-citrato no
incremento el efecto inhibitorio individual del citrato.

La combinacion sistema LP-nisina resultdé la méas efectiva a las 8 h, observandose
diferencias en los niveles del patdégeno 2,91 unidades logaritmicas inferiores respecto
del control. En leche con el sistema LP, s6lo o en combinacion, no se detect6 C. jejuni
desde las 24 h y hasta el final de la refrigeracion. Beumer et al. (1985) observaron en
leche refrigerada a 7°C con el sistema LP activado, un descenso de aproximadamante
0,9 log ufc/ml en los recuentos de C. jejuni, después de 24 h.
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Tabla 19. Supervivencia de C. jejuni (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y sistema
LP (LP) a 8°C. Recuentos en BAB n°2

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,47 3,72°¢ 3,51°¢ 342° 3,36 ¢ 3,09¢ 3,06 °
N 3,76° 3,60 ¢ 337°¢ 3,35 ¢ 2,98 ¢ 3,08 ¢
C 3,49¢ 3,25° 2,68° 2,53° 2,03° 1,71°
N+C 3,51¢ 3,10° 2,66°" 2,31° 1,76° 1,64°
LP 2,41° 0° 0°? 0@ 0° 0@
LP+N 0,81° 0° 0°? 0@ 0° 0@
LP+C 1,23° 0° 0° 0° 0°? 0°
LP+N+C 1,40° 0° 0° 0° 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

Después de 12 d a 8°C, el 61,1% de las células de C. jejuni mostraron dafos subletales
en la leche control (Tabla 20). Como ocurrio a 4°C, con el sistema LP aplicado
individualmente o en combinacion tampoco se pudo detectar la presencia de C. jejuni en
el medio selectivo desde las 24 h hasta los 12 d. A las 8 h, en leche con el sistema LP se
observaron recuentos del patdgeno 1,28 unidades logaritmicas inferiores en el medio
selectivo respecto del no selectivo. En cambio, la combinacion sistema LP-citrato
redujo a 0,38 unidades logaritmicas el numero de células con dafios subletales y éstas no
fueron apreciables en la leche con el tratamiento sistema LP-nisina, por lo que tanto la
nisina como el citrato podrian de alguna forma evitar la presencia de las células dafiadas
por el sistema LP.

Tabla 20. Supervivencia de C. jejuni (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y sistema
LP (LP) a 8°C. Recuentos en BAB n° 2 + suplemento selectivo

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,35 3,20°¢ 3,40° 2,36 ° 3,00° 2,90 ¢ 2,65°
N 312°¢ 332"  233° 2,98°¢ 2,49 ° 2,69°
C 2,64° 3,08" 1,72° 1,49° 0,79° 0,80°
N+C 2,72° 3,06°" 1,61° 1,43° 0,55°" 1,01°
LP 1,132 0° 0°? 0@ 0° 0@
LP +N 0,932 0° 0° 0° 0° 0°
LP+C 0,852 0@ 0° 0° 0@ 0°
LP+N+C 0,88° 0° 0° 0° 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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3.2.4.4. Efecto frente a A. hydrophila

Se observo el crecimiento de A. hydrophila a ambas temperaturas de refrigeracion,
alcanzando después de 12 d niveles de 5,75 y 8,55 log ufc/ml, a 4°C (Tabla 21) y 8°C
(Tabla 23), respectivamente.

A 4°C, no se observaron diferencias significativas en los valores del patdgeno entre la
leche control y la tratada con nisina a lo largo de la refrigeracion.

En la leche con citrato los recuentos del patégeno fueron 2,52 unidades logaritmicas
inferiores respecto del control al final de la refrigeracion, mientras que en la adicionada
con nisina-citrato esta diferencia fue de 2,20 unidades logaritmicas.

En la leche con el sistema LP, de forma individual o en combinacion, no se detectd el
microorganismo patdgeno a partir del quinto dia y hasta el final del periodo de
refrigeracion. Al tercer dia, las mayores reducciones de A. hydrophila se observaron con
el sistema LP-nisina, que ejercid un efecto inhibitorio sinérgico, y con el tratamiento
triple, con niveles 1,90 y 1,95 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche control,
respectivamente.

Santos et al. (1994) no detectaron en leche desnatada refrigerada a 6°C la presencia de
tres cepas de A. hydrophila a partir de las 24 h y hasta los 25 d cuando el sistema LP fue
activado. El efecto bactericida fue mucho mas rapido en leche incubada a 28°C.

Tabla 21. Supervivencia de A. hydrophila (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en TSA

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,70 3,76°¢ 3,54°¢ 3,46 % 3,64 4,22°¢ 5,75 ¢
N 364"  355° 351° 3,69° 421° 5,69 ¢
C 357 % 3,60 324°¢ 3,46 ° 3,32° 3,23°
N+C 359%  360° 328 347" 3,40° 3,55°¢
LP 358% 328" 2,14° 0° 0@ 0°
LP+N 3,49 % 3,092 1,56° 0° 0° 0°
LP+C 345° 3,10 % 1,97° 0° 0? 0?
LP+N+C 3,49 % 3,09° 1,512 0? 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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A los 7 d de refrigeracion a 4°C, se observo un porcentaje de células de A. hydrophila
con dafos subletales del 35,4% en la leche control, que a los 12 d aumento hasta el
84,9% (Tabla 22). Por otro lado, la leche tratada con el sistema LP o con sus
combinaciones, presentd mas de un 95% de células danadas desde las 8 h hasta los 3 d
de refrigeracion. A partir de este momento, no se detectd A. hydrophila en la leche.

Tabla 22. Supervivencia de A. hydrophila (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en VRBA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,72 3,58 ¢ 3,30 ¢ 2,97°¢ 3,41° 4,03 ¢ 4,93 ¢
N 3,49° 3,53° 3,05° 3,44 ¢ 4,16° 5,06 ¢
C 3,46° 3,30 ¢ 2,12¢ 2,20 ¢ 1,62° 2,30°
N+C 3,51° 3,29¢ 2,06 ¢ 2,01° 1,82° 2,65 °
LP 2,20 ¢ 1,10 € 0,24° 0? 0° 0°
LP+N 1,48° 0,93  045° 0° 0? 0?
LP+C 0,752 0,51° 0° 0° 0°? 0°
LP+N+C 1,10° 0,86° 0° 0° 0° 0?

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

Después de 12 d de refrigeracion a 8°C, no se observaron diferencias significativas en
los niveles de A. hydrophila entre la leche con nisina y la leche control. Tampoco al
aplicar el citrato individualmente o en combinacidn con nisina, aunque en estos casos se
observo un efecto bacteriostatico del tratamiento sobre el patdgeno durante las primeras
24 h.

En la leche tratada con el sistema LP individualmente o en combinacion, no se detectd
A. hydrophila desde el tercer dia hasta los 12 d de refrigeracion. La combinacién
sistema LP-nisina actud de forma sinérgica frente al patdgeno a las 24 h.

En la leche control, el 43,8% de las células de A. hydrophila presentaron dafios celulares
al final de la refrigeracion a 8°C (Tabla 24). No se observaron diferencias significativas
en los recuentos en VRBA entre la leche control y la leche con nisina.

No se detectd A. hydrophila en VRBA en la leche adicionada con el sistema LP o sus
combinaciones durante todo el periodo de refrigeracion a 8°C.
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Tabla 23. Supervivencia de A. hydrophila (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en TSA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,68 3,68°¢ 413° 6,15 °¢ 7,82 ¢ 8,50 ¢ 8,55
N 3,60° 4,00° 6,13° 7,94¢ 8,31°¢ 8,68 °
C 3,54° 3,56 ¢ 4,32° 5,80 ¢ 7,62° 8,51°
N+C 3,57°¢ 3,61¢ 420" 5,50 " 7,66°" 8,59
LP 2,65° 1,90° 0° 0° 0° 0?
LP+N 241° 1,492 0°? 0@ 0° 0@
LP+C 254%  241° 0° 0° 0°? 0°
LP+N+C 2,51%® 2,29 ° 0? 0° 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

Tabla 24. Supervivencia de A. hydrophila (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en VRBA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,71 3,53°¢ 411¢ 5,95 ¢ 6,58 7,37¢ 8,301
N 352° 3,98° 5,98 ¢ 7,09 ¢ 7,32¢ 8,42 ¢
C 341° 3,26 " 3,95° 4,75° 6,84 " 8,17°¢
N+C 2,40° 3,25°" 4,00° 4,79° 7,17°¢ 7,75°
LP 0°? 0° 0°? 0°? 0° 0@
LP +N 0° 0° 0° 0° 0° 0°
LP+C 02 0° 0° 0° 0° 0°
LP+N+C 0°? 0° 0°? 0°? 0° 0@

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

3.2.4.5. Efecto frente a Y. enterocolitica

Y. enterocolitica alcanzd unos niveles de 8,38 log ufc/ml a los 12 d de refrigeracion a
4°C (Tabla 25). La nisina, el citrato o la combinacién nisina-citrato apenas afectaron al
comportamiento de Y. enterocolitica en leche refrigerada.

La méxima reduccion en los niveles de Y. enterocolitica se alcanzé a los 7 d de
refrigeracion en la leche tratada con el sistema LP, con diferencias de 5,57 unidades
logaritmicas respecto de la leche control. A los 12 d, se observo una leve recuperacion
del patogeno que dio lugar a unas diferencias finales de 4,68 unidades logaritmicas. La
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combinacion del sistema LP con citrato, nisina o con ambos no potencio el efecto
inhibitorio del sistema LP.

Farrag et al. (1992b) observaron unas diferencias en los recuentos de Y. enterocolitica
de 4,8 unidades logaritmicas en leche a 4°C con el sistema LP activado respecto de la
leche control, en la que alcanzé valores de aproximadamente 10° ufc/ml después de 5 d
de refrigeracion. A 30°C la inhibicion maxima del patdégeno se produjo a las 12 h,
aunque posteriormente reanudo el crecimiento y alcanzé valores ligeramente superiores
a los del indculo inicial a las 24 h de incubacion.

Tabla 25. Supervivencia de Y. enterocolitica (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en TSA

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,12 3,122 3,132 4,651 6,21 ¢ 7,46 ¢ 8,38 ¢
N 310° 3,12° 4,65 ¢ 6,23 ¢ 7,46 ° 8,37 ¢
C 3,04° 3,12° 4,50 6,00 ¢ 7,19° 8,47 ¢
N+C 3,062 3,10° 4,43° 6,00 ° 7,13° 8,38 ¢
LP 312° 3,05° 2,67° 2,37% 1,892 3,70°
LP+N 3,06° 3,02° 254%®  237%® 2,16 ° 3,80 %
LP+C 3,062 2,99 ° 2,43° 2,55°" 2,30°" 4,07°
LP+N+C 3,06° 3,00° 2,41° 2,24° 2,23° 3,91

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

A 4°C, no se observo crecimiento de Y. enterocolitica en VRBA en la leche control y en
la leche con nisina, citrato y la combinacion nisina-citrato hasta los 5 d de refrigeracion
(Tabla 26). En la leche con el sistema LP, ya sea de forma individual o combinada, no
se detect0 Y. enterocolitica en VRBA hasta los 12 d a 4°C.

Al final de la refrigeracion a 4°C, se observaron diferencias menores entre los recuentos
celulares en VRBA y TSA en todos los casos. No obstante, en la leche con el sistema
LP aplicado de forma individual o en combinacidn, el porcentaje de células con dafios
subletales fue menor al de la leche con los demas tratamientos.
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Tabla 26. Supervivencia de Y. enterocolitica (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 4°C. Recuentos en VRBA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 0 0 0 0 3,14 ¢ 571° 6,59 "
N 0 0 0 3,14 ¢ 572° 6,48
C 0 0 0 3,00° 5,56 ° 6,529
N+C 0 0 0 3,05° 553" 6,43
LP 0 0 0 0@ 0° 2,75¢%
LP+N 0 0 0 0@ 0? 2,91°
LP+C 0 0 0 0° 0@ 3,651
LP+N+C 0 0 0 0@ 0° 3,44°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

En leche a 8°C Y. enterocolitica se desarrollo hasta niveles de 9,24 log ufc/ml a los 12 d
(Tabla 27). Al igual que a 4°C, la adicion a la leche de nisina, citrato o la combinacion
de ambos no afecto al desarrollo del microorganismo.

El sistema LP actué de forma bacteriostatica sobre Y. enterocolitica durante los tres
primeros dias de refrigeracion a 8°C, con diferencias de 3,53 unidades logaritmicas
respecto del control a los 3 d. Posteriormente, el patdégeno reinicié su crecimiento y
alcanzo niveles de 8,88 log ufc/ml a los 12 d. La combinacién con nisina, citrato o
ambos no incremento el efecto inhibitorio del sistema LP sobre Y. enterocolitica.

Tanto a 4°C como a 8°C, se observaron diferencias notables entre los recuentos de Y.
enterocolitica en TSA y VRBA poniendo de manifiesto la sensibilizacion de las células
de Yersinia sometidas a refrigeracion a los agentes selectivos del VRBA.

A los 3 d a 8°C, la leche control presento diferencias en los recuentos del patégeno entre
los dos medios de cultivo de 3,87 unidades logaritmicas, mientras que en la leche con el
sistema LP y sus combinaciones estas diferencias fueron inferiores a 1,45 unidades
logaritmicas (Tabla 28). Este hecho podria atribuirse a la sensibilizacién de las células
dafnadas por el frio a la accion del sistema LP. En dias posteriores, el porcentaje de
células con darios subletales es muy similar con todos los tratamientos.

Entre los dias 7 y 12, los recuentos en VRBA aumentaron una media de 2,28 unidades
logaritmicas mientras que en TSA este aumento fue de 0,47 unidades logaritmicas,
indicando una recuperacion de las células dafiadas por el frio al final del periodo de
refrigeracion a 8°C.
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Tabla 27. Supervivencia de Y. enterocolitica (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en TSA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,25 4,46 ° 5,76 ¢ 8,05 8,69° 8,74° 9,24°
N 4,50 ° 5,83 ° 8,12° 8,69° 8,76 ° 9,21°
C 4,21° 5,40 ° 8,05 ° 8,68° 8,74°¢ 9,21°
N+C 4,23"° 547" 8,06 ° 8,65°" 8,74 ° 9,25°"
LP 4,04° 3,96 ° 4522 7,10° 8,36 ° 8,88°
LP +N 4,082 3,96 ° 456%  7,16° 8,35° 8,88°
LP+C 4,08° 3,97° 463" 7,17° 8,47°" 8,89°
LP+N+C 4,06° 3,96 ° 4,63° 7,12° 8,48° 8,87°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

Tabla 28. Supervivencia de Y. enterocolitica (log ufc/ml) en leche con nisina (N), citrato (C) y
sistema LP (LP) a 8°C. Recuentos en VRBA

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 1,01 1,014 1,78° 4,18° 4,47 % 410% 6,69 "
N 1,24 1,84° 4,33° 4,54° 416%®  6,28%®
C 1,49 ¢ 2,05° 4,71° 4,80° 4,54° 6,33
N+C 1,39  262° 4,80°" 4,89° 4,60° 6,10°
LP 0,85%  0,70° 3,20° 3,97° 3,61° 6,46
LP+N 1,27 161" 3,27° 443%  371° 6,54
LP+C 058%  205° 3,182 437%  422° 6,54 %
LP+N+C 0,35° 1,90° 3,40° 4,62° 4,40° 6,65 %

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

3.2.5. REUTERINA

Se ha estudiado el efecto inhibitorio de la reuterina, obtenida segun se indica en el
apartado 2.2.3, y afiadida a una concentracion de 8 UR/ml, frente a L. monocytogenes,
S. aureus, E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, C. jejuni, A. hydrophila y Y.
enterocolitica en leche incubada en condiciones Optimas de crecimiento de cada
patogeno, en distintos tiempos durante 24 h de incubacion.

Los niveles de todos los patdgenos estudiados resultaron significativamente influidos (P
< 0,001) por la adicion de reuterina a la leche (Tabla 29).
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La reuterina actu6 de forma bacteriostatica frente a L. monocytogenes durante las
primeras 8 h de incubacién. A las 24 h, presentd valores en leche con reuterina 0,95
unidades logaritmicas superiores al recuento inicial.

Frente a S. aureus y E. coli O157:H7 la reuterina mostro un efecto bacteriostatico
durante las 8 primeras horas. A las 24 h, los niveles de S. aureus y E. coli fueron 0,16 y
0,69 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche a las 0 h.

A las 24 h, la adicion de reuterina a la leche dio lugar a una reduccion en los niveles de
C. jejuni de 2,48 unidades logaritmicas respecto del recuento inicial, mientras que Sal.
choleraesuis, A. hydrophilay Y. enterocolitica no se detectaron.

Tabla 29. Supervivencia de bacterias patdgenas (log ufc/ml) en leche con reuterina

Bacteria patdgena Oh 2h 4h 6h 8h 24 h

L. monocytogenes C 2,91% 2,892 3,662 442° 5,59 2 8,552
2,862 2,82° 2,77° 2,75° 2,84° 3,81°

S. aureus C 3,002 3,092 4692 6,002 7,092 8,792
R 3,05% 3,08° 3,19° 3,04° 3,10° 2,89°
E. coli C 3,16 ° 3,73° 5,582 7,13° 8,14° 8,752
R 3,162 320" 3,14° 3,16° 3,09° 2,47°
S. choleraesuis C 2,612 2,552 3,70% 4,46° 588% 8,68°
R 2,522 1,662 1,65° 1,53° 1,47° 0°
C. jejuni C 3,51°% 3,23% - - 3,03° 6,722
R 3,432 2,91°2 - - 1,142 0,95°
A. hydrophila C 2,80° 2,89° 3,75° 4,81°% 5,71°% 8,77°%
R 2,842 2,692 2,47° 2,54° 241° 0°
Y. enterocolitica C 2,602 2,82° 3,44°% 4,12° 462° 7,63%
R 2,642 2,48° 1,80° 1,08° 0,33° 0°

Medias de la misma columna y bacteria con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
C = Control; R = Reuterina

De acuerdo con nuestros resultados, L. monocytogenes fue el microorganismo mas
resistente a la accion de la reuterina. En 1989, Axelsson et al., ya observaron el
potencial inhibitorio de la reuterina frente a algunos de estos patdgenos y El Ziney et al.
(1996) comprobaron que se requeria una concentracion mayor de reuterina para inhibir
a L. monocytogenes que a E. coli, S. aureus y Y. enterocolitica en TSYB.
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Por otra parte, se ha investigado la posible interferencia de la grasa de la leche en la
capacidad inhibitoria de la reuterina utilizando E. coli O157:H7 como indicador. El
efecto inhibitorio de la reuterina sobre E. coli en leche desnatada no fue
significativamente diferente del obtenido en leche entera con un 3,6% de materia grasa
(Tabla 30). ElI Ziney y Debevere (1998) observaron resultados similares con L.
monocytogenes en leche con un 0,5% y 3% de materia grasa, y atribuyeron la falta de
interaccion entre grasa y reuterina a la gran solubilidad de la reuterina en la fase acuosa
de la leche.

En cuanto a la influencia de otros factores en la actividad inhibitoria, Rasch (2002)
investigd el efecto de la reuterina en el crecimiento de E. coli con distintas
combinaciones de pH, sal y temperaturas de interés en alimentos. El efecto inhibitorio
de la reuterina aumentaba al incrementar la temperatura, mientras que ni el pH ni la sal
mostraron interacciones con el efecto de este antimicrobiano.

Tabla 30. Comportamiento de E. coli O157:H7 con reuterina en leche desnatada (0,04%
materia grasa) y entera (3,6% materia grasa)

Leche desnatada Leche entera
t=0 C 3,63° 3,62°
R 3,69° 3,66 °
t=4h C 5,86 " 579"
R 3,66° 3,53°
t=24h C 8,73" 8,75 "
R 2,96 ° 2,88°

Medias del mismo tiempo con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
C = Control; R = Reuterina

3.2.6. BACTERIOCINAS Y REUTERINA

Se ha investigado el efecto de la combinacion de distintas bacteriocinas con reuterina
sobre la supervivencia de bacterias patdgenas Gram-positivas y Gram-negativas en
leche incubada durante 24 h en las condiciones Optimas de los microorganismos
ensayados.

3.2.6.1. Efecto frente a bacterias Gram-positivas

Los niveles de L. monocytogenes y S. aureus resultaron significativamente influidos (P
< 0,001) por los tratamientos empleados y por el tiempo de incubacién (Tabla 31).

L. monocytogenes alcanzd en leche control valores de 4,82 log ufc/ml y 9,04 log ufc/ml
después de 4 y 24 h, respectivamente.
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Tabla 31. Supervivencia de bacterias Gram-positivas (log ufc/ml) en leche con bacteriocinas y
reuterina (R)

Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus
t=0 Control 4,03 4,21
t=4h  Control 482" 5,92 ¢
Nisina 0,15° 1,32°
TAB7 1,98 ¢ 6,02 ¢
TAB 20 481" 5,90 ¢
Lacticina 481 3,22°¢ 5,88 ¢
Enterocina | 4,40°9 5,88 ¢
TAB 57 4,75" 6,04 ¢
Enterocina AS-48 2,00° 5,97 ¢
Reuterina 3,93f 4,17°¢
R + nisina 0@ 3,68°
R+TAB7 1,00° 4,23°
R+ TAB 20 399f 4,24°
R + lacticina 481 0,152 4,15°¢
R + enterocina | 2,70 ¢ 4,22°¢
R+ TAB 57 400" 4,24°
R + AS-48 0,242 4,18°¢
t=24h Control 9,04/ 8,85°
Nisina 745" 8,39 ¢
TAB7 8,78 " 9,03 ¢
TAB 20 8,97 1 9,07"
Lacticina 481 5,99 ¢ 9,07"
Enterocina | 8,61" 911"
TAB 57 8,18 ¢ 9,19"
Enterocina AS-48 7,281 9,09"
Reuterina 4,459 3,40°
R + nisina 02 2,34%
R+TAB7 0,54° 3,57
R+ TAB 20 4,10° 3,54 "
R + lacticina 481 0? 3,40°
R + enterocina | 4,681 3,59°¢
R+ TAB 57 3,90° 3,64°¢
R + AS-48 0° 3,41°

Medias de la misma columna y tiempo con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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A las 4 h, se observaron en la leche con nisina, bacteriocina TAB 7, lacticina 481 y
enterocina AS-48, recuentos 4,67, 2,84, 1,60 y 2,82 unidades logaritmicas inferiores,
respectivamente, a los detectados en la leche control. Posteriormente, L. monocytogenes
reanudo el crecimiento y alcanzo a las 24 h niveles comprendidos entre 5,99 y 8,97 log
ufc/ml en funcion de la bacteriocina adicionada, apuntando a la aparicion de células
resistentes. Por otro lado, la reuterina actué de forma bacteriostatica frente a L.
monocytogenes durante las primeras 4 h, mientras que a las 24 h se observo un
incremento en los niveles de patdgeno de 0,42 unidades logaritmicas respecto del
inéculo inicial.

No se detectdé L. monocytogenes en leche con reuterina en combinacién con nisina,
lacticina 481 o enterocina AS-48, comprobandose, un efecto bactericida sinérgico frente
a L. monocytogenes. La bacteriocina TAB 7 también mostrd un efecto sinérgico al ser
combinada con reuterina, con recuentos en leche con esta combinacion 8,50 unidades
logaritmicas inferiores a los de la leche control, después de 24 h.

S. aureus presentd, en la leche control, unos recuentos 5,92 log ufc/ml a las 4 h'y de
8,85 log ufc/ml a las 24 h de incubacion a 37°C (Tabla 31).

Como habiamos observado anteriormente, la Gnica bacteriocina efectiva en leche frente
a S. aureus fue la nisina, que actud de forma bactericida en las primeras 4 h, con valores
4,60 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche control. S. aureus reanud6 el
crecimiento y alcanzd, al finalizar la incubacion, niveles de 8,39 log ufc/ml. La
reuterina mostré un efecto bacteriostatico durante las primeras 4 h, y ligeramente
bactericida a las 24 h, reduciendo los niveles iniciales de S. aureus en 0,81 unidades
logaritmicas.

A las 24 h de incubacién, la mayor inhibicidn de S. aureus se produjo en la leche con la
combinacién reuterina-nisina. Estos compuestos actuaron de forma sinérgica dando
lugar a unos niveles de patégeno 6,51 unidades logaritmicas inferiores a los observados
en la leche control.

La combinacion de reuterina con nisina actu6, por tanto, de forma efectiva en el control
de los dos patdgenos Gram-positivos. Sin embargo, las combinaciones de reuterina con
lacticina 481, enterocina AS-48 y bacteriocina TAB 7 Unicamente resultaron efectivas
frente a L. monocytogenes.

3.2.6.2. Efecto frente a bacterias Gram-negativas

Los niveles de las bacterias Gram-negativas ensayadas resultaron significativamente
influidos (P < 0,001) por los tratamientos aplicados a la leche y el tiempo de incubacion
(Tabla 32).
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Tabla 32. Supervivencia de bacterias Gram-negativas (log ufc/ml) en leche con bacteriocinas y
reuterina (R)

E. coli Salmonella  Campylobacter ~ Aeromonas Yersinia
0157:H7 choleraesuis jejuni hydrophila enterocolitica

t=0  Control 4,13 3,64 4,07 4,02 3,52
t=4h  Control 7,15° 5,36 " 4,07° 5,87 © 5,09 °
Nisina 7,16° 5,28 4,04° 5,86 ° 5,13°
TAB 7 7,13° 5,19° 4,00° 5,98 « 5,14 °
TAB 20 7,13° 5,47 ¢ 4,03° 5,92 « 5,14°
Lacticina 481 715" 5,40° 4,00° 5,08 ™ 5,12 °
Enterocina | 7,21° 5,45 ¢ 4,08° 5,99 « 5,13°
TAB 57 7,16° 5,48 ° 4,11° 6,02 512"
Enterocina AS-48 7,15° 5,50 ¢ 4,07° 6,06 ¢ 5,09 °
Reuterina 3,95° 3,15° 0@ 3,35° 3,49°
R + nisina 3,93° 3,21° 0@ 3,32° 3,46 °
R+TAB7 3,96° 3,20° 0° 4,21° 352°
R+ TAB 20 3,97° 3,19° 0@ 3,45° 3,58°
R + lacticina 481 3,952 322° 02 3,392 3,48°%
R + enterocina | 4,01° 3,23° 0@ 3,51° 3,53°
R+ TAB 57 3,97° 3,18° 0@ 3,34° 3,79°
R+ AS-48 4,03° 3,14° 0° 3,51° 3,47°
t=24h Control 8,98 ¢ 8,94 % 6,61 9,05°" 8,60 °
Nisina 8,94 ¢ 8,831 6,60 « 8,96 " 8,63°
TAB7 8,96 ¢ 8,99 * 6,55 ° 9,05° 8,65 °
TAB 20 8,96 ¢ 8,99 * 6,63 9,05° 8,49 °
Lacticina 481 8,95 ¢ 8,95 % 6,61 9,02° 8,49 ¢
Enterocina | 8,921 9,11°¢ 6,67« 9,05° 8,51°
TAB 57 8,92 ¢ 9,08 6,73 ¢ 9,03° 8,59 °
Enterocina AS-48 8,921 9,02¢ 6,17 " 9,06 " 8,54 °
Reuterina 3,14 210 o? 0? 1,86°
R + nisina 2,95 2,41° 0°? 0¢? 1,82%
R+TAB7 3,01 ¢ 2,42° 0° 0° 1,64 %
R + TAB 20 3,19°¢ 2,26 0° 0° 2,36 ¢
R + lacticina 481 2,892 1,97% 0? 0? 1,382
R + enterocina | 3,00 ¥© 212%® 0°? 0¢? 2,00
R+ TAB 57 3,21° 2,32 0@ 0@ 3,03¢
R + AS-48 3,00 ¢ 1,922 0° 0° 1,63%

Medias de la misma columna y tiempo con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,001)
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El crecimiento en leche de E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, C. jejuni, Y.
enterocolitica y A. hydrophila no se vio afectado por ninguna de las bacteriocinas en las
condiciones estudiadas, como habiamos observado previamente.

En presencia de reuterina no se detectaron C. jejuni ni A. hydrophila a las 4 hy 24 h de
incubacion, respectivamente. A las 24 h, Sal. choleraesuis y Y. enterocolitica mostraron
valores 1,54 y 1,66 unidades logaritmicas inferiores a los iniciales. E. coli fue el
patdgeno Gram-negativo menos sensible a la reuterina. No obstante, sus niveles a las 24
h fueron 0,99 unidades logaritmicas inferiores a los inoculados inicialmente en la leche.

La combinacion de reuterina con las distintas bacteriocinas no incrementd el efecto
bactericida de la reuterina frente a ninguno de los patdgenos Gram-negativos
estudiados.

3.2.6.3. Aplicacion en diferido de nisina y reuterina

Se ha estudiado el efecto de la reuterina adicionada en diferentes tiempos a leche con
nisina sobre la supervivencia S. aureus a 37°C durante 24 h, con el fin de incrementar el
efecto inhibitorio del tratamiento combinado observado en la experiencia anterior.

Los niveles de S. aureus resultaron significativamente influidos (P < 0,001) por los
tratamientos aplicados y el tiempo de incubacién (Tabla 33).

La adicion de nisina a la leche dio lugar a diferencias de 4,84 unidades logaritmicas
respecto de la leche control a las 6 h. A continuacion, el patégeno reanudd el
crecimiento hasta alcanzar al final del periodo estudiado niveles similares a los de la
leche control. La leche con reuterina mostro un efecto bacteriostatico sobre S. aureus
durante las primeras 8 h, mientras que a las 24 h se observaron niveles 0,86 unidades
logaritmicas inferiores a los del inoculo inicial.

A las 24 h, la combinacién de nisina con reuterina redujo significativamente (P < 0,01)
y de forma sinérgica los niveles de S. aureus, obteniéndose diferencias de 6,14 unidades
logaritmicas respecto de la leche control. La adicion retardada de reuterinaalas 4y 6 h
incrementd este efecto bactericida, observandose diferencias de 7,92 y 7,58 unidades
logaritmicas, respecto de la leche control a las 24 h. La adicién de reuterina a las 8 h de
la adicion de la nisina resulté también mas efectiva que la aplicacion simultanea de
ambos inhibidores aunque las células de S. aureus resistentes a nisina ya hubieran
iniciado su desarrollo, y dio lugar a diferencias de 6,87 unidades logaritmicas respecto
de la leche control a las 24 h.

La adicion retardada de reuterina permitiria que la nisina ejerciera su maxima accion
inhibitoria. Posteriormente, las células supervivientes resultarian afectadas por la accion
de la reuterina, evitandose asi la recuperacion de las resistentes a la nisina.
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Tabla 33. Supervivencia de S. aureus (log ufc/ml) en leche con nisina (N) y reuterina (R)
afiadida a distintos tiempos

Oh 4h 6h 8h 24 h
Control 3,87 5,22 ° 6,52 ° 7,59°¢ 8,54 ¢
N 1,872 1,682 2,13° 8,31°
R 3,80° 3,76° 3,77° 3,01¢
N (0) +R (0) 372° 3,60° 3,21°¢ 2,40 ¢
N (0) +R (4) 1,872 1,86° 1,632 0,622
N (0) + R (6) 1,872 1,682 1,362 0,962
N(0)+R(@®) 1,872 1,682 2,13° 1,67°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

3.2.7. NISINA, REUTERINA Y SISTEMA LP EN REFRIGERACION

Se ha estudiado el efecto de las combinaciones de reuterina con nisina y sistema LP en
leche refrigerada, frente a microorganismos patégenos Gram-positivos y Gram-
negativos.

3.2.7.1. Efecto frente a bacterias Gram-positivas

Los niveles de L. monocytogenes y S. aureus resultaron significativamente influidos (P
< 0,001) por los tratamientos empleados y el tiempo de refrigeracion, tanto a 4°C como
a 8°C.

La leche se inoculd con aproximadamente 4 log ufc/ml de L. monocytogenes,
alcanzandose a los 12 d valores de 6,63 log ufc/ml a 4°C (Tabla 34) y 8,42 log ufc/ml a
8°C (Tabla 35).

Después de 12 d a 4°C, los valores de L. monocytogenes en leche con nisina resultaron
3,45 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche control. La reuterina actu6 de
forma bacteriostatica hasta los 7 d y ligeramente bactericida a los 12 d, dando lugar a un
descenso de 0,54 unidades logaritmicas respecto de los niveles iniciales. La leche con el
sistema LP mostro niveles del patdgeno 0,49 unidades logaritmicas superiores a los del
indculo inicial.

La combinacion reuterina-nisina mostré un efecto inhibitorio sinérgico frente a L.
monocytogenes, y no se detect6 a los 12 d. Esta combinacion también habia mostrado
un efecto inhibitorio sinérgico frente a este microorganismo a 37°C (apartado 3.7.1). Sin
embargo, la combinacién de la reuterina con el sistema LP no incremento el efecto
inhibitorio de la reuterina.
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Tabla 34. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina
(R) y sistema LP (LP) a 4°C

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,21 4,15° 4,25 ¢ 4,26 ¢ 4,47 ¢ 5,07 ¢ 6,63 °
N 2,95° 2,31° 1,662 1,70° 2,20° 3,18°
R 413° 417 422 4,29 ° 417° 3,67°¢
LP 4,09° 4,09° 4,05 ° 412° 4,06° 4,58°
R+N 2,76° 2,82° 1,81° 1,00° 0,70° 0?
LP +R 4,10°¢ 4,08° 4,07°¢ 4,09° 4,04° 3,76 ¢

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

A 8°C, la nisina produjo un efecto bactericida sobre L. monocytogenes durante las
primeras 24 h. Seguidamente se reinicio el crecimiento hasta alcanzar 6,86 log ufc/ml a
los 12 d. La reuterina actué como bacteriostatico, y dio lugar a diferencias en los niveles
del patégeno de 4,14 unidades logaritmicas respecto a la leche control, al final del
periodo de refrigeracion estudiado. En leche con el sistema LP, se observo un efecto
bacteriostatico frente al patdgeno hasta el tercer dia, aunque después de 12 d alcanz6
valores de 7,79 log ufc/ml.

Tabla 35. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina
(R) y sistema LP (LP) a 8°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,25 4,19°¢ 4,22¢ 5,36 ¢ 6,59 ° 7,99f 842"
N 2,58° 1,35° 2,23° 3,54 " 4,98 ¢ 6,86 ¢
R 419° 4,19° 3,55°¢ 4,551 4,46° 4,28 ¢
LP 412° 4,03° 4,11° 4,61° 5,80 ° 7,79°
R+N 2,30° 0,512 0,712 0,50° 0,30° 0°

LP+R 4,11° 4,03° 4,041 4,03° 4,00° 3,40°"

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

El-Ziney y Debevere (1998) observaron la eliminacion total de L. monocytogenes en
leche inoculada con 4,8 unidades logaritmicas por ml después de 5 d a 7°C, tras la
aplicacion de altas concentraciones de reuterina. En carne picada de cerdo en las
mismas condiciones, los niveles del patégeno se redujeron 1,3 unidades logaritmicas
después de 7 d (El-Ziney et al., 1999).

La combinacion reuterina-nisina, al igual que a 4°C y 37°C, mostré un efecto sinérgico.
L. monocytogenes no se detectd en leche con reuterina-nisina después de 12 d a 8°C.
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Con el sistema LP en combinacion con reuterina aumentd el efecto inhibitorio,
provocando un descenso de 0,85 unidades logaritmicas en los niveles iniciales del
patogeno después de 12 d de almacenamiento.

No se observé desarrollo de S. aureus en leche durante los 12 d de refrigeracion a 4°C
(Tabla 36) y 8°C (Tabla 37).

La nisina actud de forma bactericida y a los 12 d redujo el nivel inicial de S. aureus 1,22
y 0,62 unidades logaritmicas a 4°C y 8°C, respectivamente. A los 12 d, la reuterina dio
lugar a un notable efecto bactericida sobre S. aureus en la leche, que produjo una
reduccion en los niveles iniciales del patégeno de 3,58 y 3,84 unidades logaritmicas a
4°C y 8°C, respectivamente. El sistema LP también present6 un efecto ligeramente
bactericida frente al patdgeno reduciendo los niveles iniciales en 0,69 y 0,73 unidades
logaritmicas a 4°C y 8°C, respectivamente.

A ambas temperaturas se comprobd una mayor supervivencia de S. aureus con el
tratamiento sistema LP-reuterina que con reuterina aplicada individualmente. Con la
combinacidn reuterina-nisina se incremento el efecto inhibitorio, obteniéndose a los 12
d niveles de 0,15 log ufc/ml a 4°C, mientras que no se detecto S. aureus a 8°C.

Tabla 36. Supervivencia de S. aureus (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R) y
sistema LP (LP) a 4°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,01 382° 3,93° 4,00° 4,01° 3,87° 385"
N 3,93° 3,89° 3,84 3,70 ¢ 3,49 ¢ 2,79 ¢
R 3,89° 3,95° 3,71° 2,99° 2,05° 0,43°
LP 3,802 3,87° 3,83% 3,76 ¢ 3,52¢ 3,32°¢
R+N 3,91° 3,90° 3,642 2,73° 1,57° 0,15°
LP +R 3,842 3,88° 3,78° 3,27°¢ 2,89°¢ 1,31°¢

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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Tabla 37. Supervivencia de S. aureus (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R) y
sistema LP (LP) a 8°C

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,08 4,03° 4,08° 4,10 ¢ 4,10° 4,07° 413°
N 3,98° 3,88° 3,83° 3720 354¢ 3,46 ¢
R 3,97° 399%®  378° 3,35° 2,68° 0,24°
LP 3,91° 399® 400  387° 3,62¢ 3,351
R+N 4,04° 3,91° 3,542 2,79° 1,99° 0°
LP+R 3,95° 394® 392"  368° 2,91° 1,41°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

La adicion de nisina y reuterina a la leche permitié un control mas efectivo de los
patdgenos Gram-positivos L. monocytogenes y S. aureus a 4°C y 8°C, durante el tiempo
de refrigeracion estudiado.

3.2.7.2. Efecto frente a bacterias Gram-negativas

Los niveles de E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis, C. jejuni, A. hydrophila y Y.
enterocolitica resultaron significativamente influidos (P < 0,001) por los tratamientos
aplicados y el tiempo de refrigeracion, tanto a 4°C como a 8°C.

E. coli presentd niveles en leche de 3,48 log ufc/ml después de 12 dias a 4°C (Tabla 38).
En la leche con nisina se observaron diferencias de 0,32 unidades logaritmicas respecto
de la leche control, mientras que con el sistema LP o reuterina no se detectaron
diferencias significativas.

Tabla 38. Supervivencia de E. coli 0157:H7 (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R)
y sistema LP (LP) a 4°C

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,24 4,052 3,95%® 3,79° 4,09° 375°¢ 3,48°
N 4,082 3,90° 3,542 3,57° 3,46 " 3,16°"
R 4,13° 4,16° 39>  389° 3,98 ¢ 3,46 °
LP 4,17° 4,17° 4,05°¢ 3,99° 3,94 3,51°¢
R+N 4,182 410®  400™  393° 394  348°
LP+R 4,13° 4,09%® 395" 3282 2,66° 0,94°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

La combinacion sistema LP-reuterina actué de forma sinérgica frente a E. coli,
observandose una reduccién en los niveles del patégeno hasta valores inferiores a 10
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ufc/ml al final de la refrigeracion, mientras que la combinacion reuterina-nisina no
afecto a los recuentos del patégeno.

A 8°C, E. coli se desarrolld en la leche control hasta niveles de 6,27 log ufc/ml después
de 12 d (Tabla 39). La nisina no mostro inhibicion a esta temperatura. Sin embargo, la
aplicacion de reuterina o del sistema LP dio lugar a diferencias en los niveles del
patogeno respecto del control de 3,15 y 2,30 unidades logaritmicas, respectivamente,
después de 12 d.

Los resultados obtenidos por El-Ziney et al. (1999) en carne picada de cerdo refrigerada
a 7°C y tratada con altas concentraciones de reuterina, mostraron un fuerte descenso de
E. coli O157:H7 desde las 24 h de refrigeracion. No se han publicado datos sobre el
efecto de la reuterina en leche frente a patdgenos Gram-negativos.

La adicién de nisina a la leche no incrementd el efecto inhibitorio de la reuterina frente
a E. coli O157:H7. La combinacién sistema LP-reuterina actué de forma sinérgica y
redujo los niveles de E. coli O157:H7 por debajo del limite de deteccion después de 12
d a 8°C.

Tabla 39. Supervivencia de E. coli 0157:H7 (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R)
y sistema LP (LP) a 8°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 4,27 4,142 4,10° 4,39° 4,83° 5,28 ¢ 6,27 ¢
N 412° 3,95° 4,33° 4,87° 5,32 ¢ 6,22 ¢
R 4,20° 406®  4,03° 3,95° 3,80° 3,12°
LP 4,15° 4,07%  401° 3,99 ° 3,94° 3,97°¢
R+N 4,15° 407%®  400®  393° 3,80° 3,28°
LP+R 4,19° 4,08 ® 3,87° 2,98° 1,332 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

Como observamos anteriormente, Sal. choleraesuis no fue capaz de desarrollarse a
ninguna de las temperaturas ensayadas, presentando unos niveles al finalizar el periodo
de refrigeracion de 2,99 y 3,24 log ufc/ml a 4°C (Tabla 40) y 8°C (Tabla 41),
respectivamente.

A los 12 d, la leche con nisina mostré unas diferencias en los niveles de Sal.
choleraesuis inferiores a 0,4 unidades logaritmicas respecto de la leche control, a ambas
temperaturas. Sin embargo, en la leche con reuterina, se observaron mayores
diferencias, con valores 1,09 y 0,75 unidades logaritmicas inferiores a los de la leche
control a 8°C y a 4°C, respectivamente. El sistema LP fue el tratamiento individual mas
efectivo frente a Sal. choleraesuis, tanto a 4°C como a 8°C, dando lugar a los 12 d a
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diferencias en los niveles del patogeno de 1,67 y 1,34 unidades logaritmicas
respectivamente, comparadas con los niveles en leche control, de acuerdo con nuestros
resultados anteriores.

Tabla 40. Supervivencia de Sal. choleraesuis (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R)
y sistema LP (LP) a 4°C

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,94 3,89°¢ 3,62°¢ 3,59°¢ 3,46 ¢ 3,221 2,99
N 3,89°¢ 3,60° 3,31° 3,18°¢ 2,91°¢ 2,65°¢
R 352° 347° 3,37° 3,19° 2,86 2,24 °
LP 3,142 3,01° 2,702 2,51° 2,26°" 1,32°
R+N 3,56° 3,45° 3,27° 3,01° 2,83°¢ 1,90°
LP +R 3,082 2,772 2,58° 2,02° 0,66° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

El tratamiento combinado reuterina-nisina redujo 0,34 y 0,13 unidades logaritmicas los
niveles de Sal. choleraesuis de la leche a 4°C y 8°C, respectivamente, con respecto a la
aplicacion individual de reuterina. La combinacion sistema LP-reuterina actud de forma
sinérgica, y no se detect6 Sal. choleraesuis en la leche con dicho tratamiento a los 12 d
y 7 d a 4°C y 8°C, respectivamente, de acuerdo con nuestros resultados anteriores.

Tabla 41. Supervivencia de Sal. choleraesuis (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R)
y sistema LP (LP) a 8°C

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,92 3,79 ¢ 3,70 ¢ 3,48 ¢ 3,29 ¢ 3,47° 324"
N 3,83¢ 3,58° 3,34° 3,07° 3,14¢ 2,86°¢
R 3,61° 360  352¢ 3,10° 2,80° 2,15¢
LP 319° 2,95° 2,71° 2,56° 2,32° 1,90°
R+N 3,61° 360  347¢ 2,63° 2,73° 2,02°
LP+R 2,972 2,682 2,392 1,30° 0@ 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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Los recuentos de C. jejuni a las 0 h en la leche refrigerada a 4°C fueron de 5,65 log
ufc/ml y después de 12 d descendieron 0,65 unidades logaritmicas en la leche control
(Tabla 42).

La leche con nisina no present6 diferencias significativas (P < 0,01) en los niveles de C.
jejuni respecto de la leche control a lo largo de la refrigeracion, a ninguna de las dos
temperaturas ensayadas. Sin embargo, tanto la adicion de reuterina como del sistema LP
a la leche inhibieron a este microorganismo, que no se detecté desde los 7 d y 3 d,
respectivamente.

La combinacion reuterina-nisina actué de manera similar frente a C. jejuni, no
pudiéndose detectar el microorganismo patdgeno desde el séptimo dia. El tratamiento
combinado sistema LP-reuterina fue el mas efectivo, ya que no se detectd C. jejuni
desde el tercer dia hasta el final del periodo de refrigeracion a 4°C.

Tabla 42. Supervivencia de C. jejuni (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R) y
sistema LP (LP) a 4°C

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 5,65 5,07 ¢ 5,20 ¢ 5,36 ¢ 5,23 ° 519° 5,00 °
N 5,01 ° 5,231 5,36 ¢ 5,24 ° 5,15 " 4,92°
R 4,99 ¢ 5,10 ° 4,11° 0,30°" 0° 0°
LP 3,03° 1,80° 0,90° 0? 0° 0?
R+N 4,84° 5,11 ° 4,08° 0,35° 0°? 0°
LP+R 3,672 1,55° 0° 0° 0@ 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

C. jejuni, con un recuento inicial en leche refrigerada a 8°C de 5,67 log ufc/ml, tampoco
se desarrolld durante el periodo de refrigeracion (Tabla 43). La aplicacion individual de
reuterina o el sistema LP a la leche, redujo los niveles del microorganismo que no se
detectd desde los 5 d y las 24 h, respectivamente, y hasta el final del periodo estudiado.

A 8°C, el tratamiento combinado reuterina-nisina no increment6 el efecto inhibitorio de
la reuterina. En leche con la combinacion sistema LP-reuterina, se comprobd, a las 8 h,
una reduccién del patégeno 0,34 unidades logaritmicas superior a la observada con el
sistema LP. A partir de las 24 h, ambos tratamientos mantuvieron los niveles de C.
jejuni por debajo del limite de deteccidn hasta los 12 d.
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Tabla 43. Supervivencia de C. jejuni (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R) y
sistema LP (LP) a 8°C

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 5,67 5,04 ¢ 5,15 °¢ 5,22 ¢ 5,09 474" 3,99°
N 5,02 ¢ 5,15 ¢ 5,25 ¢ 5,06 ¢ 482° 4,04°
R 5,03 ¢ 480° 1,28° 0° 0? 0°
LP 1,88° 0° 0° 0° 0@ 0°
R+N 5,03 ¢ 4,79° 1,16° 0,24° 0° 0?
LP+R 1,542 0° 0°? 0@ 0° 0@

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

A. hydrophila alcanz6 niveles de 6,66 log ufc/ml en la leche a 4°C tras 12 d (Tabla 44) y
de 8,58 log ufc/ml a 8°C (Tabla 45).

La nisina no mostr6 ningln efecto inhibitorio frente a A. hydrophila a las dos
temperaturas estudiadas, mientras que el sistema LP dio lugar a reducciones de 6,51 y
8,58 unidades logaritmicas después de 12 d a 4°C y 8°C, respectivamente, como se
habia comprobado en los ensayos anteriores.

A 4°C, la leche con reuterina y la leche con la combinacion reuterina-nisina, presentaron
niveles del patdgeno similares durante todo el periodo de refrigeracion, y que fueron en
ambos casos, inferiores al limite de deteccion a los 12 d. La leche con la combinacion
sistema LP-reuterina presentd un efecto inhibitorio sinérgico frente al patdgeno a las 24
hy alos 3 d, con niveles de A. hydrophila por debajo del limite de deteccion desde los 3
d y hasta el final de la refrigeracion.

Tabla 44. Supervivencia de A. hydrophila (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R) y
sistema LP (LP) a 4°C

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,90 381° 3,78 ¢ 4,22 ¢ 5,15 ¢ 5,69 ¢ 6,66 °
N 3,79° 3,80¢ 4,17° 5,16 ¢ 582° 6,97 °
R 3,82° 3,48° 3,26 ° 2,41° 0,24° 0°
LP 3,07° 2,48° 1,17° 0? 0° 0,15°
R+N 3,77° 341° 329° 2,21° 0,24° 0°
LP+R 2,922 1,69° 0° 0° 0@ 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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Después de 12 d a 8°C, no se detectd la presencia de A. hydrophila en la leche con
reuterina aplicada individualmente o en combinacion con nisina, de forma similar a lo
observado a 4°C. El sistema LP dio lugar a mayores reducciones del patdégeno a 8°C que
a4°Calas24 hyalos3d,y practicamente no se detect6 a partir de los 5 d.

Al igual que a 4°C, la combinacion sistema LP-reuterina fue el tratamiento mas
efectivo, ya que no se detectd A. hydrophila desde las 24 h hasta el final del periodo en
estudio.

Tabla 45. Supervivencia de A. hydrophila (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R) y
sistema LP (LP) a 8°C

Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,84 389¢  460°  634% 706  817° 858"
N 3,85 ¢ 4,53 ¢ 6,33 ¢ 7,18 ¢ 8,13° 8,58 °
R 359°¢ 342° 331°¢ 2,19°¢ 0,15°" 0°
LP 3,31° 1,66°" 0,24° 0,15° 0° 0°
R+N 3,79¢ 3,38° 3,36° 2,15° 0° 0°
LP+R 2,22° 0° 0°? 0@ 0° 0@

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

Y. enterocolitica se desarrollé en leche a ambas temperaturas y alcanzé a los 12 d
niveles de 8,56 log ufc/ml a 4°C (Tabla 46) y de 9,38 log ufc/ml a 8°C (Tabla 47), como
habiamos observado previamente.

De acuerdo con los resultados anteriores, la nisina no inhibié a Y. enterocolitica a
ninguna de las dos temperaturas ensayadas.

La aplicacion de reuterina a la leche dio lugar a diferencias de 5,57 y 6,70 unidades
logaritmicas en la leche con reuterina refrigerada a 4°C y 8°C, respectivamente, respecto
de la leche control. La nisina no aumento el efecto inhibitorio.

A 4°C, el sistema LP retraso el crecimiento del patdgeno, alcanzando a los 12 d niveles
de 4,70 log ufc/ml. La combinacién con reuterina aumentd considerablemente la
inhibicion, no detectdndose Y. enterocolitica desde el dia 7.
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Tabla 46. Supervivencia de Y. enterocolitica (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R)
y sistema LP (LP) a 4°C

0Oh 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,58 352°¢ 3,74°¢ 511° 6,59 ° 7,23°¢ 8,56 ¢
N 3,58°¢ 3,73°¢ 5,06 °© 6,60 ° 7,14°¢ 8,53¢
R 340%®  330%®  332° 3,25° 3,24° 2,99°
LP 347%  337° 3,26 % 3,25°" 3,22° 4,70°
R+N 354  330%®  332° 3,22° 3,20° 3,00°
LP +R 3,342 3,17° 3,13° 2,26° 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)

A 8°C se comprobd el efecto bacteriostatico del sistema LP durante tres dias, tras los
que Y. enterocolitica reinicié el crecimiento alcanzando valores de 8,59 log ufc/ml a los
12 d. La combinacion sistema LP-reuterina mostr6 un efecto inhibitorio sinérgico a
partir del quinto dia de refrigeracion con diferencias respecto del control de 8,24
unidades logaritmicas a los 5 d. Y. enterocolitica no se detecté en leche con el
tratamiento sistema LP-reuterina a partir de los 7 d.

Tabla 47. Supervivencia de Y. enterocolitica (log ufc/ml) en leche con nisina (N), reuterina (R)
y sistema LP (LP) a 8°C

0h 8h 24 h 3d 5d 7d 12d
Control 3,49 352° 4,66 ° 7,47° 8,39 ¢ 9,10 ¢ 9,38 ¢
N 3,51° 4,68° 7,45° 8,50 ¢ 9,04¢ 9,21¢
R 3,44 " 3,43° 3,292 3,27° 3,15°" 2,68°"
LP 3.27° 3,28% 3,75° 5,93 ¢ 7,72° 8,59 °
R+N 347° 3,42° 3,30° 3,21° 3,11° 2,69°
LP+R 3,28 3,19° 3,182 0,15° 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice no difieren significativamente (P < 0,01)
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3.3. TRATAMIENTOS INHIBITORIOS COMBINADOS EN CUAJADA

Las cuajadas pueden suponer un riesgo microbioldgico para el consumidor debido a la
potencial contaminacién postpasterizacion de la leche y posterior desarrollo de los
patdgenos en el producto.

3.3.1. REUTERINAY SISTEMA LP

Los tratamientos combinados que dieron lugar a resultados méas satisfactorios en los
ensayos de inhibicidn en leche se aplicaron en cuajadas elaboradas a partir de leche
inoculada con las bacterias patdgenas, reduciendo la cantidad de reuterina en funcién de
ensayos previos.

Se ha estudiado el efecto inhibitorio de la combinacion de reuterina y sistema LP frente
a bacterias patdgenas Gram-negativas en cuajadas refrigeradas a 10°C elaboradas seguln
se especifica en el apartado 2.4.4.

3.3.1.1. Efecto frente a E. coli O157:H7

Los niveles de E. coli O157:H7 resultaron significativamente (P < 0,001) influidos por
la aplicacion de los distintos tratamientos y el tiempo de refrigeracion (Tabla 48).

El patdgeno, con un recuento en la leche inoculada de 3,63 log ufc/ml, alcanz6 en la
cuajada control un valor maximo de 8,59 log ufc/ml a los 6 d y de 8,01 log ufc/ml al
final de la refrigeracion.

La adicion de 2 UR/ml de reuterina a la leche no afect6 al crecimiento de E. coli
O157:H7. La aplicacion del sistema LP retrasé el crecimiento del microorganismo
patdgeno en la cuajada, observandose unas diferencias respecto del control de 1,88, 1,13
y 1,06 unidades logaritmicas, a los 3d, 6 d y 9 d, respectivamente. Sin embargo, al final
de la refrigeracion no se observaron diferencias con la cuajada control.

La combinacion sistema LP-reuterina mostro un efecto bactericida sinérgico frente a E.
coli O157:H7, que no se detectd en el producto durante todo el periodo de refrigeracion.

La leche cruda es la principal fuente de E. coli O157:H7 en las plantas de procesado de
leche y productos lacteos, y aunque este microorganismo es sensible a los tratamientos
térmicos, existe el riesgo de contaminaciones postpasterizacion de la leche a través de
los equipos o del personal de la planta (Bastian y Siveld, 2000). La aplicacion de la
combinacidn sistema LP-reuterina permitiria disponer de un sistema de seguridad ante
la posible presencia de este microorganismo en cuajada.
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Tabla 48. Supervivencia de E. coli O157:H7 (log ufc/ml) en cuajadas refrigeradas a 10°C
elaboradas con leche con reuterina (R) y sistema LP (LP)

Oh 3d 6d 9d 12d
Control 3,63 6,48 8,59 ¢ 7,97°¢ 8,01°"
R 6,48 ¢ 8,40 ¢ 7,25° 8,06°"
LP 4,60° 7,46° 6,91° 8,10°
LP + R 0 a O a 0 a 0 a

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

El pH de la cuajada resultd significativamente (P < 0,001) influido por la aplicacién de
los distintos tratamientos y el tiempo de refrigeracion. La reduccion del pH observada
en la cuajada control a lo largo de la refrigeracion, podria atribuirse al crecimiento de E.
coli O157:H7, ya que las cuajadas con niveles mas bajos del patdégeno presentaron unos
valores de pH superiores (Tabla 49).

Tabla 49. Valores de pH en cuajadas con E. coli O157:H7 refrigeradas a 10°C y elaboradas con
leche con reuterina (R) y sistema LP (LP)

Leche 3d 6d 9d 12d
Control 6,63 6,17 ° 5,85 2 5,56 ° 5,44 °
R 6,59 " 6,27 " 5,84 ° 5,612
LP 6,60° 6,46 ™ 5,97 5,70
LP+R 6,57 ° 6,59 ° 6,45 © 6,31°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

En todas las muestras se observaron valores de a, superiores a 0,989 (datos no
mostrados), por lo que este factor no se puede considerar limitante para el crecimiento
de E. coli O157:H7 en la cuajada.

3.3.1.2. Efecto frente a Sal. choleraesuis

Se comprobd la influencia significativa (P < 0,001) del tratamiento y el tiempo de
refrigeracion sobre los niveles de Sal. choleraesuis en cuajada (Tabla 50).

Sal. choleraesuis se inocul6 en la leche a una concentracion de aproximadamente 4
unidades logaritmicas por ml y alcanzé en la cuajada control niveles superiores a 7 log
ufc/ml desde el sexto dia de refrigeracion a 10°C. Roundy (1967) ya describi6 la
capacidad de Salmonella para crecer a esta temperatura.

En la cuajada con reuterina (2 UR/ml) se observé un retraso en el crecimiento de Sal.
choleraesuis. En la cuajada con el sistema LP se comprob6 un potente efecto bactericida
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que dio lugar a valores de Sal. choleraesuis inferiores a 0,70 log ufc/ml hasta los 9 d. A
los 12 d se observd una ligera recuperacion del microorganismo, que presento niveles de
1,01 log ufc/ml. Con la combinacion LP-reuterina no se detectd el patogeno desde los 3
d. La inhibicion se confirmé a los 12 d con resultado negativo en muestras de 25 g de
cuajada.

El tratamiento combinado sistema LP-reuterina representaria un nuevo sistema protector
muy efectivo frente a una potencial contaminacion de la cuajada por Salmonella.

Tabla 50. Supervivencia de Sal. choleraesuis (log ufc/ml) en cuajadas refrigeradas a 10°C
elaboradas con leche con reuterina (R) y sistema LP (LP)

Oh 3d 6d 9d 12d
Control 3,95 6,27 ¢ 7,15° 7,82° 7,56°
R 4,67° 592° 6,53 " 6,92 °
LP 0,242 0,69° 0,672 1,012
LP +R 0° 0° 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

El pH de la cuajada resultd significativamente (P < 0,001) influido por la aplicacién de
los distintos tratamientos y el tiempo de refrigeracion (Tabla 51). Las cuajadas con el
sistema LP-reuterina presentaron los valores de pH mas elevados, lo que coincide con
los niveles mas bajos de Sal. choleraesuis. A los 12 d, el pH mas bajo (5,79) se observd
en la cuajada control, que presento a su vez los niveles més altos del patdgeno (7,56 log
ufc/ml).

Tabla 51. Valores de pH en cuajadas con Sal. choleraesuis refrigeradas a 10°C y elaboradas con
leche con reuterina (R) y sistema LP (LP)

Leche 3d 6d 9d 12d
Control 6,63 6,59 2 6,332 6,012 579°¢
R 6,632 6,46 " 6,152 5,90 ®
LP 6,632 6,57 ¢ 6,352 6,12 %
LP+R 6,61° 6,57 ¢ 6,40 6,29 ¢

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

En ninguna de las cuajadas examinadas se observaron valores de a,, inhibitorios para el
crecimiento de Sal. choleraesuis, ya que en todos los casos fueron superiores a 0,989 y
la a,, minima para el crecimiento de Salmonella es de 0,94-0,95 (Christian, 1955).

3.3.1.3. Efecto frente A. hydrophila y Y. enterocolitica
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Los niveles de A. hydrophila resultaron significativamente (P < 0,001) influidos por la
aplicacion de los distintos tratamientos inhibitorios y el tiempo de refrigeracion (Tabla
52).

El contenido en A. hydrophila de la leche inoculada fue 3,88 log ufc/ml y alcanz6 8,36
log ufc/ml en la cuajada control al final de la refrigeracion a 10°C.

Unicamente a los 9 y 12 d, se observaron en la cuajada con reuterina (0,5 UR/ml)
niveles de A. hydrophila significativamente (P < 0,01) inferiores a los de la cuajada
control. Sin embargo, el sistema LP redujo a los 3 d en 0,81 unidades logaritmicas los
niveles iniciales del patdgeno, dando lugar a diferencias de 4,76 unidades logaritmicas
respecto del control. Posteriormente, el sistema LP actud de forma bacteriostatica, con
diferencias en los recuentos del patdégeno de 5,26 unidades logaritmicas respecto del
control a los 12 d.

La aplicacion del tratamiento combinado sistema LP-reuterina mostré un efecto
inhibitorio sinérgico. A. hydrophila no se detect6 en estas cuajadas préacticamente desde
el inicio de la refrigeracion.

Tabla 52. Supervivencia de A. hydrophila (log ufc/ml) en cuajadas refrigeradas a 10°C y
elaboradas con leche con reuterina (R) y sistema LP (LP)

Oh 3d 6d 9d 12d
Control 3,88 7,83°¢ 8,02°¢ 7,79 ¢ 8,36 ¢
R 7,13°¢ 7,62°¢ 7,16°¢ 7,78°¢
LP 3,07° 2,88° 281" 3,10°
LP+R 0°? 0,24°? 0°? 0@

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Los niveles de Y. enterocolitica se vieron significativamente (P < 0,001) afectados por
la aplicacion de los distintos tratamientos inhibitorios y el tiempo de refrigeracion. Y.
enterocolitica se desarrollo rapidamente en la cuajada control y alcanzo niveles de 8,34
log ufc/ml a los 3 d. Durante el resto de la refrigeracion, el patdgeno aumentd sus
niveles 0,71 unidades logaritmicas (Tabla 53).

La adicion de reuterina (0,5 UR/ml) a la cuajada no inhibio Y. enterocolitica. El sistema
LP produjo un retraso en el crecimiento del microorganismo que a partir de los 6 d se
comporté como en la cuajada control.

Sin embargo, en la leche con la combinacién sistema LP-reuterina, se observaron
diferencias en los niveles de Y. enterocolitica de 6,76 y 7,30 unidades logaritmicas con
respecto de la cuajada control a los 3 d y 6 d. Posteriormente, el microorganismo
reanudo el crecimiento hasta alcanzar niveles de 8,12 log ufc/ml a los 12 d de
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refrigeracion. Esta combinacion mostré un efecto inhibitorio sinérgico frente a Y.
enterocolitica durante todo el periodo de refrigeracion que fue insuficiente para
controlar el crecimiento del patégeno.

Tabla 53. Supervivencia de Y. enterocolitica (log ufc/ml) en cuajadas refrigeradas a 10°C y
elaboradas con leche con reuterina (R) y sistema LP (LP)

Oh 3d 6d 9d 12d
Control 3,57 8,34°¢ 8,91° 8,76 ¢ 9,05°"
R 8,42°¢ 8,99° 7.34° 8,87°"
LP 420" 7,35° 8,71°¢ 8,60
LP +R 1582 1,612 5,082 8,122

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

El pH de la cuajada resultd significativamente (P < 0,001) influido por el tiempo de
refrigeracion (Tabla 54). En todos los casos, los valores de pH fueron superiores a 6,3,
por lo que no representarian un factor limitante para el crecimiento de los
microorganismos patogenos estudiados.

Tabla 54. Valores de pH en cuajadas con A. hydrophila y Y. enterocolitica refrigeradas a 10°C
y elaboradas con leche con reuterina (R) y sistema LP (LP)

Leche 3d 6d 9d 12d
Control 6,64 6,47 2 6,56 2 6,54 2 6,31°
R 6,54 " 6,532 6,55 2 6,322
LP 6,67 ¢ 6,47 2 6,55 2 6,42 °
LP+R 6,65 ¢ 6,532 6,56 % 6,44 %

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Los valores de a, fueron en todos los casos superiores a 0,989 por lo que este factor no
se puede considerar limitante para el crecimiento de A. hydrophila y Y. enterocolitica.
Segun Christian (1980), estas bacterias necesitan unos valores minimos de a,, de 0,95
para su crecimiento.
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3.3.2. NISINA, REUTERINAY SISTEMA LP

Se ha estudiado el efecto inhibitorio de la combinacidn de nisina, reuterina y sistema LP
sobre bacterias patdgenas Gram-positivas en cuajadas refrigeradas a 10°C elaboradas
segun lo indicado en el apartado 2.4.4.

3.3.2.1. Efecto frente L. monocytogenes

Los niveles de L. monocytogenes resultaron significativamente (P < 0,001) influidos por
la aplicacion de los distintos tratamientos y el tiempo de refrigeracion (Tabla 55).

El recuento de L. monocytogenes en leche inoculada fue de 3,82 log ufc/ml. El patégeno
alcanzo en la cuajada control un valor de 8,31 log ufc/ml a los 3 d y de 8,53 log ufc/ml a
los 12 d.

La reuterina no afectd al comportamiento de L. monocytogenes en cuajada. Con nisina,
se observaron a los 12 d diferencias en los niveles del patdogeno de 0,48 unidades
logaritmicas respecto del control, mientras que esta diferencia fue de 0,63 unidades
logaritmicas con reuterina-nisina. Esta combinacion no mostré el efecto sinergico
observado en leche refrigerada, aunque en leche se adicionaron 8 UR/ml y en cuajada se
redujo a 2 UR/ml. La sensibilidad del patdgeno al tratamiento podria variar en funcion
de la cantidad de reuterina empleada.

Tabla 55. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/ml) en cuajadas refrigeradas a 10°C
elaboradas con leche con reuterina (R), nisina (N) y sistema LP (LP)

Oh 3d 6d 9d 12d
Control 3,82 8,31° 8,77°¢ 8,81°" 8,531
N 5,77 ¢ 8,05 ¢ 8,30° 8,05
R 8,23° 8,56 ¢ 8,34 " 8,55 ¢
R+N 4,62 6,79 ° 8,20°" 7,90°
LP 4,19 7,92¢ 8,37° 8,47 ¢
LP+R 3,06 " 5,69 " 7,96 °" 8,27
LP +N 0,352 0,242 0,83° 0@
LP+R+N 0° 0,30° 0°? 0,20°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Con el sistema LP o con la combinacion sistema LP-reuterina, solo se detectaron
diferencias frente a la cuajada control hasta los 6 d. La combinacion sistema LP-nisina
fue la mas efectiva, con diferencias de aproximadamente 8 unidades logaritmicas
respecto del control durante todo el periodo de refrigeracion. El tratamiento triple no
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incremento significativamente el efecto inhibitorio observado con el sistema LP-
reuterina.

En cuajadas elaboradas de forma tradicional a partir de leche cruda se ha descrito la
presencia de L. monocytogenes a niveles superiores a 4 log ufc/g (Marco et al. 2002).
Nuestros resultados mostraron que con la combinacion sistema LP-nisina se consigue
una reduccion eficaz de la poblacion de L. monocytogenes en este producto refrigerado
deficientemente a 10°C, y en el que puede tener lugar una rapida proliferacion de L.
monocytogenes.

3.3.2.2. Efecto frente a S. aureus

Los niveles de S. aureus se vieron significativamente (P < 0,001) influidos por la
aplicacion de los distintos tratamientos y el tiempo de refrigeracion (Tabla 56).

A los 12 d, se registraron valores de S. aureus de 7,70 log ufc/ml en la cuajada control.
La aplicacion individual de los agentes inhibidores no afecto al crecimiento de este
patogeno en la cuajada.

Durante los 3 primeros dias los niveles del patdgeno no aumentaron con las
combinaciones reuterina-nisina y sistema LP-reuterina. Con LP-nisina y LP-reuterina-
nisina se detect6 una reduccion de 0,58 y 0,74 unidades logaritmicas respecto a las 0 h.
Después de 12 d a 10°C, todas las cuajadas con excepcion de la tratada con la
combinacion triple, presentaron niveles de S. aureus superiores a 6 log ufc/ml. Con la
combinacion LP-reuterina-nisina los recuentos de S. aureus fueron de 2,61 log ufc/ml a
los 12 d.

Tabla 56. Supervivencia de S. aureus (log ufc/ml) en cuajadas refrigeradas a 10°C elaboradas
con leche con reuterina (R), nisina (N) y sistema LP (LP)

Oh 3d 6d 9d 12d
Control 3,77 6,40 ° 7,44°¢ 8,04° 7,70°
N 5,12 % 5,60 °¢ 6,68 > 6,48 °
R 5,49 @ 7,44°¢ 7,61°% 7,17°
R+N 3,87 % 6,09 ™ 717" 7,06°"
LP 5,38 & 7,06 7,81° 7,52°
LP+R 3,70® 5,24 @° 6,32 6,11°
LP+N 3,19° 4,43% 5,36 " 6,26 "
LP+R+N 3,03° 331° 2,76 ¢ 2,61°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
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S. aureus puede crecer rapidamente y producir enterotoxinas a partir 10°C (Otero et al.,
1988), especialmente en alimentos con elevada a,, y ricos en proteinas como puede ser
la cuajada.

Segun nuestros resultados, el tratamiento combinado sistema LP-reuterina-nisina mostro
un efecto inhibitorio sinérgico frente a S. aureus en cuajadas insuficientemente
refrigeradas, manteniendo al patdgeno a niveles inferiores a los considerados de riesgo
para el consumidor.

El pH de la cuajada result6 significativamente (P < 0,001) influido por la aplicacion de
los distintos tratamientos y el tiempo de refrigeracion (Tabla 57). Hasta los 9 d, todas
las cuajadas presentaron valores de pH superiores a 6. A los 12 d no se detectaron
diferencias significativas entre el pH de la cuajada control y el pH de las cuajadas con
los distintos tratamientos.

Tabla 57. Valores de pH en cuajadas con patégenos Gram-positivos refrigeradas a 10°C y
elaboradas con leche con reuterina (R), nisina (N) y sistema LP (LP)

Leche 3d 6d 9d 12d
Control 6,67 6,50 ® 6,40 2 6,002 6,00 °
N 6,55 6,53 6,51°" 6,45 "
R 6,49 ° 6,39 ° 6,20 % 5,93
R+N 6,53° 6,58 " 6,42 % 6,36 ™
LP 6,55 ° 6,51°" 6,12 5,61°
LP +R 6,54 ° 6,59 " 6,21 5,93 %
LP+N 6,56 ° 6,61 6,51° 6,54 ¢
LP+R+N 6,55 ° 6,61 6,53 " 6,47 °

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Los valores de a,, fueron en todos los casos superiores a 0,989.
3.3.2.3. Actividad nisina en cuajada

En todas las cuajadas con nisina aplicada individualmente o en combinacién con otros
tratamientos, se detect6 actividad inhibitoria determinada por la formacién de halos de
inhibicidn frente a C. tyrobutyricum. Esta actividad fue positiva durante todo el periodo
de refrigeracion (Tabla 58).
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Tabla 58. Actividad nisina* en cuajadas inoculadas con patdégenos Gram-positivos y elaboradas
con leche con reuterina (R), nisina (N) y sistema LP (LP)

3d 6d 9d 12d
N 18,1 17,5 18,1 18,0
R+N 18,0 17,9 16,8 16,8
LP+N 17,2 17,9 17,5 17,8
LP+R+N 16,9 17,8 16,6 16,5

*Expresada como diametro en mm del halo de inhibicion frente a C. tyrobutyricum

3.3.2.4. Reuterina residual en cuajada

Mediante la prueba colorimétrica de Circle et al. (1945) se puso de manifiesto
visualmente una disminucion del color a lo largo de la refrigeracion en los extractos
obtenidos de todas las cuajadas. Sin embargo, las medidas de absorbancia resultaron
muy variables debido posiblemente a interferencias con componentes de la cuajada. No
obstante, las medias por dia de los valores de absorbancia obtenidos entre todas las
cuajadas tratadas con 2 UR/ml y 0,5 UR/ml mostraron una tendencia a la reduccion a lo
largo de la refrigeracion acorde con la disminucion de color observada visualmente
(Tabla 59), que se corresponderia con un descenso de la cantidad de reuterina en la
cuajada al aumentar el tiempo de almacenamiento.

Tabla 59. Determinacién de reuterina (valores medios de absorbacia a 490 nm) en cuajadas
refrigeradas 10°C elaboradas con leche con reuterina individualmente o en combinacién con
otros tratamientos

3d 6d 9d 12d
Cuajadas con
2 UR/m 0,29 0,26 0,24 0,21
Cuajad
0 gaf?R?rsnlcon 0,17 0,16 0,03 0,01
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3.4. TRATAMIENTOS INHIBITORIOS COMBINADOS EN QUESO
3.4.1. BACTERIAS LACTICAS PRODUCTORAS DE BACTERIOCINAS

Se ha estudiado el efecto de la adicion de diferentes bacterias lacticas productoras de
bacteriocinas como adjuntos al fermento comercial, sobre la supervivencia de L.
monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7 y B. cereus, durante la elaboracion y
maduracion de queso tipo Hispanico fabricado a partir de leche cruda de vaca.

La elaboracion y maduracion de los quesos se realizd segun el protocolo descrito en el
apartado 2.4.4.

3.4.1.1 Efecto frente a L. monocytogenes

Los niveles de L. monocytogenes resultaron significativamente (P < 0,001) influidos por
el cultivo bacteriocinogénico adicionado y el tiempo de maduracion (Tabla 60).

L. monocytogenes alcanzé a las 6 h un nivel de 6,47 log ufc/g. Entre las 6 h'y los 60 d se
comprobo un descenso de 1,69 unidades logaritmicas.

En estudios previos con la misma cepa de L. monocytogenes (Scott A), Nufiez et al.
(1997) observaron un comportamiento semejante durante la maduracion de queso
Manchego elaborado con un fermento comercial. La supervivencia de L. monocytogenes
durante la elaboracion y maduracién de quesos de similares caracteristicas ha sido
descrita en queso Cheddar (Ryser and Marth, 1987) y quesos esparioles de pasta semi-
dura (Dominguez et al., 1987; Rodriguez et al., 2001).

La mayor inhibicién de L. monocytogenes se comprob6 en los quesos elaborados con el
productor de enterocina AS-48, con recuentos 2,83 unidades logaritmicas inferiores a
los del queso control a los 60 d de maduracion. Nufiez et al. (1997) observaron en queso
Manchego de 60 d elaborado con el productor de enterocina AS-48 como adjunto al
fermento comercial, niveles de L. monocytogenes Scott A 1,18 unidades logaritmicas
inferiores a los del queso fabricado Unicamente con el fermento comercial.

A los 60 d, los quesos con los productores de lacticina 481, bacteriocina TAB 7 6
bacteriocina TAB 57 presentaron diferencias en los niveles del patdgeno de mas de una
unidad logaritmica respecto del queso control, mientras que con los productores de
nisina A o nisina Z éstas diferencias fueron de 0,63 y 0,57 unidades logaritmicas,
respectivamente. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en los
recuentos de L. monocytogenes respecto del control con el productor de enterocina I.

Rodriguez et al. (2001) observaron en queso de pasta prensada de 60 d de maduracion,
elaborado con lactococos productores de nisina o lacticina 481, recuentos de L.
monocytogenes Ohio 2,41 y 2,56 unidades logaritmicas inferiores a los del queso
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elaborado con fermento comercial, respectivamente. En quesos elaborados con un
productor de enterocina AS-48 no se detecto L. monocytogenes durante la elaboracion y
maduracion del queso. Las diferencias observadas entre estos resultados y los
observados en el presente trabajo podrian atribuirse a la distinta sensibilidad entre las
cepas Ohio y Scott A, la carga inicial del patdgeno, asi como a diferencias en el pH que
pudiesen afectar a la actividad inhibitoria de las bacteriocinas (Nufiez et al., 1997).

La adicion de bacteriocinas activas frente a L. monocytogenes o de los cultivos
productores ha sido también estudiada en queso Cottage (McAuliffe et al. (1999),
Camembert (Maisnier-Patin et al., 1992; Wan et al., 1997b), Ricotta (Davies et al.,
1997) o Taleggio (Giraffa y Carminati, 1997). ElI empleo de bacterias lacticas
productoras de bacteriocinas ha dado lugar a resultados distintos en funcién de las
condiciones de fabricacion y almacenamiento del queso. La produccion de bacteriocina
por los cultivos productores y su actividad inhibitoria dependen de una serie de factores
como temperatura, caracteristicas fisicoquimicas o composicién del alimento (Biswas et
al., 1991; Parente y Hill, 1992b,c; Ganzle et al., 1999).

Tabla 60. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/g) durante la fabricacion y maduracion
de quesos elaborados con distintos fermentos

Bacteriocina Oh 6 h 2d 15d 30d 60d
Control - 514  647° 625° 6,05° 569° 4,78°
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 629 6,15% 593 573° 355°
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 624 6137 609Y 563° 421°
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 6,32 ab 5,982 5,67 be 5,10 b 4,15°
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 6,24® 6,15% 568 562° 361°
Ec. faecium TAB 7 TAB7 6,07% 6,15% 6,08% 581° 361"
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 6,29 ab 6,212 5,52 ab 567°¢ 4,82 d
Ec. faecalis INIJA4  Enterocina AS-48 6,31 624% 528% 277* 195°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

3.4.1.2. Inhibicién de S. aureus

El andlisis de varianza reveld la influencia significativa (P < 0,001) del cultivo
bacteriocinogénico adicionado y del tiempo de maduracion sobre los niveles de S.
aureus (Tabla 61).

Los niveles més altos del patdgeno se alcanzaron a las 6 h en el queso control, con 6,68
log ufc/g. En los quesos con bacteriocinas se observaron diferencias respecto del control
de tan solo 0,10-0,28 unidades logaritmicas.
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A los 30 d, los quesos elaborados con el productor de bacteriocina TAB 57 y el
productor de enterocina | presentaron los niveles mas bajos de S. aureus, con
diferencias de 0,46 y 0,36 unidades logaritmicas respecto al queso control. Sin embargo,
los quesos adicionados con Lc. lactis TAB 24, Lc. lactis TAB 26, Lc. lactis TAB 50 6
Ec. faecium TAB 7 mostraron valores de S. aureus superiores a los del queso control.

Entre los 30 d y los 60 d se produjo un incremento en los niveles de S. aureus en el
queso control, que alcanz6 un valor de 5,60 log ufc/g al final de la maduracion. En los
quesos con los productores de nisina TAB 26 y TAB 50, los niveles del patdgeno
resultaron 0,61 y 0,38 unidades logaritmicas superiores a los del control a los 60 d de
maduracion. El resto de quesos presentaron niveles del patdgeno inferiores a los del
quesos control. Las mayores diferencias se detectaron con Lc. lactis TAB 57, Ec.
faecalis TAB 52 y Ec. faecalis INIA 4, con valores de 1,46, 1,36 y 1,45 unidades
logaritmicas inferiores a los del queso control, respectivamente.

Gaya et al. (1988) elaboraron queso Manchego con y sin fermento a partir de leche
cruda inoculada con S. aureus. Los niveles de este microorganismo alcanzaron en el
queso control 5,84 log ufc/g a las 24 h, y disminuyeron hasta 4,45 log ufc/g a los 60 d
de maduracién, mientras que los quesos que contenian Lc. lactis INIA 12 presentaron
recuentos de 5,61 y 3,69 log ufc/g a las 24 h 'y 60 d de maduracién, respectivamente.
Los niveles mas bajos de S. aureus observados en los quesos con fermento no fueron
exclusivamente atribuidos al descenso del pH de los quesos.

Abdalla et al. (1993) observaron la inhibicion total de S. aureus en queso en salmuera
elaborado con leche pasterizada adicionada con un cultivo iniciador al 1%. Sin
embargo, la adicion de 25 pg/ml de nisina no produjo ningun efecto inhibitorio despues
de 60 d a 4°C.

En queso de pasta prensada elaborado a partir de leche cruda e inoculado con un
productor de nisina, se observaron diferencias en los recuentos de S. aureus de 0,82
unidades logaritmicas respecto del queso con fermento comercial, después de 30 d de
maduracion a 12°C. Sin embargo, a los 60 d no se detectaron diferencias entre ambos
quesos (Rodriguez et al., 2000). En el presente trabajo se obtuvieron resultados
similares.
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Tabla 61. Supervivencia de S. aureus (log ufc/g) durante la fabricacion y maduracion de quesos
elaborados con distintos fermentos

Bacteriocina 0h 6h 2d 15d 30d 60d
Control 532 668" 646° 6,34° 537° 560°
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 648% 621% 599° 591¢ 535°
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 653* 642° 609° 613% 6,21°
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 649%® 627 611* 592¢ 508°
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 656 631" 621® 491* 414°
Ec. faecium TAB 7 TAB7 658% 6,35% 621° 6169 549°
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 6,40 ° 625 6,002 501% 4242
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 6,442 6,26 ab 6,21 ab 5,19 be 4152

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

3.4.1.3. Bacterias totales

La poblacién de bacterias totales no se puede considerar influida por la adicion de los
diferentes cultivos bacteriocinogénicos, ya que se mantuvo en niveles muy elevados
durante toda la maduracion del queso. Los recuentos mas altos se obtuvieron entre los 2
dy los 30 d, con valores superiores a 9,5 log ufc/g. A los 60 d, se detecté un descenso
en los niveles de bacterias totales en todos los quesos de entre 0,20 y 0,72 unidades
logaritmicas respecto de los observados a los 30 d (Tabla 62).

Tabla 62. Bacterias totales (log ufc/g) durante la fabricacion y maduracion de quesos
elaborados con distintos fermentos y L. monocytogenes/S. aureus

Bacteriocina Oh 6h 2d 15d 30d 60d
Control 5,22 9,01 9,73 9,63 9,64 9,34
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 9,33 9,65 9,59 9,53 9,15
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 9,26 9,69 9,63 9,73 9,01
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 911 9,67 9,59 9,72 9,30
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 9,24 9,70 9,65 9,69 9,29
Ec. faecium TAB 7 TAB 7 9,15 9,62 9,64 9,70 9,46
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 9,03 9,64 9,50 9,56 9,36
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 8,79 9,68 9,70 9,71 9,19
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3.4.1.4.pHya,

El pH del queso resultd influido significativamente (P < 0,001) por el cultivo
bacteriocinogénico adicionado y por el tiempo de maduracion (Tabla 63).

En queso control los valores de pH fueron mas bajos (P < 0,01) desde los 15 d y hasta el
final de la maduracion en comparacion con el resto de los quesos.

A los 30 d, el pH del queso control present6 un valor de 4,75, que coincidi6 con el nivel
mas bajo de S. aureus.

Tabla 63. Valores de pH durante la fabricacion y maduracion de quesos elaborados con
distintos fermentos y L. monocytogenes/S. aureus

Leche 6h 1d 2d 15d 30d 60d
Control 6,80 6,15° 514° 531°  494®  475%®  506°
Lc. lactis TAB 24 6,07 529° 542° 524® 5159  529°
Lc. lactis TAB 26 611% 533° 536 515° 511% 533"
Lc. lactis TAB 50 6,062 528" 528%* 520" 503" 531°
Lc. lactis TAB 57 6,16° 526 532°  521° 497"  524°
Ec. faecium TAB 7 6,16 522%® 533® 519° 5139 533"
Ec. faecalis TAB 52 6,18 530 534% 525° 500° 530°
Ec. faecalis INIA 4 623" 530" 530° 519° 500" 532°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Los valores minimos de a,, para el crecimiento de L. monocytogenes y S. aureus son de
0,94 y 0,85, respectivamente. Ademas, la produccion de enterotoxinas por S. aureus
tiene lugar a valores superiores a 0,93 (Farkas, 1997). Los valores de a,, observados en
los quesos son todos superiores a 0,970 (datos no mostrados) y, por tanto, no resultarian
inhibitorios para ninguno de estos dos microorganismos ni impedirian la produccién de
enterotoxinas a S. aureus.

3.4.1.5. Actividad bacteriocina

Se observo actividad bacteriocina en todos los quesos elaborados con los aislamientos
productores durante el periodo de maduracion estudiado, lo que indica que los cultivos
bacteriocinogénicos fueron capaces de crecer en competicion con la flora nativa de la
leche durante la fabricacion y maduracion del queso (Tabla 64). Por otra parte, no se
observaron halos de inhibicion en el queso control.

Tradicionalmente los lactococos productores de nisina se han considerado inapropiados
como cultivos iniciadores en la fabricacion de queso (Roberts et al., 1992). Sin
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embargo, algunos autores han aislado de queso y leche cepas productoras de nisina con
caracteristicas tecnologicas adecuadas (Martinez et al., 1995; Rodriguez et al., 1998).

Por otro lado, Rodriguez et al. (2001) observaron actividad inhibitoria de las
bacteriocinas nisina, lacticina 481 y enterocina AS-48 durante todo el periodo de
maduracion en queso de pasta prensada elaborado con leche cruda de vaca. Ademas
verificaron la presencia de las bacterias productoras de bacteriocinas a los 60 d
detectando su gen estructural mediante la técnica de hibridacion en colonia.

Tabla 64. Actividad de las bacteriocinas* durante la maduracién de queso tipo Hispanico
elaborado con distintos fermentos y L. monocytogenes/S. aureus

Bacteriocina 2d 15d 30d 60d
Control - Sin halo Sin halo Sin halo Sin halo
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 9,4 9,9 8,0 7,9
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 10,0 13,0 8,5 73
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 18,4 14,3 21,8 20,5
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 9,6 11,5 8,6 9,0
Ec. faecium TAB 7 TAB 7 6,0 55 6,0 55
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 12,5 12,5 10,8 11,0
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 6,5 55 6,50 5,0

*Expresada como didmetro en mm del halo de inhibicién frente a C. tyrobutyricum NZ8

3.4.1.6. Efecto frente a E. coli O157:H7

Los niveles de E. coli O157:H7 se mostraron significativamente (P < 0,001) influidos
por el cultivo bacteriocinogénico adicionado y el tiempo de maduracion (Tabla 65).

En el queso control los niveles del patdgeno aumentaron durante el periodo de
fabricacion, alcanzando a las 6 h un valor de 6,74 log ufc/g. Posteriormente, se observd
un descenso de la poblacion del microorganismo a lo largo de maduracion hasta 2,36
log ufc/g a los 60 d.

Alos 2 dy 15 d, los niveles mas bajos del patdgeno se obtuvieron en los quesos con el
productor de lacticina 481, que mostré diferencias de 0,86 y 1,8 unidades logaritmicas
con el queso control, respectivamente.

A los 30 d, el queso control presentd niveles de E. coli de 4,51 log ufc/g, mientras que
en los quesos elaborados con los productores de las bacteriocinas lacticina 481, nisina
Z, TAB 7, enterocina | y enterocina AS-48 estos fueron entre 0,56 y 0,96 unidades
logaritmicas inferiores a los del queso control. Entre los 15 d y los 30 d, el mayor
descenso del patdgeno se observé en el queso con Lc. lactis TAB 26.
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E. coli O157:H7 fue capaz de sobrevivir en el queso control hasta el final de la
maduracion, con recuentos de 2,36 log ufc/g. En el resto de quesos los niveles de
patogeno fueron similares o superiores al control, excepto en el queso con Lc. lactis
TAB 26, que presento valores 0,70 unidades logaritmicas inferiores.

La diferencia observada con el productor de nisina Z podria deberse a una
sensibilizacion por é&cidos organicos, de acuerdo con el efecto observado por
Kalchayanand et al. (1992) con nisina o pediocina. Este efecto se atribuye a la
permeabilizacion de la capa externa de lipopolisacaridos de los microorganismos Gram
negativos (Alakomi et al., 2000). Los quesos elaborados con L. lactis TAB 26
presentaron el valor de pH mas bajo a los 30 d de la maduracion (Tabla 68).

Sin embargo, la resistencia de E. coli O157:H7 a valores de pH bajos ha sido puesta de
manifiesto por diversos autores. E. coli O157:H7 sobrevivié en yogur inoculado a 10’
ufc/ml entre 5y 17 dias, dependiendo de la temperatura de refrigeracién (4°C u 8°C) y
el pH del yogur (entre 4,17 y 4,47) (Hudson et al., 1997). En otro estudio, E. coli
0157:H7 inoculado a 10% ufc/ml sobrevivié durante la fabricacién y almacenamiento de
yogur tradicional y yogur con bifidobacterias durante 7 d a 4°C, con un pH minimo de
4,5 (Massa et al., 1997).

Por otra parte, se han descrito distintos comportamientos de E. coli O157:H7 en funcién
de las caracteristicas particulares de cada tipo de queso. Arocha et al. (1992) observaron
un incremento de 2 unidades logaritmicas en los niveles de E. coli O157:H7 durante la
fabricaciéon de queso Cottage en presencia de bacterias lacticas. Después de la fase de
calentamiento a 57°C ya no se pudo detectar el patdgeno.

En quesos Colby, Romano y Feta, E. coli O157:H7 sobrevivi6 durante la fabricacion y
posterior maduracion durante 27 d, 30 d y 27 d, respectivamente. En queso Colby (pH
4,6) se produjo una disminucién gradual del patégeno, mientras que en queso Romano
(pH 5,2) y Feta (pH 4,8) se observé una rapida disminucion del patdgeno después de la
salida de salmuera (Hudson et al., 1997).

Por otro lado, Reitsma y Henning (1996) observaron una disminucion de 2 unidades
logaritmicas en los recuentos de E. coli O157:H7 después de 60 d de maduracion en
queso Cheddar inoculado con 10° ufc/ml del patégeno. A los 158 d todavia detectaron la
presencia de E. coli O157:H7 en el queso.

En quesos Feta y Camembert elaborados con leche cruda, leche pasterizada y leche
cruda inoculada con un productor de nisina, los recuentos de E. coli O157:H7
aumentaron respecto de los niveles iniciales (10* ufc/ml) en todos los casos después de
75 dy 65 d, respectivamente (Ramsaran et al., 1998)

118



Resultados y Discusion

Tabla 65. Supervivencia de E. coli 0157:H7 (log ufc/g) durante la faricacién y maduracién de
quesos elaborados con distintos fermentos

Bacteriocina 0h 6h 2d 15d 30d 60d
Control - 444 674 5679 5459 451° 236"
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 6,76 481% 3652 371* 2,78°
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 6,89° 542" 480° 355% 166°
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 6,16° 552 472° 460° 295%
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 6,45% 523" 469° 436° 325°
Ec. faecium TAB 7 TAB7 6,81% 523" 447° 375® 205°
Ec. faecalis TAB52  Enterocina | 6,20 540" 411° 395" 326°
Ec. faecalis INIA 4  Enterocina AS-48 6,51°¢ 515° 457¢ 367%® 284°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

3.4.1.7. Efecto frente a B. cereus

Los niveles de B. cereus resultaron influidos significativamente (P < 0,001) por el
cultivo bacteriocinogénico adicionado y el tiempo de maduracién (Tabla 66).

A las 6 h de fabricacion, B. cereus alcanzé niveles de 6,49 log ufc/g en el queso control.
En este tiempo, los niveles mas bajos del patdgeno se observaron en los quesos con Lc.
lactis TAB 50, Lc. lactis TAB 57, Ec. faecalis TAB 52 y Ec. faecalis INIA 4 que
presentaron diferencias de entre 0,66 y 0,81 unidades logaritmicas respecto del queso
control. Ronner et al. (1999) observaron como en leche infantil rehidratada e inoculada
con una mezcla de tres cepas de B. cereus, el microorganismo crecié aproximadamente
4 unidades logaritmicas después de 24 h a 25°C, mientras que a 4°C, 8°C 6 12°C no se
observa crecimiento.

A los 2 d, los niveles de B. cereus descendieron una media de 3,61 unidades
logaritmicas en todos los quesos, coincidiendo con una disminucion del pH hasta
valores comprendidos entre 4,90 y 5,02. En queso control B. cereus presentd de 3,11 log
ufc/g, y en los elaborados con los productores de lacticina 481, TAB 57, enterocina | 6
enterocina AS-48 se registraron diferencias de méas de una unidad logaritmica respecto
del queso control. Estos resultados coinciden con los de Jaquette y Beuchat (1998),
quienes no observaron crecimiento de formas vegetativas o esporas de distintas cepas de
B. cereus en caldo BHI a valores de pH inferiores a 5,06 a temperaturas de 8°C ¢ 15°C.

Entre los dias 2 y 30, los niveles de B. cereus continuaron descendiendo en todos los
quesos, y a los 60 d unicamente se pudo detectar la presencia del microorganismo en el
queso control y en el elaborado con Lc. lactis TAB 26 a niveles de 1,59 y 1,29 log

119



Resultados y Discusion

ufc/g, respectivamente. En el resto de quesos los niveles de B. cereus quedaron por
debajo del limite de deteccion.

La diferente actividad inhibitoria observada en los quesos elaborados con el productor
de nisina Z, respecto del productor de nisina A coincidié con los valores de actividad
bacteriocina detectados frente a Clostridium (Tabla 69). Vessoni et al. (2002)
observaron la capacidad de la nisina para inhibir el crecimiento de B. cereus en leche.
La efectividad de esta bacteriocina es superior al incrementar la concentracion,
mostrando un efecto mas pronunciado en el tiempo a pH acido y a baja temperatura
(Jaquette y Beuchat, 1998).

En queso Cheddar para untar inoculado con 10° ufc/g de una mezcla de tres cepas de B.
cereus aisladas de brotes diarreicos, el microorganismo no fue capaz de crecer después
de 6 meses a 8°C, 12°C 6 25°C (Ronner et al., 1999). Tampoco B. cereus fue capaz de
desarrollarse en queso loncheado inoculado con 10° ufc/g y mantenido durante 7 d a
27°C en bolsas de plastico (Glass et al., 2001). Aunque generalmente B. cereus no crece
a bajas temperaturas, algunas cepas aisladas de leche son psicrotrofas y pueden producir
toxinas a temperaturas de refrigeracion (Van Netten et al., 1990).

La informacion bibliogréfica sobre el comportamiento B. cereus en queso es escasa. En
queso, la proliferacién de B. cereus hasta niveles de 10° ufc/g puede dar lugar a la
liberacion de toxina emética. La estabilidad de esta toxina en un amplio rango de pH (2-
11) unida a su resistencia a la proteolisis la harian susceptible de permanecer en el
queso hasta el final de la maduracion y podria suponer un riesgo potencial para el
consumidor. La presencia de adjuntos productores de bacteriocinas en el queso podria
contribuir a mejorar la seguridad microbiolégica del queso de pasta prensada ante la
eventual presencia de este microorganismo patogeno en la leche.

Tabla 66. Supervivencia de B. cereus (log ufc/g) durante la fabricacion y maduracién de queso
tipo Hispanico elaborado con distintos fermentos

Bacteriocina Oh 6h 2d 30d 60d
Control - 3,61 6,49 " 3,11° 1,76® 159"
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 6,18%*  2,01° 1,00° 0°
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 6,31° 251*  189° 1,29°
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 582%  2093° 1,35 0°
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 572%  201° 1,27 % 0°
Ec. faecium TAB 7 TAB 7 6,26® 291" 1,18 0°
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 5,68 2 2,01° 1,18 0°
Ec. faecalis INIA4  Enterocina AS-48 5,83 % 2,012 1,65%® 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
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3.4.1.8. Bacterias totales

Los niveles mas altos de bacterias totales se observaron entre los dias 2 y 30,
manteniéndose a los 60 d, por encima de 8,50 log ufc/g en todos los casos (Tabla 67).

Tabla 67. Bacterias totales (log ufc/g) durante la fabricacion y maduracion de quesos
elaborados con distintos fermentos y E. coli/B. cereus

Bacteriocina Oh 6h 2d 15d 30d 60d
Control - 4,40 8,92 9,71 9,75 9,82 9,04
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 8,99 9,58 9,79 9,56 8,58
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 9,06 9,64 9,88 9,79 8,68
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 8,91 9,64 9,43 9,76 9,20
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 8,82 9,63 9,75 9,76 9,25
Ec. faecium TAB 7 TAB7 8,90 9,65 9,66 9,87 8,99
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 8,82 9,62 9,76 9,74 8,74
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 8,75 9,65 9,72 9,75 8,75

3.4.19.pHYy ay,

Los valores de pH del queso resultaron influidos significativamente (P < 0,001) por el
cultivo bacteriocinogénico adicionado y por el tiempo de maduracion (Tabla 68).

El pH del queso a las 24 h fue aproximadamente una unidad inferior en todos los quesos
respecto de los valores observados las 6 h.

A los 30 d, el pH del queso con Lc. lactis TAB 26 fue significativamente (P < 0,01)
inferior al del resto de quesos en 0,09-0,13 unidades. Al final de la maduracion se
observo un aumento de pH en todos los quesos, que presentaron unos valores de pH
finales comprendidos entre 5,21 y 5,38 unidades.

Conner y Kotrola (1995) establecieron con distintos acidos un pH de 5,5 como
inhibitorio del crecimiento de E. coli O157:H7 a 10°C, mientras que a temperaturas
superiores el pH inhibitorio era una unidad menor. Estos autores observaron gue niveles
de 10° ufc/ml de E. coli O157:H7 se redujeron ligeramente con &cido lactico a pH 4,7 en
caldo TSBYE mantenido a 10°C durante 8 semanas. Por otro lado, Casey y Condon
(2002) observaron una disminucion del efecto bactericida del &cido lactico (pH 4,2)
frente a E. coli O157: H45 en presencia de un 4% de NacCl.

En el presente trabajo, la temperatura de fabricacion oscil6 entre 32°C y 37°C y el pH de
los quesos a las 6 h se situd en valores superiores a 6, lo que permitié el crecimiento de
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B. cereus durante la fabricacion. A los 2 d, la temperatura de maduracion era de 12°C y
el pH del queso control descendio hasta valores de 4,92, dando lugar una disminucién
de mas de 3 unidades logaritmicas de los niveles del patdgeno en el queso.

Tabla 68. Valores de pH durante la fabricacion y maduracion de quesos elaborados con
distintos fermentos y E. coli/B. cereus

Leche 6 h 1d 2d 15d 30d 60d
Control 6,83 6,45° 521* 492° 507* 513" 521°
Lc. lactis TAB 24 6,15 516% 495* 512° 510" 530"
Lc. lactis TAB 26 6,17 5172 490° 5,03% 5,01°% 522%
Lc. lactis TAB 50 621*° 520% 498* 513" 514° 537°
Lc. lactis TAB 57 6,22% 522% 502® 507*® 512° 532°¢
Ec. faecium TAB 7 6,29° 520® 498* 510° 515" 536°
Ec. faecalis TAB 52 622%® 524° 502° 516" 514° 538°
Ec. faecalis INIA 4 6,20 521%  497* 510* 512" 532°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

Los valores de a, observados en los quesos estdn por encima de 0,970 (datos no
mostrados) y los valores minimos necesarios para el desarrollo de E. coli y Bacillus son
de 0,95 y 0,91, respectivamente (Marshal et al., 1971), por lo que este factor no se
podria considerar critico para el desarrollo de estos microorganismos en el queso.

3.4.1.10. Actividad bacteriocina

Se observo la presencia de actividad bacteriocina en los quesos inoculados con los
aislados productores de bacteriocinas a lo largo del periodo de maduracion (Tabla 69).

3.4.1.11. Calidad organoléptica

Los quesos elaborados con los diferentes cultivos bacteriocinogénicos en combinacion
con el fermento comercial y sin patdgeno, no presentaron defectos de textura, olor,
aroma o sabor conforme a los resultados obtenidos de una cata heddnica realizada con
cuatro catadores entrenados (datos no mostrados).
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Tabla 69. Actividad de las bacteriocinas* durante la maduracién de quesos elaborados con
distintos fermentos y E. coli/B. cereus

Bacteriocina 2d 15d 30d 60d
Control - Sin halo Sin halo Sin halo Sin halo
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 11,6 9,8 10,8 15,3
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 8,1 5,0 5,0 53
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 21,0 22,0 22,0 22,0
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 11,5 12,0 11,5 6,0
Ec. faecium TAB 7 TAB 7 55 5,9 55 55
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 12,0 11,3 12,0 12,0
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 9,8 10,5 6,5 8,0

*Expresada como didmetro en mm del halo de inhibicién frente a C. tyrobutyricum NZ8

3.4.2. BACTERIAS LACTICAS PRODUCTORAS DE BACTERIOCINAS
Y TRATAMIENTOS DE ALTAS PRESIONES

Se ha estudiado el efecto de la adicion de diferentes bacterias lacticas productoras de
bacteriocinas como cultivos adjuntos a un fermento comercial, en combinacion con la
aplicacion al principio (2 d) y al final (50 d) de la maduracion de distintos tratamientos
de altas presiones hidrostaticas (300 MPa/10°C/10 min y 500 MPa/10°C/5 min), sobre la
supervivencia de L. monocytogenes, S. aureus y E. coli O157:H7 en queso tipo
Hispénico fabricado a partir de leche cruda de vaca. La elaboracion y maduracion de los
quesos se realiz6 segun se describe en el apartado 2.4.4.

3.4.2.1. Inhibicién de L. monocytogenes

El anéalisis de varianza reveld el efecto significativo (P < 0,001) del cultivo
bacteriocinogénico adicionado, el tratamiento con altas presiones aplicado a los 2 d, asi
como del tiempo de maduracion de los quesos sobre los niveles de L. monocytogenes
(Tabla 70).

El recuento de L. monocytogenes en la leche inoculada fue de 4,80 log ufc/ml. A los 3 d,
L. monocytogenes alcanzo en el queso control unos niveles de 7,03 log ufc/g. Entre los
quesos no presurizados, la mayor diferencia con el control se observo en el queso con el
productor de nisina A, con un valor 0,97 unidades logaritmicas inferior.

El queso presurizado a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min presento, a los 3 d, niveles de
L. monocytogenes 0,90 unidades logaritmicas inferiores a los del queso control. Se
observo un efecto inhibitorio sinérgico de la presurizacion y las bacteriocinas frente a L.
monocytogenes en los elaborados con los productores de nisina Z, bacteriocina TAB 57
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y enterocina AS-48, con diferencias de 3,11, 3,20 y 2,65 unidades logaritmicas respecto

del queso control.

Tabla 70. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/g) durante la maduracion de quesos
elaborados con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 2 d

Tratamiento

Bacteriocina 3d 20d 60d
Control - 7,037 6,70 " 5,66
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 6,63 " 6,48 9" 4,98 %'
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 6,45 f 6,32 "o 5,62
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 6,06 ¢ 5,97 fon 5,06 %
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 6,41" 6,26 " 5,26 %
Ec. faecium TAB 7 TAB7 6,73 " 6,39 " 5,24 %
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 6,45 ° 6,51 9" 5,61 ¢
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 6,46 1 5,35 coef 5,05 %
P2-300 - 6,13 5,41 % 3,48
P2-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 5,37 %f 4,80 > 1,81%°
P2-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 3,92¢ 4,54 > 3,86 ¢
P2-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 5,43 %f 5,24 bedef 1,81 *°
P2-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 3,83 4,18 1,00 ®
P2-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB 7 5,35 %f 5,29 bedefd 3,41
P2-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 5,21 %f 412" 2,77
P2-300 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 4,38 % 4,41 " 1,78 **
P2-500 - 2,01 0° 0°
P2-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 0,90 0° 0°
P2-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 0,55 %® 0,052 0°?
P2-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 1,81 % 0° 0°
P2-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0,65 ® 0° 0°
P2-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB 7 0*° 0,052 0?
P2-500 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 0,90 ® 0° 0°?
P2-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 0°? 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
P2-300: Quesos presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min.

P2-500: Quesos presurizados a los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min.
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A los 3 d, en los quesos presurizados con 500 MPa/10°C/5 min se observaron las
mayores reducciones del patdgeno. El queso sin bacteriocina present6 un recuento de L.
monocytogenes 5,02 unidades logaritmicas inferior al del queso control, mientras que en
los quesos fabricados con productores de bacteriocinas y sometidos a 500 MPa se
observo un efecto bactericida sinérgico en todos los casos, excepto en el queso con el
productor de nisina A, con diferencias entre 6,13 y 7,03 unidades logaritmicas respecto
del queso control. En los quesos elaborados con Ec. faecium TAB 7 0 Ec. faecalis INIA
4 y sometidos a este tratamiento de presion, no se detectd la presencia de L.
monocytogenes tras el enriquecimiento de 1 g de queso.

A los 20 d, los niveles de L. monocytogenes en el queso control, disminuyeron 0,33
unidades logaritmicas respecto de los 3 d. Los quesos con el productor de nisina Ay el
productor de enterocina AS-48 mostraron las mayores diferencias con el queso control,
0,73y 1,35 unidades logaritmicas, respectivamente.

Con el tratamiento combinado de 300 MPa/10°C/10 min a los 2 d y enterocina | se
observd a los 20 d, un descenso de 1,09 unidades logaritmicas en los niveles de L.
monocytogenes respecto de los de 3 d. En el resto de quesos presurizados en estas
condiciones, se observaron durante este periodo, descensos de entre 0,06 y 0,72
unidades logaritmicas, excepto en los elaborados con el productor de bacteriocina TAB
57, nisina Z 6 enterocina AS-48, en los que se constatd un aumento del patégeno en
0,35, 0,62 y 0,03 unidades logaritmicas, respectivamente. Este aumento de L.
monocytogenes podria atribuirse a la recuperacion de bacterias con dafios subletales
después de la presurizacion. Ponce et al. (1998) observaron, en huevo batido tratado con
300 MPa 6 450 MPa/20°C/10 min, un descenso inicial en los niveles de L. innocua de
0,84 y 6,63 unidades logaritmicas, respectivamente, y su posterior aumento en 0,62 y
4,93 unidades logaritmicas tras 18 h de almacenamiento a 4°C.

Al final de la maduracion, L. monocytogenes sobrevivio en el queso control, donde
presentd niveles de 5,66 log ufc/g. Los quesos con Lc. lactis TAB 24, Lc. lactis TAB 50
0 Ec. faecalis INIA mostraron diferencias de 0,68, 0,60 y 0,61 unidades logaritmicas en
comparacién con el control, respectivamente, que fueron menores con el resto de los
cultivos bacteriocinogénicos. El efecto inhibitorio de los cultivos productores de
bacteriocinas en estas fabricaciones, fue menor, en general, que el observado en las
fabricaciones previas realizadas en el presente trabajo.

El tratamiento con 300 MPa a los 2 d, dio lugar a diferencias de 2,18 unidades
logaritmicas a los 60 d respecto del control. En este queso los niveles de L.
monocytogenes descendieron 1,93 unidades logaritmicas desde los 20 d a los 60 d,
mientras que el descenso observado durante este mismo periodo de tiempo en el queso
control no presurizado, fue de 1,04 unidades logaritmicas. Esta diferencia podria
deberse a la presencia en el queso presurizado de células de L. monocytogenes con
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dafios subletales como consecuencia del tratamiento y que muestran una mayor
sensibilidad a las condiciones desfavorables del queso (Alpas et al., 2000).

A los 60 d, en los quesos presurizados elaborados con los productores de lacticina 481,
nisina A, enterocina |, bacteriocina TAB 57 0 enterocina AS-48 se observo un efecto
inhibitorio sinérgico de ambos tratamientos, que condujo a diferencias de 3,85, 3,85,
2,89, 4,66 y 3,88 unidades logaritmicas respecto del control, respectivamente.

En los quesos con el tratamiento de 500 MPa a los 2 d no se observo presencia de L.
monocytogenes en las muestras de 20 d y de 60 d tras el enriquecimiento de 1 g, excepto
en los quesos fabricados con Lc. lactis TAB 26 ¢ Ec. faecium TAB 7 en los que se
detectd la presencia del patégeno en una de las repeticiones, después del
enriquecimiento de la muestra a los 20 d.

En la Tabla 71 se recogen los recuentos de L. monocytogenes (log ufc/g) a los 51 y 60 d
de maduracion, en los quesos presurizados a los 50 d. Los niveles de este patdgeno se
mostraron significativamente (P < 0,001) influidos por el cultivo bacteriocinogénico
adicionado, el tratamiento con altas presiones a los 50 d, asi como por el tiempo de
maduracion de los quesos.

A los 51 d, L. monocytogenes alcanzo en el queso control niveles de 6,34 log ufc/g. En
los quesos no presurizados, se observaron diferencias de 0,27-1,49 unidades
logaritmicas respecto del queso control.

En los quesos presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min o con 500 MPa/10°C/5
min no se detect6 a los 51 d L. monocytogenes en 1 g de muestra, excepto en los quesos
presurizados a 300 MPa sin cultivo bacteriocinogénico y con el productor de nisina A,
asi como en el queso presurizado a 500 MPa adicionado con el productor de la
bacteriocina TAB 7, en los cuales se detectdé presencia del patdgeno después del
enriquecimiento de 1 g de queso en una de las repeticiones.

La aplicacidn de altas presiones a los 50 d, tanto a 300 MPa como a 500 MPa, dio lugar
a reducciones de L. monocytogenes mucho mas elevadas que cuando se aplicé el
tratamiento a los 2 d (Tabla 70). Estas diferencias podrian ser atribuidas a la situacion
de mayor estrés en que se encontrarian las células a los 50 d de maduracion del queso.

A los 60 d, no se detectd L. monocytogenes tras el enriquecimiento de 1 g de queso en
ninguno de los quesos presurizados a los 50 d.
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Tabla 71. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/g) durante la maduracion de quesos

elaborados con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 50 d

Tratamiento

Bacteriocina 51d 60d
Control - 6,34 " 5,66 ¢
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 5,54 @ 4,98°
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 6,07 5,62 %
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 5,10 ® 5,06 **
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 5,37 % 5,26
Ec. faecium TAB 7 TAB 7 5,82 5,24 @
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 5,76 5,61
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 4,85° 5,05 %
P50-300 - 0,05 0°?
P50-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 0@ 0°
P50-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 0°? 0°?
P50-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 0,052 0@
P50-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0°? 0°
P50-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 0°? 0°?
P50-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 0°? 0@
P50-300 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 02 02
P50-500 - 0°? 0°?
P50-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 0°? 0@
P50-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 0°? 0@
P50-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 0°? 0°?
P50-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0°? 0?
P50-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 0,052 0@
P50-500 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 0°? 0°
P50-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 02 02

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
P50-300: Quesos presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min.
P50-500: Quesos presurizados a los 50 d con 500 MPa/10°C/5 min.

En la figura 4 se recogen los recuentos de L. monocytogenes al final de la maduracion
en los quesos con los distintos fermentos y presurizados a los 2 d y a los 50 d.
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En los quesos sin presurizar los niveles mas bajos del patdgeno se detectaron en los
elaborados con los productores de lacticina 481, nisina A y enterocina AS-48, aunque
las diferencias respecto del queso control fueron inferiores a 0,7 unidades logaritmicas.

No se observaron diferencias significativas al final de la maduracion entre los quesos
tratados con 300 MPa/10°C/10 min a los 50 d y los tratados con 500 MPa/10°C/5 min a
los 2 d 6 50 d, ya que en todos los casos no se pudo detectar la presencia de L.
monocytogenes tras el enriquecimiento de 1 g de queso. Estos resultados sugeririan la
posibilidad de emplear presiones menores durante un tiempo mayor y minimizar los
efectos adversos de la presion en la textura y color de los alimentos conforme a lo
sefialado por Alpas et al. (2000).

La informacion sobre el efecto de la presurizaciéon del queso en L. monocytogenes es
escasa. Gallot-Lavallee (1998) observé reducciones superiores a 5,6 unidades
logaritmicas de L. monocytogenes en queso de cabra elaborado a partir de leche cruda
inoculada con aproximadamente 10” ufc/ml del patégeno, al tratar quesos de 14 d de
maduracion con 450 6 500 MPa durante tiempos de 10 y 5 min, respectivamente, sin
ningun efecto negativo sobre la calidad organoléptica del queso.

El efecto inhibitorio de las altas presiones sobre los microorganismos patdgenos
depende de diferentes factores como son el tipo de microorganismo y su estado
fisioldgico, el tratamiento empleado o las caracteristicas del alimento. Gervilla et al.
(1997a) observaron mayor sensibilidad de L. innocua a presiones de entre 200 MPa y
500 MP a 2°C y 10°C que a 25°C. Segun estos autores, este comportamiento se
explicaria por la mayor susceptibilidad a la desnaturalizacién de algunas proteinas
durante la presurizacién a bajas temperaturas o la mayor rigidez de la membrana celular
a bajas temperaturas.

Los constituyentes de la leche, principalmente la grasa, podrian ofrecer a los
microorganismos proteccion frente a los efectos letales de la presurizacion. El empleo
de 5 ciclos en continuo a 300 MPa/25°C (dynamic high pressure) redujo los niveles de
L. monocytogenes 5,8 unidades logaritmicas en leche cruda, mostrandose més efectivo
que el empleo estatico de las altas presiones (Vachon et al., 2002). Kheadr et al. (2002)
consiguieron reducciones de 3-4 unidades logaritmicas de L. innocua al tratar leche en
continuo, con 200 MPa/25°C en 5 ciclos de 1 min. Posteriormente, fabricaron queso
Cheddar con leche presurizada y con leche pasterizada, observando en los quesos
fabricados con leche presurizada una mayor retencion de humedad y proteina, asi como
un mayor rendimento de la leche. Ademé&s los quesos se mostraron mas firmes,
cohesivos y menos quebradizos que los fabricados con leche pasterizada.

En leche UHT sometida a 400 MPa, L. monocytogenes se mostré mas sensible al
tratamiento en su fase logaritmica de crecimiento que en su fase estacionaria. Ademas
las células que habian crecido a 8°C fueron mas resistentes al tratamiento que las
crecidas a 30°C (McClements et al., 2001).
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Nuestros resultados mostraron un incremento del efecto de las altas presiones al ser
combinadas con algunos de los productores de bacteriocinas. Se observo un efecto
bactericida sinérgico en los quesos tratados a los 2 d con 300 MPa y los productores de
bacteriocinas Lc. lactis TAB 24, Lc. lactis TAB 50, Lc. lactis TAB 57, Ec. faecalis
TAB 52 y Ec. faecalis INIA 4, aungue en todos los casos se detecto la presencia de L.
monocytogenes al final de la maduracion.

La aplicacion a los 2 d de 500 MPa junto con la adicion de Ec. faecium TAB 7 0 Ec.
faecalis INIA 4 dio lugar, a los 3 d, a quesos libres de L. monocytogenes en 1 g de
muestra. Desde los 20 d y hasta el final de la maduracion, no se pudo detectar la
presencia del patdgeno en muestras de 1 g en la mayoria de quesos presurizados.

Kalchayanand et al. (1998) observaron, en agua peptonada inoculada con 10° ufc/ml de
L. monocytogenes Scott A, una reduccién de 1,3 unidades logaritmicas del
microorganismo al aplicar presiones de 345 MPa/25°C/5 min. El efecto inhibitorio de
las altas presiones se incrementd hasta 3,4 unidades logaritmicas al afiadir pediocina
PA-1 a la muestra.

La nisina evitd la recuperacion de L. innocua en huevo batido sometido a una presion de
450 MPa/20°C/10 min, no detectandose su presencia tras 30 d a 4°C. Sin embargo, L.
innocua alcanz6 durante ese tiempo en la muestra sin bacteriocina niveles de 6,08 log
ufc/ml (Ponce et al., 1998).

En suero lacteo inoculado con 6,4 log L. innocua/ml, la combinacion de 275
MPa/25°C/30 min y 15000 UA/mI de lacticina 3147 redujo de forma sinérgica los
niveles del microorganismo por debajo del limite de deteccion (Morgan et al., 2000)
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Figura 5. Supervivencia de L. monocytogenes (log ufc/g) a los 60 d de maduracion de quesos
elaborados con distintos fermentos y sometidos a altas presionesalos2dy 50d

NP: No presurizados. P2-300: Presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min. P2-500: Presurizados a
los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min. P50-300: Presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min. P50-500:
Presurizados a los 50 d con 500 MPa/10°C/5 min.
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3.4.2.2. Inhibicién de S. aureus

El cultivo bacteriocinogénico adicionado, el tratamiento con altas presiones a los 2 d,
asi como el tiempo de maduracion de los quesos, influyeron significativamente (P <
0,001) sobre los niveles de S. aureus en el queso (Tabla 72).

S. aureus, con un recuento en leche de 4,85 log ufc/ml, alcanzé a los 3 d unos niveles de
6,46 log ufc/g en el queso control. No se observaron diferencias significativas entre los
quesos sin presurizar y los quesos tratados con 300 MPa/10°C/10 min a los 2 d. No
obstante, en los quesos con productores de bacteriocinas y presurizados en estas
condiciones se observaron diferencias en los recuentos del patdgeno de entre 0,67 y
1,02 unidades logaritmicas respecto del control, que pusieron de manifiesto con los
productores de lacticina 481, TAB 57 0 enterocina AS-48 una ligera sinergia de ambos
tratamientos. EIl queso presurizado pero sin cultivo bacteriocinogénico, presentd unas
diferencias en los niveles del patogeno respecto del control de 0,45 unidades
logaritmicas.

La aplicacion del tratamiento de 500 MPa/10°C/5 min a los 2 d, dio lugar a diferencias
significativas (P < 0,01) en los niveles de S. aureus en los quesos de 3 d. El queso
presurizado sin productor de bacteriocina mostré valores 2,43 unidades logaritmicas
inferiores a los del control. En los quesos presurizados y con los productores de
bacteriocinas se comprob6 un efecto inhibitorio sinérgico. Unicamente los quesos con
los productores de nisina Z, nisina A o bacteriocina TAB 57, presentaron diferencias
significativas (P < 0,01) en los niveles del patdgeno respecto del queso presurizado sin
bacteriocina.

A los 20 d, S. aureus alcanzo niveles de 5,84 log ufc/g en el queso control. En los
quesos con bacteriocinas se observaron recuentos similares, excepto el queso con el
productor de enterocina AS-48, con recuentos 1,76 unidades logaritmicas inferiores a
los del queso control.

Los quesos presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min no presentaron diferencias
en los recuentos del patogeno respecto del control, a los 20 d de maduracion. Sin
embargo, los recuentos en los quesos presurizados y con Lc. lactis TAB 57 ¢ Ec.
faecalis INIA 4 fueron significativamente diferentes al control, con unas reducciones en
los niveles de S. aureus de 0,59 y 0,62 unidades logaritmicas, respectivamente.

A los 20 d, no se observo la presencia de S. aureus en ninguno de los quesos tratados a
los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min, tras realizar el enriquecimiento de 1 g de muestra.
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Tabla 72. Supervivencia de S. aureus (log ufc/g) durante la maduracion de quesos elaborados
con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 2 d

Tratamiento

Bacteriocina 3d 20d 60d
Control - 6,46 ° 5,84 ©f 5,30°¢
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 6,28 ¢ 5,74 ©1 5,14 °
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 6,07 ¢ 5,89 1 5,28 ¢
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 6,00 ¢ 5,959 541°
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 6,22 ¢ 5,45 < 4,74°
Ec. faecium TAB 7 TAB7 6,32 °¢ 5,87 ™ 5,32°
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 6,19 ¢ 5,81 ©f 473°
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 6,30 ° 4,08° 4,49 °
P2-300 - 6,01°¢ 5,53 cdef 2,84°
P2-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 5,50 ¢ 5,74 °% 2,41°
P2-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 5,44 ° 5,65 % 2,67°
P2-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 5,63 ° 5,66 ©1 2,79°
P2-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 5,51 °¢ 5,25 2,58 "
P2-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 579°¢ 5,88 ™ 2,73°
P2-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 5,71°¢ 5,69 ©f 2,58°
P2-300 + Ec. faecalis INIA 4  Enterocina AS-48 5,50 ¢ 522°¢ 2,26°
P2-500 - 4,03° 0° 0°
P2-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 3,04%® 0° 0°
P2-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 2,77° 0? 0@
P2-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 2,46° 0? 0°?
P2-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 2,682 0? 0@
P2-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB 7 301%® 0° 0°
P2-500 + Ec. faecalis TAB52  Enterocina | 3,09 %® 0° 0°
P2-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 3,14%® 0° 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
P2-300: Quesos presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min.
P2-500: Quesos presurizados a los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min.
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Después de 60 d de maduracion a 12°C, los valores de S. aureus en queso control fueron
5,30 log ufc/g. Las mayores reducciones con bacteriocinas se observaron en los quesos
con los productores de bacteriocina TAB 57, enterocina | 6 enterocina AS-48, como se
habia comprobado en las fabricaciones anteriores, que presentaron diferencias de 0,56,
0,57 y 0,81 unidades logaritmicas con respecto al queso control.

En el queso presurizado a 300 MPa a los 2 d y sin productor de bacteriocina, los niveles
del patogeno fueron 2,46 unidades logaritmicas inferiores a los del queso control,
observandose una importante disminucion entre los 20 d y los 60 d, mucho mas drastica
que en el queso control. Este hecho puede atribuirse a la presencia de células de S.
aureus con dafos subletales como consecuencia del tratamiento con alta presion. Con el
tratamiento combinado la mayor reduccion se observo en el queso con el productor de
enterocina AS-48, con niveles 3,04 unidades logaritmicas inferiores a los del queso
control.

En los quesos presurizados a los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min continud sin detectarse el
patdgeno a los 60 d tras el enriquecimiento de 1 g de muestra.

En un queso modelo Cheddar tratado con 500 Mpa/20°C/20 min se observo un descenso
de 3-4 unidades logaritmicas en los niveles de S. aureus, y un total de 3 unidades
logaritmicas de células con dafios subletales (O"Reilly et al., 2000).

La Tabla 73 recoge los recuentos de S. aureus de los quesos presurizados a los 50 d. El
cultivo bacteriocinogenico adicionado, el tratamiento a los 50 d con altas presiones, asi
como el tiempo de maduracion de los quesos, influyeron significativamente (P < 0,001)
en los niveles del patdgeno.

A los 51 d los niveles de S. aureus en el queso control fueron de 5,55 log ufc/g. Los
niveles méas bajos de patdgeno entre los quesos no presurizados se observaron en los
adicionados con los productores de bacteriocina TAB 57, enterocina | y enterocina AS-
48.

El queso sin cultivo bacteriocinogénico y presurizado a los 50 d con 300 MPa/10°C/10
min presentd unos niveles de patdgeno 1,05 unidades logaritmicas inferiores al control a
los 51 d. Del grupo de quesos sometidos a este tratamiento de presion, los niveles mas
bajos de S. aureus se observaron en el queso fabricado con el productor de TAB 57.
Esta a combinacion dio lugar a un efecto inhibitorio sinérgico sobre el patdégeno que
present6 niveles 2,44 unidades logaritmicas inferiores a los del control. En el queso
presurizado y con el productor de lacticina 481 también se observo un efecto bactericida
sinérgico frente a S. aureus, con valores 1,56 unidades logaritmicas inferiores al control
alos 51 d.
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Tabla 73. Supervivencia de S. aureus (log ufc/g) durante la maduracion de quesos elaborados

con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 50 d

Tratamiento

Bacteriocina 51d 60d
Control - 555" 5,30 °
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 5,60 " 5,14°
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 553" 5,28°
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 557" 541"
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 5,02 9" 4,74°
Ec. faecium TAB 7 TAB 7 549" 532°
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 5,13 " 4,73°
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 4,87 " 4,49°
P50-300 - 4,50 o 1,38°
P50-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 3,99 cdefon 1,782
P50-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 4,39 °fon 1,08°
P50-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 4,28 °fn 1,57°
P50-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 3,11 bedefo 0,932
P50-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 4,68 ™" 1,62°
P50-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 3,08 cdefn 0?2
P50-300 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 4,19 defon 0°
P50-500 - 3,17 Pedefo 0°
P50-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 1,93 ¢ 0°
P50-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 2,32 abcde 0°
P50-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 2,00 @ 0?
P50-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0,80° 0°
P50-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 2,68 abcdef 0°
P50-500 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 2,44, 3cde 0°
P50-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 1,70 ® 0°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
P50-300: Quesos presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min.
P50-500: Quesos presurizados a los 50 d con 500 MPa/10°C/5 min.

El tratamiento con 500 MPa/10°C/5 min a los 50 d dio lugar a los 51 d a unos niveles de
S. aureus 2,38 unidades logaritmicas inferiores al control. En todos los quesos
elaborados con cultivos productores de bacteriocina se manifestd un efecto inhibitorio
sinérgico frente al patdgeno a los 51 d al ser sometidos a este tratamiento de presion.
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Los niveles mas bajos de este grupo se obtuvieron con el productor de la bacteriocina
TAB 57, con unas diferencias en los recuentos del patdégeno de 4,75 unidades
logaritmicas respecto del control. En el resto de quesos presurizados con bacteriocinas,
las diferencias respecto del control oscilaron entre 2,87 y 3,85 unidades logaritmicas.

Al finalizar el periodo de maduracion, en el queso presurizado a los 50 d con 300 MPa,
se observo una disminucion de 3,12 log unidades logaritmicas respecto al recuento a los
51 d. Con respecto al control de 60 d esta diferencia fue de 3,92 unidades logaritmicas.
En los quesos elaborados con el productor de enterocina | o el productor de enterocina
AS-48 y sometidos a este tratamiento de presion se registro un efecto bactericida
sinérgico que impidio la deteccién de S. aureus en 1 g de queso.

Con la presurizacion de los quesos a los 50 d con 500 MPa no se detecto S. aureus en 1
g de muestra a los 60 d, en ninguno de los casos.

En la Figura 5 se observa el efecto de los distintos tratamientos de altas presiones y el
cultivo bacteriocinogénico sobre los niveles de S. aureus en el queso al final de la
maduracion.

Las diferencias en los recuentos de los quesos con bacteriocinas fueron inferiores a una
unidad logaritmica respecto al control sin bacteriocina.

El queso presurizado a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min presentd unos niveles de S.
aureus 1,46 unidades logaritmicas inferiores al presurizado a los 2 d.

La aplicacion de 500 MPa dio lugar en todos los casos a ausencia de S. aureus en 1 g de
muestra. Ademas, con la aplicacion del tratamiento a los 2 d no se detectd S. aureus
desde los 20 d. Con 300 MPa, la inactivacion total sélo se consiguio con la aplicacion
combinada de presion a los 50 d y los productores de enterocina | o enterocina AS-48.

S. aureus se considera uno de los microorganismos no esporulados mas resistente a las
altas presiones. No obstante, la capacidad de las altas presiones para inactivar a este
patdgeno varia en funcion de la temperatura, el medio y la cepa. La inactivacién de S.
aureus aumenta linealmente con la presion aplicada y el tiempo de exposicion
(Patterson et al., 1995; Alpas et al., 1999; Gervilla et al., 1999a).

O"Reilly et al. (2000) observaron que el efecto inhibitorio frente a S. aureus a 20°C fue
superior al incrementar la presion de 300 a 400 MPa que al prolongar el tiempo de
presurizacion. Por otra parte, describieron una menor inactivacion de S. aureus a 10°C
que a 30°C 6 20°C en un modelo de queso Cheddar a presiones comprendidas entre 50 y
800 MPa. Las mayores reducciones de este microorganismo se obtuvieron con 600
MPa/20°C/20 min.
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Patterson y Kilpatrick (1998) comprobaron reducciones en los niveles de S. aureus de 6
unidades logaritmicas en leche de vaca UHT tratada con 500 MPa/50°C/15 min,
mientras que Gervilla et al. (1999a) al aplicar el mismo tratamiento en leche de oveja,
observaron reducciones superiores a 7 unidades logaritmicas tanto a 50°C como a 10°C
y 25°C.
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Figura 6. Supervivencia de S. aureus (log ufc/g) a los 60d de maduracion de quesos elaborados
con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 2 d y 50 d

NP: No presurizados. P2-300: Presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min. P2-500: Presurizados a
los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min. P50-300: Presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min. P50-500:
Presurizados a los 50 d con 500 MPa/10°C/5 min.

El incremento de la actividad inhibitoria frente a S. aureus al aplicar altas presiones en
combinacion con bacteriocinas también ha sido descrito por otros autores.

Morgan et al. (2000) observaron un efecto inhibitorio sinérgico frente a S. aureus al
aplicar presiones comprendidas entre 150 y 275 MPa/25°C/30 min y lacticina 3147 en
leche desnatada. La mayor reduccién del patdgeno, mas de 6 unidades logaritmicas, se
obtuvo al combinar 250 MPa/25°C/30 min con 10.000 UA/mlI de la bacteriocina.

Al combinar un tratamiento de 400 MPa/20°C/15 min con 100 Ul/ml de nisina se
incremento en una unidad logaritmica el efecto inhibitorio de la presurizacion frente a S.
aureus en tampon fosfato pH 7 (Masschalck et al., 2001a).

El empleo de 345 MPa/25°C/5 min redujo los niveles de S. aureus en 6,7 unidades
logaritmicas en agua peptonada. La adicion de pediocina PA-1 a la muestra incrementd
esta reduccion en 1,7 unidades logaritmicas (Kalchayanand et al., 1998).
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3.4.2.3. Inhibicién de E. coli O157:H7

Los niveles de E. coli O157:H7 resultaron influidos significativamente (P < 0,001) por
el cultivo bacteriocinogénico adicionado, el tratamiento con altas presiones aplicado a
los 2 d, asi como por el tiempo de maduracion de los quesos (Tabla 74).

El recuento de E. coli O157:H7 en la leche inoculada fue de 4,85 log ufc/ml y a los 3 d
alcanz6 6,80 log ufc/g en el queso control. No se observaron diferencias significativas
entre el queso control y los quesos fabricados con cultivos bacteriocinogénicos.

A los 3 d, los recuentos en el queso sin productor de bacteriocina y presurizado a los 2 d
con 300 MPa/10°C/10 min fueron 1,3 unidades logaritmicas inferiores a los del queso
control, mientras que en los quesos con cultivos bacteriocinogéenicos y sometidos a este
mismo tratamiento se observo un efecto inhibitorio sinérgico. Los niveles mas bajos en
los quesos con el tratamiento combinado se registraron en el queso con Ec. faecium
TAB 7, que presento diferencias de 4,38 y 3,08 unidades logaritmicas con el queso
control y el queso sin cultivo bacteriocinogénico sometido a 300 MPa a los 2 d,
respectivamente. En el resto de quesos con cultivos bacteriocinogénicos y presurizados
en estas condiciones las diferencias fueron de 2,02-3,17 unidades logaritmicas respecto
del queso control.

La aplicacion a los 2 d de 500 MPa/10°C/5 min redujo los niveles de E. coli del queso
sin cultivo bacteriocinogénico en 3,73 unidades logaritmicas respecto del control a los 3
d. En los quesos presurizados a 500 MPa con los productores de lacticina 481, nisina Z,
TAB 57, TAB 7, enterocina | 0 enterocina AS-48 se observo un efecto bactericida
sinérgico frente a E. coli O157:H7, que no se detecto tras el enriquecimiento de 1 g de
queso desde los 3 d y hasta el final de la maduracién. A los 20 d no se observo su
presencia tras el enriquecimiento de 1 g de queso en ninguno de ellos, y tampoco se
detectd a los 60 d.

A los 20 d, se observo un descenso en los niveles del patdgeno de 0,58 unidades
logaritmicas en el queso control. El queso fabricado con el productor de enterocina AS-
48 mostro los niveles mas bajos de E. coli O157:H7 entre los quesos sin presurizar, que
fueron 1,20 unidades logaritmicas inferiores a los del queso control.

Los niveles del patdégeno descendieron en todos los casos a los 20 d en los quesos
presurizados a los 2 d a 300 MPa/10°C/10 min, excepto en el queso con Ec. faecium
TAB 7, en el que se observo un aumento de la poblacién del patdgeno que dio lugar a
niveles similares al del resto de quesos con cultivos bacteriocinogénicos. Hugas et al.
(2001) observaron en jamon cocido homogeneizado una mayor disminucion inicial de
los niveles de E. coli al ser presurizado a 400 MPa/17°C/10 min con las enterocinas A 'y
B que con sakacina K, pediocina PA-1 o en ausencia de bacteriocina, aunque en los dias

136



Resultados y Discusion

siguientes se produjo una rapida recuperacion del microorganismo, que dio lugar a

niveles de E. coli similares en todas las muestras.

Tabla 74. Supervivencia de E. coli 0157:H7 (log ufc/g) durante la maduracion de quesos

elaborados con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 2 d

Tratamiento

Bacteriocina 3d 20d 60d
Control - 6,80 " 6,22 ° 511°¢
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 6,29 9" 5,63 “* 4,66 %
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 6,31 9" 6,11° 4,84 %
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 6,06 " 5,58 ¢ 4,66 *
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 6,25 %" 5,89 % 4,59 %
Ec. faecium TAB 7 TAB7 6,41 9" 5,34 Pede 4,25 %
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 6,44 " 6,21° 5,10 ©
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 6,44 " 5,02 Pede 5,15 ¢
P2-300 - 5,50 1" 4,58 e 3,18«
P2-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 3,63 e 3,63 1,88 **
P2-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 3,83 Pede 3,60 2,96 ™
P2-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 4,23 cefg 4,00 o« 1,81 %°
P2-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 4,04 Podef 3,43° 0,90 ®
P2-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB 7 2,42 3,08 b 2,79 *
P2-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 4,78 defon 4,34 Pece 2,94 b
P2-300 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 3,97 bodef 3,88 b 1,94 ¢
P2-500 - 3,07 ™ 0° 0°
P2-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 0° 0°? 0?
P2-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 0° 0°? 0@
P2-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 1,92 0° 0°
P2-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0° 0°? 0?
P2-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 0° 0°? 0@
P2-500 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 0°? 0@ 0°
P2-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 0° 0°? 0?

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)

P2-300: Quesos presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min.
P2-500: Quesos presurizados a los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min.
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E. coli O157:H7 sobrevivid en el queso control y alcanzo6 valores de 5,11 log ufc/g al
final de la maduracion. Las mayores reducciones del patdgeno entre los quesos no
presurizados, se obtuvieron con el productor de la bacteriocina TAB 7, con diferencias
de 0,86 unidades logaritmicas, respecto al queso control a los 60 d.

En el queso sin cultivo bacteriocinogénico y sometido a los 2 d a 300 MPa, las
diferencias a los 60 d fueron de 1,93 unidades logaritmicas respecto del queso control.
La combinacién de dicho tratamiento con los productores de lacticina 481, nisina A,
bacteriocina TAB 57 0 enterocina AS-48 presentd un efecto inhibitorio sinérgico con
diferencias respecto al queso control de 3,23, 3,30, 4,21 y 3,17 unidades logaritmicas,
respectivamente.

En la Tabla 75 se recogen los recuentos de E. coli O157:H7 en los quesos presurizados
a los 50 d de maduracion. Los niveles de E. coli se mostraron significativamente (P <
0,001) influidos por el cultivo bacteriocinogénico adicionado, el tratamiento a los 50 d
con altas presiones, asi como por el tiempo de maduracion de los quesos.

A los 51 d, no se observaron diferencias significativas entre los quesos con cultivos
bacteriocinogénicos y el queso control, que presentd niveles del patdgeno de 5,82 log
ufc/g.

La presurizacion de los quesos a los 50 d, tanto con 300 MPa como con 500 MPa,
condujo a los 51 d a reducciones de E. coli O157:H7 mucho mas elevadas que las
observadas al aplicar los mismos tratamientos a los 2 d. Estas diferencias podrian ser
atribuidas, como se ha comentado anteriormente, a la mayor situacion de estrés en que
se encontrarian las células en la matriz del queso a los 50 d de maduracion.

El queso presurizado a los 50 d con 300 MPa present6 a los 51 d unas diferencias en los
niveles de E. coli de 3,78 unidades logaritmicas respecto del control. En los quesos con
los cultivos bacteriocinogenicos, la presurizacion dio lugar a un efecto inhibitorio
sinérgico excepto en el queso con Ec. faecium TAB 7. No se pudo detectar la presencia
del patogeno en 1 g de muestra en el queso presurizado con el productor de enterocina
AS-48, mientras que en los elaborados con los productores de lacticina 481, nisina Z,
nisina A o enterocina | el enriquecimiento dio resultado positivo en una de las
repeticiones, lo que puso de manifiesto la presencia del patdgeno a niveles muy bajos.

A los 60 d, no se detectd la presencia de E. coli O157:H7 en 1 g de muestra en los
quesos presurizados a los 50 d a 300 MPa con los productores de nisina A, bacteriocina
TAB 57, enterocina | 6 enterocina AS-48, mientras que en el resto de quesos sometidos
a este tratamiento de presion si se detectd la presencia del patégeno tras el
enriquecimiento de 1 g de muestra.
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El tratamiento con 500 MPa a los 50 d inhibié completamente a E. coli O157:H7, que
no se detectd tras el enriquecimiento de 1 g de muestra en ninguno de los quesos, desde
los 51 d hasta el final de la maduracion.

Tabla 75. Supervivencia de E. coli O157:H7 (log ufc/g) durante la maduracién de queso tipo

Hispanico elaborado con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 50 d

Tratamiento

Bacteriocina 51d 60d
Control - 582° 5,11 %
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 5,40 ¢ 4,66 °
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 5,69 ¢ 4,84 %
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 5,56 ¢ 4,66 °
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 5,50 ¢ 459°
Ec. faecium TAB 7 TAB7 5,40 °¢ 4,25°
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 592° 5,10 %
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 551 °¢ 5,15°¢
P50-300 - 2,04° 0,102
P50-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 0,052 0,05%
P50-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 0,05% 0,05°
P50-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 0,052 0@
P50-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0,552 0°
P50-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 1,88° 0,05°
P50-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 0,052 0@
P50-300 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 0? 02
P50-500 - 0° 0°
P50-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 0°? 0@
P50-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 0° 0@
P50-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 0°? 0°
P50-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0° 0°?
P50-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB 7 0°? 0@
P50-500 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 0° 0°
P50-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 0? 02

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
P50-300: Quesos presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min.
P50-500: Quesos presurizados a los 50 d con 500 MPa/10°C/5 min.
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En la Figura 6 se recogen los recuentos de E. coli O157:H7 al final de la maduracion.
Los niveles de E. coli de los quesos a los 60 d se mostraron significativamente (P <
0,001) influidos por el cultivo bacteriocinogénico adicionado y el tratamiento con altas
presiones.

Mediante el empleo individual de cultivos bacteriocinogénicos la poblacion de E. coli
0O157:H7 present6 en todos los casos niveles entre 5,15 y 4,25 log ufc/g al final de la
maduracion, siendo esta cifra en el queso control 5,11 log ufc/g.

La presurizacion a 500 MPa, tanto a los 2 d como a 50 d, asi como la aplicacion a los 50
d de presiones de 300 MPa en combinacién con los productores de nisina A,
bacteriocina TAB 57, enterocina | 6 enterocina AS-48 inhibieron completamente a E.
coli O157:H7. Los quesos presurizados a los 2 d con 500 MPa en combinacién con los
cultivos bacteriocinogénicos, excepto Lc. lactis TAB 50, dieron lugar a quesos sin E.
coli O157:H7 en 1 g de muestra desde el tercer dia y hasta el final de la maduracién. En
los quesos presurizados con 300 MPa a los 2 d en combinacion con el productor de
bacteriocina TAB 57 se comprob6 un efecto bactericida sinérgico que dio lugar a
recuentos inferiores a 1 log E. coli/g.

NP

log ufc/ml
w
|

P2-300

P2-500

P50-300

P50-500

T T
Control TAB 24 TAB 26 TAB 50 TAB 57 TAB 7 TAB 52 INIA 4

Figura 7. Supervivencia de E. coli O157:H7 (log ufc/g) a los 60d de maduracién de quesos
elaborados con distintos fermentos y sometidos a altas presiones a los 2 d y 50 d

NP: No presurizados. P2-300: Presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min. P2-500: Presurizados a
los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min. P50-300: Presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min. P50-500:
Presurizados a los 50 d con 500 MPa/10°C/5 min.

En leche de oveja tratada con 300 MPa/10°C/15 min Gervilla et al. (1999b) obtuvieron
reducciones de E. coli de 2 unidades logaritmicas. Vachon et al. (2002) observaron
reducciones de E. coli O157:H7 de 8,3 log ufc/ml en leche cruda sometida a 5 ciclos en
continuo de 200 MPa/25°C.

140



Resultados y Discusion

En queso fresco de cabra con 10° ufc/ml presurizado con 450 MPa/5 min a 2°C, 10°C 6
25°C, E. coli resultd completamente inhibido. Al reducir la presion a 400 MPa/5 min
esta misma inhibicion se consiguio unicamente a 2°C y 10°C (Capellas et al., 1996).

En un queso modelo Cheddar inoculado con 10" ufc/ml de E. coli se observaron
reducciones de 5 unidades logaritmicas al aplicar 400 MPa/30°C/20 min y de mas de 6
unidades logaritmicas al aplicar 500 MPa/20°C/20 min (OReilly et al., 2000).

De acuerdo con diversos autores, la grasa (Gervilla et al., 1999b) o el calcio (Hauben et
al., 1998) de la leche, pueden disminuir el efecto de las altas presiones frente a E. coli.

Por otra parte, los tratamientos con altas presiones podrian provocar dafios en la
membrana celular de E. coli (Pagan y Mackey, 2000) y sensibilizarlo a la accion de las
bacteriocinas (Kalchayanand et al., 1994; Hauben et al., 1996).

Cuando se afadio nisina, Masschalck et al., (2001a) observaron un incremento en la
actividad inhibitoria del tratamiento de 300 MPa/20°C/15 min sobre E. coli O157:H7 en
tampdn fosfato de una unidad logaritmica. En agua peptonada, el efecto inhibitorio del
tratamiento 345 MPa/25°C/5 min aumentd en 0,6 unidades logaritmicas en presencia de
pediocina PA-1 (Kalchayanand et al., 1998).

En huevo liquido mantenido a 4°C durante 15 d, Ponce et al. (1998) observaron
reducciones de E. coli una unidad logaritmica superiores con nisina y tratamientos de
300 6 450 MPa/20°C/10 min respecto de los mismos tratamientos sin bacteriocina.

En cuanto a la temperatura del tratamiento, Ter Steeg et al. (1999) obtuvieron mayores
reducciones de E. coli en BHI al presurizar las muestras con 200 MPa/10 min en
combinacidn con nisina a 10°C que con los tratamientos a 25°C 6 40°C. El empleo de 3
ciclos de 550 MPa/20°/10 min junto con nisina en leche desnatada, redujo los niveles de
E. coli en 8 unidades logaritmicas. Este efecto inhibitorio sinérgico fue de 5 unidades
logaritmicas cuando el tratamiento de presion se aplico en una sola vez (Garcia-Graells
etal., 1999).

3.4.2.4. pH

El andlisis de varianza revel6 la influencia significativa (P < 0,001) del cultivo
bacteriocinogénico adicionado, el tratamiento de altas presiones y el momento de su
aplicacion, y el tiempo de maduracion de los quesos sobre los valores de pH del queso
(Tablas 76 y 77).
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Tabla 76. Valores de pH durante la maduracion de quesos elaborados con distintos fermentos y
sometidos a altas presiones a los 2 d

Tratamiento 3d 20 d 60 d
Control 5,07 3¢ 5,04 3¢ 5,22 dedef
Lc. lactis TAB 24 5,04 ® 5,04 ¢ 5,25 bedef
Lc. lactis TAB 26 5,08 5,04 b 5,04 abodef
Lc. lactis TAB 50 5,08 2 5,01° 5,22 2bedef
Lc. lactis TAB 57 5,09 bcde 5,05 ¢ 5,28 Pedef
Ec. faecium TAB 7 5,002 5,03 % 5,23 abedef
Ec. faecalis TAB 52 5,10 20cdef 5,12 e 5,24 abcdef
Ec. faecalis INIA 4 5,07 ¢ 5,06 5,15 ®°
P2-300 5,15 2bcdef 5,17 % 5,34 ¢f
P2-300 + Lc. lactis TAB 24 5,16 Dodefo 5,20 % 5,30 %
P2-300 + Lc. lactis TAB 26 5,21 c0efo 5,28 fon 5,31 %
P2-300 + Lc. lactis TAB 50 5,18 Pedefo 5,32 9" 5,31 %f
P2-300 + Lc. lactis TAB 57 5,20 CUefo 5,26 °fo" 535"
P2-300 + Ec. faecium TAB 7 5,17 Pedefa 5,18 % 5,30 %
P2-300 + Ec. faecalis TAB 52 5,20 €0 5,35 5,26 ooef
P2-300 + Ec. faecalis INIA 4 5,17 Podefo 5,29 9" 5,20 %
P2-500 5,23 U0 5,13 5,09 *
P2-500 + Lc. lactis TAB 24 5,25 ™ 5,13« 5,27 abcde
P2-500 + Lc. lactis TAB 26 5,27 9 5,27 foni 5,26 ooef
P2-500 + Lc. lactis TAB 50 5,23 4¢fo 5,25 °foh 5,23 abcdef
P2-500 + Lc. lactis TAB 57 5,24 °1 5,24 °™ 5,29 bedef
P2-500 + Ec. faecium TAB 7 5,23 %f 5,12 b 5,15 ¢
P2-500 + Ec. faecalis TAB 52 5,27 9 5,33 " 5,34 ¢
P2-500 + Ec. faecalis INIA 4 5,22 cdefo 5,24 °fn 5,27 bedef

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
P2-300: Quesos presurizados a los 2 d con 300 MPa/10°C/10 min.
P2-500: Quesos presurizados a los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min.
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Tabla 77. Valores de pH durante la maduracion de quesos elaborados con distintos fermentos y
sometidos a altas presiones a los 50 d

Tratamiento 51 d 60 d

Control 5169 5,22 %
Lc. lactis TAB 24 5,09 % 5,25 %
Lc. lactis TAB 26 5,13 fon 5,24 %
Lc. lactis TAB 50 5,13 fon 522 %
Lc. lactis TAB 57 5,14 9" 5,28 "
Ec. faecium TAB 7 5,09 %f 5,23%®
Ec. faecalis TAB 52 5,09 %f 5,24 %®
Ec. faecalis INIA 4 5,13 fon 5,15 %
P50-300 5,10 &fon 5,22 %
P50-300 + Lc. lactis TAB 24 5,01 % 5,17 ®
P50-300 + Lc. lactis TAB 26 5,07 % 5,21 %
P50-300 + L. lactis TAB 50 4,99 ® 5,18
P50-300 + L. lactis TAB 57 4,982 5,20 ®
P50-300 + Ec. faecium TAB 7 5,07 % 5,21 %
P50-300 + Ec. faecalis TAB 52 5,02 ¢ 5,20 %
P50-300 + Ec. faecalis INIA 4 4,972 514 %
P50-500 5,10 ©fon 5,28 "
P50-500 + L. lactis TAB 24 5,04 Ped 521%®
P50-500 + Lc. lactis TAB 26 5,09 %f 521°%
P50-500 + Lc. lactis TAB 50 4,99 5,17 @
P50-500 + L. lactis TAB 57 4,99 ® 5,25 %
P50-500 + Ec. faecium TAB 7 5,07 % 5,24 %
P50-500 + Ec. faecalis TAB 52 5,02 ¢ 5,23%®
P50-500 + Ec. faecalis INIA 4 4,962 512°

Medias de la misma columna con distinto superindice difieren significativamente (P < 0,01)
P50-300: Quesos presurizados a los 50 d con 300 MPa/10°C/10 min.
P50-500: Quesos presurizados a los 50 d con 500 MPa/10°C/5 min.

El pH de los quesos sometidos a altas presiones fue inferior a los 51 d que a los 3 d, lo

que coincide con una mayor efectividad frente a los patdgenos de los tratamientos de
altas presiones a los 50 d respecto de los 2 d. Ademas, los quesos sin presurizar
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presentaron unos valores de pH muy similares a los 3 d y los 51, lo que sugiere que la
disminucion del pH se produce durante el tratamiento de presurizacion.

Al final de la maduracion la mayor diferencia de pH entre todos los quesos fue de 0,22
unidades.

Alpas et al. (2000) observaron como con tratamientos con altas presiones aumento la
inhibicién de L. monocytogenes, S. aureus y E. coli O157:H7 en presencia de acido
lactico a pH 4,5 en comparacion con un pH de 6,5. En queso Cheddar, la aplicacion de
200 MPa/20°C/20 min dio lugar a reducciones de E. coli 2 unidades logaritmicas
superiores a las obtenidas en un queso modelo, que atribuyeron al pH &cido del queso
(O’Reilly et al. 2000).

3.4.2.5. Actividad bacteriocina

Se detectd actividad bacteriocina en todos los quesos inoculados con los cultivos
productores de bacteriocinas durante todo el periodo de maduracion, tanto en los quesos
no presurizados como en los presurizados a 300 MPa (Tabla 78). Como se ha
comentado anteriormente, la presencia de esta actividad en los quesos indicaria la
capacidad de los cultivos bacteriocinogénicos de crecer en competicion con la flora
nativa de la leche durante la fabricacién y maduracion del queso.

En los quesos presurizados a los 2 d con 500 MPa no se detect6 dicha actividad ni a los
3 dnialos 20 d, excepto con los productores de nisina Ay Z a los 3 d. Sin embargo, a
los 60 d todos los quesos elaborados con cultivos bacteriocinogénicos presentaron
actividad bacteriocina. Estos resultados sugieren una pérdida de actividad de las
bacteriocinas como consecuencia del tratamiento a los 2 d con 500 MPa/10°C/5 min. A
los 60 d, los microorganismos bacteriocinogénicos habrian podido recuperarse y
producir una cantidad de bacteriocina suficiente para permitir su deteccién en el queso.

En los quesos presurizados a los 50 d con 500 MPa no se detect6 actividad bacteriocina
alos 51y 60 d en presencia de los productores de las bacteriocinas lacticina 481 6 TAB
7, mientras que si se detecto en el resto.

Morgan et al. (2000) observaron un aumento en la actividad de la lacticina 3147 al ser
sometida a presiones superiores a 400 MPa/25°C/30 min. En cambio, con la enterocina
1146 y la pediocina PA-1 no se observo este tipo de efecto.
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La elaboracion de queso de leche cruda es una practica frecuente en numerosos paises
europeos y en Esparia representa una parte importante de la produccion quesera, que en
su mayoria se corresponde a quesos con Denominacion de Origen. Ademas, las
superiores caracteristicas organolépticas de los quesos de leche cruda han sido puestas
de manifiesto por diversos autores (Gaya et al., 1990; Grappin y Beuvier, 1997). El uso
de las altas presiones junto con el empleo de bacterias lacticas productoras de
bacteriocinas como cultivo iniciador o como adjunto en la elaboracion del queso se
presenta como una alternativa para eliminar la presencia potencial de dichos patdgenos
sin alterar las caracteristicas organolépticas.
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Tabla 78. Actividad bacteriocina* a lo largo de la maduracion de queso tipo Hispanico elaborado con
distintos fermentos

Tratamiento

Bacteriocina 3d 20d 51d 60 d
Control - 0 0 0 0
Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 78 7,0 7,0 8,4
Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 9,5 7,0 9,5 75
Lc. lactis TAB 50 Nisina A 15,0 15,0 18,5 16,5
Lc. lactis TAB 57 TAB 57 6,3 5,0 7,0 8,1
Ec. faecium TAB 7 TAB7 8,3 7,0 6,5 7,0
Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 16,0 16,5 14,3 9,8
Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 8,5 9,0 9,3 73
P2-300 - 0 0 - 0
P2-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 8,5 5,0 - 8,0
P2-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 6,5 0,7 - 8,0
P2-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 9,3 15,5 - 7,0
P2-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 5,0 5,0 - 8,0
P2-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 73 0,7 - 8,0
P2-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 15,8 17,5 - 7,0
P2-300 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 10,8 11,5 - 10,0
P50-300 - - - 0 0
P50-300 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 - - 7,0 7,0
P50-300 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z - - 6,5 6,5
P50-300 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A - - 6,5 71
P50-300 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 - - 6,0 7,0
P50-300 + Ec. faecium TAB 7 TAB 7 - - 6,5 7,0
P50-300 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | - - 13,5 7,6
P50-300 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 - 8,8 58
P2-500 - 0 0 - 0
P2-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 0 0 - 6,0
P2-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z 10 0 - 6,5
P2-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A 75 0 - 75
P2-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 0 0 - 6,0
P2-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 0 0 - 6,5
P2-500 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | 0 0 - 6,0
P2-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 0 0 - 7,0
P50-500 - - - 0 0
P50-500 + Lc. lactis TAB 24 Lacticina 481 - - 0 0
P50-500 + Lc. lactis TAB 26 Nisina Z - - 7,0 5,0
P50-500 + Lc. lactis TAB 50 Nisina A - - 7,0 6,0
P50-500 + Lc. lactis TAB 57 TAB 57 - - 6,0 6,0
P50-500 + Ec. faecium TAB 7 TAB7 - - 0 0
P50-500 + Ec. faecalis TAB 52 Enterocina | - - 6,0 6,0
P50-500 + Ec. faecalis INIA 4 Enterocina AS-48 - - 6,0 6,0

*Expresada como diametro en mm del halo de inhibicién frente a C. tyrobutyricum NZ8



Conclusiones

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se han extraido las siguientes
conclusiones:

1. La produccion de reuterina se confirmé en 28 aislados de heces de cerdo. Seis
aislados seleccionados se identificaron como Lb. reuteri por técnicas
convencionales y PCR y se confirm6 la presencia del gen de la glicerol
deshidratasa. La produccion y purificacion de la reuterina se realizé a partir del
aislado Lb. reuteri PRO 137.

2. La combinacion de nisina con enterocina AS-48 dio lugar a un efecto inhibitorio
superior al de las bacteriocinas aplicadas individualmente sobre L.
monocytogenes en leche a 37°C. La aplicacion de las bacteriocinas
individualmente o en combinacion no inhibié a ninguno de los patdgenos Gram-
negativos estudiados.

3. Con el sistema LP en combinacién con nisina o con enterocina AS-48 se
observo un potente efecto sinérgico frente a L. monocytogenes en leche a 37°C,
consiguiéndose reducciones superiores a 8 unidades logaritmicas. A
temperaturas de refrigeracion con la combinacion sistema LP-nisina no se
detect6 L. monocytogenes a partir de los 3-5 d.

4. La aplicacion de citrato en combinacién con nisina no dio lugar a mayores
inhibiciones que las detectadas con citrato individualmente sobre los patdgenos
Gram-negativos en leche refrigerada. El tratamiento sistema LP-citrato mostrd
un efecto inhibitorio sinérgico frente a E. coli 0157:H7 y Sal. choleraesuis. Con
el sistema LP aplicado individualmente se comprobé una inhibicidn
considerable de C. jejuni y A. hydrophila que se incrementé en combinacion con
nisina. El tratamiento mas eficaz frente a Y. enterocolitica fue el sistema LP
aplicado individualmente.

5. La reuterina mostré6 un efecto bactericida frente a todos los patdgenos
investigados excepto frente a L. monocytogenes, con un efecto bacteriostatico.
La combinacién con nisina, lacticina 481 o enterocina AS-48 inhibid
completamente a L. monocytogenes en 24 h a 37°C, asi como con la
combinacién con nisina en leche refrigerada. La aplicacion con bacteriocinas no
incremento el efecto bactericida de la reuterina frente a los patdégenos Gram-
negativos. Con el sistema LP-reuterina se confirmé la inhibicion completa de
todos los patdgenos Gram-negativos en leche refrigerada, excepto E. coli
0157:H7 que presento valores inferiores a 10 ufc/ml.
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6.

10.

11.

En cuajadas mantenidas a 10°C durante 12 d, el tratamiento sistema LP-nisina
inhibid totalmente la poblacién de L. monocytogenes. La combinacién sistema
LP-reuterina-nisina permitio el control de los niveles de S. aureus a lo largo del
periodo de refrigeracion. La combinacién sistema LP-reuterina dio lugar a
cuajadas libres de E. coli O157:H7, Sal. choleraesuis y A. hydrophila durante
todo el periodo de refrigeracion a 10°C.

En queso elaborado a partir de leche cruda se confirmd la inhibicion de L.
monocytogenes por diversos productores de bacteriocinas utilizados como
adjuntos al fermento comercial, con una diferencia de aproximadamente 3
unidades logaritmicas respecto del control en los quesos elaborados con el
productor de enterocina AS-48. Frente a S. aureus el mayor efecto inhibitorio de
los cultivos adjuntos se observd con los productores de bacteriocina TAB 57,
enterocina | y enterocina AS-48, con diferencias de aproximadamente 1,5
unidades logaritmicas respecto del control. En quesos con el productor de nisina
Z se observaron niveles 0,7 unidades logaritmicas mas bajos de E. coli O157:H7
que en el queso control. Los niveles de B. cereus descendieron drasticamente
desde las 6 h de fabricacion del queso, sin apenas detectarse efecto inhibitorio de
las bacteriocinas.

La presurizacion de los quesos con 500 MPa a 10°C durante 5 min tanto a los 2
d como a los 50 d dio lugar a la inhibicién total de L. monocytogenes, S. aureus
y E. coli O157:H7 a lo largo de la maduracion.

La presurizacién con 300 MPa a 10°C durante 10 min a los 2 d en quesos
elaborados con los productores de lacticina 481, nisina A, bacteriocina TAB 57
0 enterocina AS-48 dio lugar a un efecto inhibitorio sinérgico frente a L.
monocytogenes. Al aplicar este tratamiento a quesos de 50 d, se comprobo la
inhibicidn total del microorganismo.

La presurizacién con 300 MPa a 10°C durante 10 min en quesos de 50 d con los
cultivos adjuntos productores de enterocina | y enterocina AS-48 tuvo un efecto
inhibitorio sinérgico frente a S. aureus que dio lugar a la inhibicion total de este
microorganismo en queso de 60 d.

La presurizacion con 300 MPa a 10°C durante 10 min en quesos de 2 d
elaborados con el adjunto productor de bacteriocina TAB 57 dio lugar a valores
de E. coli O157:H7 inferiores a 10 ufc/g en queso de 60 d de maduracion. En
quesos presurizados a los 50 d y en presencia de los cultivos bacteriocinogénicos
la inhibicidon fue superior.
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