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RESUMEN

El consumo de frutas y hortalizas y sus productos minimamente procesados (MP) constituyen una
parte fundamental de la dieta humana. Sin embargo, la seguridad y estabilidad microbioldgica de
los productos MP, basada principalmente en la correcta cadena de frio y practicas higiénicas,
resultan dificiles de controlar. Se reportaron brotes de toxiinfecciones alimentarias debido a su
consumo. En la actualidad, ha surgido la necesidad de buscar alternativas de conservacion natural al
uso de conservadores quimicos, y las bacterias acido lacticas (BAL) puede ser de gran interés. El
objetivo de esta Tesis Doctoral es investigar las propiedades antimicrobianas de BAL de frutas y
hortalizas de la region y, seleccionar cepa(s) que por sus propiedades antimicrobianas proporcionen
valor agregado a la calidad del producto final. Se aislaron e identificaron 157 presuntamente BAL
de ensaladas frutas (EF) y hortalizas (EH), de las cuales 81 fueron seleccionados por sus mejores
crecimiento en medio MRS (pH 5,5 0 4,5) y caracterizadas por sus actividades antimicrobianas
frente a patogenos relevantes para la industria de alimentos (E. faecalis, S. Typhimurium, L.
monocytogenes y dos cepas de E. coli). Ademas, se sumaron 23 cepas pertenecientes al cepario de
nuestro laboratorio, observandose que 53% de las bacterias presentaron actividad inhibitoria fuerte,
por lo menos contra 3 de las 5 cepas indicadoras. Se cuantificé y evalu6 la naturaleza de la
actividad antimicrobiana, determinandose que la misma en BAL de fruta y EF en una buena
proporcion de los casos estuvo asociada, ademas de acidez, a la produccién de otros metabolitos
como perdxido de hidrégeno o de naturaleza proteica lo que constituyé un valor adicional para su
seleccion. En BAL seleccionadas, se evallo su crecimiento en jugo comercial multifruta
pasteurizado y neutralizado en cultivos individuales y co-cultivos con S. Typhimurium y L.
monocytogenes a 37°C. Ademds, se determinaron propiedades de interés tecnoldgicos y
requerimientos en vitaminas lo que permitié finalmente seleccionar las cepas de Lactobacillus
plantarum N8 de naranja, EFf29 y EFj18, identificadas fenotipica y genotipicamente durante este
estudio, para realizar ensayos de inactivaciébn microbiana en matrices alimentarias listas para

consumo (- jugo mixto de manzana/naranja, - frutillas trozadas y - manzanas trozadas). Las BAL se



inocularon (orden 107 ufc/g) e incubaron durante 14 y 21 dias para jugo mixto y frutas trozadas
respectivamente a 4 y 30°C. Ademas se evallo el efecto de CaCl, como potencial agente
preservativo y se analizaron los cambios microbioldgicos, fisicoquimicos y de las propiedades
antioxidantes. En las tres matrices, las cepas inoculadas crecieron alrededor de 1-1,5 U log e
inhibieron el crecimiento de la microbiota natural sin detectarse células, en general, en 2 o 7 dias,
dependiendo principalmente de la matriz alimenticia, a diferencia del control y medio con CaCl..
Ademas, en las matrices inoculadas los atributos sensoriales y la apariencia en general se
conservaron significativamente, especialmente en frutillas trozadas que rapidamente mostraron
signos de deterioro. En conclusion, se proponen las cepas seleccionadas de L. plantarum por sus
propiedades antimicrobianas, nutricionales y tecnoldgicas, especialmente EFf29 y N8, para su
potencial aplicacion como agentes de control de frutas MP, listas para consumo, efectivas aln a

temperaturas abusivas.
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Vegetales y la alimentacion

Las frutas y hortalizas ocupan el cuarto lugar en importancia econémica entre los
productos agricolas en el mundo, y son uno de los mas redituables en los paises en desarrollo. Son
importantes en la nutricion de la mayoria de las culturas del mundo, especialmente en aquellas que
por su economia tienen acceso limitado a proteinas de origen animal (Schwentesius, 2000). En este
sentido, existe una tendencia mundial hacia un mayor consumo de frutas y hortaliza motivada
fundamentalmente por una creciente preocupacion por una dieta mas equilibrada, con menor
proporcién de carbohidratos, grasas y aceites y con una mayor participacion de la fibra dietaria,
vitaminas y minerales. Esto se fundamenta, en parte, en las menores necesidades caloricas de la
vida moderna, caracterizadas por un mayor confort y sedentarismo y las numerosas evidencias
cientificas de los beneficios que aportan a la salud. Sin embargo, la tendencia es cada vez consumir
productos méas frescos y sanos, y lo mas parecido a su forma original. Esto debido a que se ha
asociado el consumo de conservadores quimicos con intoxicaciones, cancer y otras enfermedades
degenerativas, lo que resalta la necesidad de buscar alternativas de conservacion que cubran las
mismas propiedades antimicrobianas y compatibilidad con el alimento (Alvarez Parrilla, 2008).

Las investigaciones cientificas de los Ultimos afios han demostrado que una dieta rica en
frutas y hortalizas protege contra numerosos tipos de cancer y disminuye la incidencia de las
cardiopatias coronarias (Boeing y col., 2012). En este sentido, una reciente revision sistematica y de
meta-analisis sobre la asociacion dosis-respuesta entre el consumo de frutas y vegetales y
mortalidad por enfermedades cardiovasculares reportd reduccion en el riesgo de padecer dichas
enfermedades (Wang y col. 2014) Ademas, una dieta rica en frutas y hortalizas es muy eficaz para
regular el peso corporal dado que, su aporte caldrico es significativamente menor al de otros
alimentos (Mozaffarian, 2016). Asimismo, el consumo de frutas y vegetales es fuertemente
recomendado por prestigiosas organizaciones internacionales tales como: Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), Food and Agriculture Organization (FAO), United States Department of

Agriculture (USDA) y European Food Safety Authority (EFSA) (Djuric, 2011; Ramos y col., 2013
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y Tiwari y Cummins, 2013). Asi, las frutas y hortalizas y sus productos derivados pueden ser
considerados como nutracéuticos; esto es “cualquier sustancia que pueda ser alimento, o parte de un
alimento, y que tenga beneficios médicos, incluyendo la prevencion y el tratamiento de
enfermedades”. Sin duda, el consumo de este tipo de productos marcaréd significativamente la

tendencia en la industria alimenticia para los proximos afos.

Frutas y hortalizas. Definicién y caracteristicas generales

La definicion de frutas y hortalizas es en ocasiones arbitraria, subjetiva y mas
“tradicional” que cientifica. Aunque ambas son vegetales presentan diferencias que permiten
clasificarlos en dos grupos distintos.

Fruta: fruto, infrutescencia, la semilla o las partes carnosas de 6rganos florales, con un
grado adecuado de madurez y propias para el consumo humano. No incluye los frutos secos
(almendra, avellana, castafia, etc.) ni las semillas o frutos oleaginosos (ej.: aceituna, cacahuete,
coco, etc.). En términos generales, las frutas de la industria horticola y fruticola se pueden clasificar
en: - pomaceas (manzana, pera y membrillo), - semillas (mango, melocoton, ciruela, cereza,
durazno), - bayas (fresa), - hesperidio (frutas citricas), - sorosis (mora, pifia), - conocarpo (yaca) y -
sincarpo (chirimoya). En general poseen un pH inferior a 4,5, aunque algunas, como bananas,
melo6n e higos, poseen pH superior. Algunos frutos son considerados erroneamente como hortalizas,
por ejemplo, el tomate es un fruto carnoso clasificado botanicamente como una baya espurea.

Las frutas se clasifican atendiendo a dos criterios:

* Por su naturaleza: - Carnosas: aquellas cuya parte comestible posee en su composicion
al menos un 50% de agua, - Secas: aquellas cuya parte comestible posee en su composicién menos
de un 50% de agua, - Oleaginosas: aquellas que son empleadas para la obtencion de grasas y para el
consumo humano (aceituna, cacahuete, coco, girasol, sésamo).

* Por su estado: - Frescas: destinadas al consumo humano inmediato sin sufrir tratamiento

alguno que afecte a su estado natural, - Desecadas: el producto obtenido a partir de frutas frescas,

2
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cuya proporcién de humedad se ha reducido por la accién natural del aire y del sol, - Deshidratadas:
productos obtenidos a partir de frutas carnosas frescas cuya proporcion de humedad ha sido
reducida mediante procesos apropiados y autorizados.

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) define en su Articulo 887 frutas frescas a toda
fruta destinada al consumo, el cual es el fruto maduro procedente de la fructificacion de una planta
sana, dentro de las cuales la fruta fresca es la que habiendo alcanzado su madurez fisioldgica,
presenta las caracteristicas organolépticas adecuadas para su consumo al estado natural. Se hace
extensiva esta denominacion a las que reuniendo las condiciones citadas se han preservado en
camaras frigorificas. Entre las frutas frescas empleadas durante este trabajo de Tesis Doctoral para
preparar las matrices alimenticias se utilizaron manzanas, frutillas y naranjas (Figura 1). Ellas
fueron elegidas por su gran aceptacion por parte del consumidor y en el caso de frutilla y naranja,

ademas por ser cultivos de gran importancia regional.

Figura 1. Naranjas y frutillas cultivadas en la provincia de Tucuman. Manzana
(variedad Red Delicious) de amplio consumo en nuestra region

Entre los productos derivados de frutas se encuentran los jugos frescos, muy valorados por
su sabor natural y propiedades nutricionales. EI CAA define jugos de fruta fresco a todo aquel jugo
puro obtenido por procedimientos mecanicos a partir de la fruta madura, limpia, sana, seleccionada,
lavada y que no ha sido sometido a un proceso de pasteurizacion, congelado o concentrado luego se
su extraccion. Poseen el color, aroma y sabor caracteristico de la fruta de la que provienen. Por lo
tanto, la produccion de jugos frescos de calidad, implica el manipuleo cuidadoso de la materia

3
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prima y condiciones higiénico- sanitarias estrictas durante su procesamiento. En el presente trabajo
se realizaron ensayos en jugo de naranja y manzana.

Hortalizas: plantas herbaceas horticolas que se pueden utilizar como alimento, ya sea
crudo o cocinados. Las verduras son las hortalizas cuyas partes comestibles estan constituidas por
sus érganos verdes (hojas, tallos o inflorescencias). También se incluyen las setas y las leguminosas
frescas, asi como los alimentos cuya intencion de uso es compartida con el que se hace de las
hortalizas, particularmente: guisantes y habas tiernas, semillas germinadas, maiz dulce y flores.
Sobre la base de la parte comestible de la planta que se utiliza se pueden agrupar en: - hojas
(repollo, lechuga, espinaca, amaranto), - tallo (esparragos), - flores (brécoli), - frutos (melén,
calabazas, pimiento, berenjena), - raices (rdbano, nabo, zanahoria, remolacha, papa), - bulbos
(cebollas, ajo). El pH es generalmente superior a 4,5 con estructuras y composiciones quimicas muy
diversas entre ellas en comparacion con las frutas (Pennington y Fisher, 2010). EI CAA define en su
Articulo 820 hortalizas frescas a la planta herbacea producida en una huerta de la que una 0 mas
partes pueden utilizarse como alimento, corresponde también a la de la cosecha reciente y consumo
inmediato en las condiciones habituales de expendio. Lechuga y zanahoria fueron constituyentes de

la ensalada usada para el aislamiento de bacterias acido lacticas (BAL) durante este estudio.

Figura 2. Lechuga y zanahorias, dos hortalizas
ampliamente consumidas en la region.

Las frutas y hortalizas se encuentran entre los productos alimenticios agricolas mas

valiosos.
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En Argentina, la actividad agricola es uno de los pilares fundamentales de la economia,
cuenta con al menos unos 34 millones de hectéreas en los cuales se desarrollan diferentes cultivos.
En la regién del norte se destaca la produccion de frutas citricas y finas, especialmente limén y
frutillas. En este sentido, en Argentina se cultivan 1.100 hectéareas de frutillas, de las cuales 290 se
encuentran en la zona norte, mayoritariamente en la provincia de Tucuman. La zona tradicional de
produccion de frutillas en esta provincia es Lules, con 230 hectareas. La otra region productora es
Tafi del Valle, donde existen 60 hectareas en los valles de altura. Cabe destacar que el consumo de
esta fruta asi como de frutas finas registra un aumento creciente en los Gltimos afios ya que son
alimentos funcionales con excelentes propiedades nutritivas y terapéuticas, ademas de presentar
colores, formas y sabores muy atractivos. En la Figura 2 se muestra la produccion a nivel nacional y
su impacto en el mercado global de naranja, frutilla y manzana, incluidas en el presente trabajo de
Tesis Doctoral para realizar ensayos de biopreservacion en matrices alimenticias.

Santa Fé- Tucuman-
Buenos Aires

3%

Entre Rios

Corrientes — Neuquén -

Jujuy ~ RioNegro

Salta

529% 45%

Frutilla
Manzana
Naranja

Figura 3. Produccion anual de frutilla, manzana y naranja en argentina.

Por otro lado, en la Tabla 1 se presenta la composicién nutricional tipica de dichas frutas

frescas, ricas acido L-ascérbico (vitamina C), especialmente frutillas y naranjas
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Tabla 1. Principales componentes nutricionales de frutilla, manzana y naranja

. . - Energi

_— Vecronutrientes Microntrients Fibra  Carbohidraos  (por 1000 FF)
Ve P K Mg Na Ca Va Fe Se  Cu Mn Zn g/100g FF kcal
Frutilla 588 24 153 13 1 16 1 410 04 50 390 140 0,4 7,55 30
Manzana 4,6 11 107 5 1 6 3 120 0 30 40 40 13 12,76 48
Naranja 532 14 181 10 0 40 11 100 05 40 30 70 2,4 11,75 47

FF: fruta fresca Vc: vitamina C; P: Fosforo; K: potasio; Mg: magnesio Na: sodio; Ca: calcio; Va: vitamina A; Fe: hierroo; Se: selenio; Cu: col
manganeso; Zn: zinc. (Departamento de Agricultura de Estados Unidos, USDA, 2017; Malaterre y col., 2018)

En general, las frutas son productos ricos en agua, pobres en proteinas (de 1 a 4%) y
lipidos (entre el 0,5 — 0,6%), y en lo referente a carbohidratos, se encuentran entre el 7'y 18%. Son
alimentos de escasa importancia desde el punto de vista plastico y energético; sin embargo, tienen
gran interés por su contenido de micronutrientes como vitaminas, minerales y compuestos
bioactivos beneficiosos para la salud (compuestos fendlicos, fibra, compuestos organosulfurados,
glucosinolatos, etc.) (Tabla 1). Son alimentos con bajo contenido en sodio, calorias y grasa saturada
y carecen de colesterol. Contienen acidos organicos, fitoesteroles, y antioxidantes como compuestos
fendlicos. El agua es el componente mas abundante en frutas, constituyendo méas del 75% de su
peso e incluso en las frutillas supera el 90%. EI consumo de frutas y hortalizas, bien en su estado
solido o en forma de jugos, es una de las principales fuentes de agua que tiene el ser humano en su
dieta (Cano y col., 2005). En cuanto a la energia, el aporte caldrico aportado por las frutas es muy
bajo. Como puede observarse en la Tabla 1 el aporte caldrico de 100 gramos de frutillas frescas es

menos que la mitad de ese valor.

Vegetales frescos y minimamente procesados

El beneficio para la salud del consumo diario de al menos cinco raciones entre frutas y
hortalizas estd bien documentado. En Argentina, no se alcanzan los 600 gramos por persona y dia
que recomienda la OMS en sus objetivos de salud publica, por lo que es importante mejorar el
acceso a estos alimentos, aprovechar su potencial nutritivo y salvar las barreras para su consumo.

Las frutas y verduras pueden ser consumidas como productos frescos, pasteurizados, cocinados al
6
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vapor o calentadas en microondas. Sin embargo, los cambios en el estilo de vida del consumidor
tendientes hacia el consumo de alimentos cada vez méas naturales y saludables, sumado a la falta de
tiempo que requiere la preparacion y coccion de estos alimentos, ha llevado a una demanda de una
gama méas amplia de productos y a la presentacion de los vegetales minimamente procesados
(VMP), cuya disponibilidad en el mercado mundial ha incrementado significativamente (Allende y
col., 2006a; Froder y col., 2007) (Figura 4). Cabe destacar que la definicion, descripcidn y criterios
microbioldgicos de VMP ha sido aprobada para incorporarla al Cddigo Alimentario Argentino
(CAA) a través de la inclusion de los Articulos 925 tris y 925 quater en el Capitulo X1 Alimentos
Vegetales de dicho Cdodigo. VMP se definen cominmente como cualquier fruta u hortaliza que ha
sido sometido a diferentes pasos durante su procesamiento para obtener un producto totalmente
comestible mientras proporciona comodidad, funcionalidad, seguridad alimentaria, ventajas en la
salud, conveniencia a la hora de preparacion, alta valor nutritivo, sabor y grado de frescura similar a
los vegetales frescos (Artéz y Allende, 2017).

VMP han ganado gran popularidad entre los consumidores de todo el mundo lo que ha
llevado a una tendencia global de mayor investigacion relacionada a su procesamiento,
conservacion y comercializacion (Siddiq y col., 2013; Oliveira y col., 2015). EI CAA define VMP
como aquellas hortalizas y frutas frescas, limpias, peladas enteras y/o cortadas, cuyo procesamiento
minimo permite mantener sus propiedades naturales y tornarlas faciles de utilizar por el consumidor
ya sea para consumo directo crudo o para preparaciones culinarias, las que se presentaran
envasadas. Para su obtencion las mismas serdn sometidas a las operaciones necesarias para
garantizar la calidad e inocuidad del producto, de acuerdo a las buenas practicas de manufactura. En

Figura 5 se ilustran distintos productos de frutas y vegetales MP.



INTRODUCCION

- CRECIMI

Precocinados

Queso
Leche

Producto sin
condimentos

m-dzm

Figura 4. Las tendencias del consumo y del consumidor. Adaptado de
Instituto Nacional de Consumo

Figura 5. Frutas y vegetales minimamente procesados

En resumen, alimentos naturales con atributos de frescuras, poco dafiados por calor o frio,
son cada vez mas requeridos por el consumidor y para satisfacer estas demandas, nuevas
alternativas a las técnicas tradicionales de conservacion son necesarias a fin de obtener productos

inocuos, que nutran sin representar un peligro para la salud publica.

Factores del procesamiento que afectan a la calidad de VMP

Uno de los principales problemas que presentan las frutas y vegetales MP es su caracter
perecedero. Durante las diferentes operaciones de preparacion a las que es sometido el producto se
favorecen las reacciones de deterioro: respiracion, transpiracion, produccion de etileno, deterioro

enzimatico que reducen la calidad sensorial y nutricional, y limitan la vida de anaquel. Por otro
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lado, el procesamiento y el tiempo transcurrido hasta su consumo pueden contribuir al crecimiento
de microorganismos patdgenos o indeseables por contaminacion cruzada (materia prima, operarios,
medio ambiente, agua, entre otros) (Alzamora y col., 2000; Selma, 2008; Francis y col., 2012). En
este contexto, las frutas y vegetales MP deben mantener las caracteristicas de frescura y a su vez
deben proveer una vida Gtil conveniente, asegurando un nivel apropiado de inocuidad y valor
nutricional (Alzamora y col., 2000). Por lo tanto las operaciones de manipulacién, procesamiento y
almacenamiento deben ser seleccionadas y realizadas cuidadosamente (Palou y col., 2000).
Operaciones tales como recepcién, seleccion, lavado, pelado, cortado o desgranado segun
corresponda, empaquetamiento bajo diferentes condiciones forman parte del procesamiento minimo
(Figura 6). Todas estas operaciones pueden introducir cambios favorables en el valor nutritivo de
los alimentos, por ejemplo, aumentando la biodisponibilidad de nutrientes bioactivos, pero al
mismo tiempo pueden limitar su vida Gtil debido a un aumento de la superficie expuesta del vegetal
recién cortado y/o incremento de la disponibilidad de nutrientes, lo que favorece su
descomposicién. Por otro lado, el confinamiento de los productos dentro del envase y la falta de
tratamiento para asegurar la estabilidad microbiana, favorecen la multiplicacién microbiana, ademas
de producir ciertos cambios en el vegetal como ablandamiento de tejidos, disminucion del valor
nutricional y presencia de mal sabor (Mantilla y col., 2013; Curutchet y col., 2014; Kim kim y col.,

2014; Finnegan y O'Beirne, 2015).
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Figura 6. Diagrama general del procesamiento minimo de un vegetal

De este modo, la alteracion y vida util de VMP depende de varios factores como la calidad
de la materia prima, tecnologia de la produccién y conservacion e interacciones entre grupos
microbianos (Selma y col., 2008). Actualmente las fabricas de procesamiento requieren materias
primas de alta calidad, homogeneidad y caracteristicas estables que cumplan condiciones
especificas para su uso (Medina y col., 2012). En la Figura 7 se resumen los factores mas comunes
que afectan la descomposicion y vida atil de VMP. Es interesante destacar que el uso de

refrigeracion es un factor de preservacion comlUnmente usado durante el procesamiento y
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conservacion de alimentos MP, listos para consumir, también llamados de 4% gama,. En la
actualidad existe variedad de hortalizas y frutas MP envasadas en atmosferas controladas que
pueden adquirirse en la zona de refrigerados de supermercados y, que mantienen sus propiedades

sensoriales y nutritivas.

eMicrooranismos de
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patégenos

eDeshidratacién
eCaidas

\——
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Mecanico

Cambios
Bioquimico

+Deshidratacion
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produccién de etileno
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de la superficie
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)

Figura 7. Factores que afectan la descomposicion y vida Util de VMP. Adaptado de Artéz y
Allende (2017).

Contaminacion microbiana de frutas y hortalizas
Los factores principales que afectan la sobrevivencia y el crecimiento microbiano en un alimento se
pueden clasificar de la siguiente forma (Alzamora, 2000):

e Factores implicitos y microbianos: microorganismos presentes, velocidades y fases
lag de crecimiento, efectos sinérgicos, etc..

e Factores intrinsecos: aquellos factores quimicos y fisicos que actian dentro del
alimento (nutrientes, pH, actividad de agua, presencia de conservadores y otras
sustancias antimicrobianas, microestructura, etc.).

e Factores extrinsecos: temperatura, humedad relativa, presion parcial de oxigeno, etc.

Las frutas y vegetales frescos en general, son una fuente rica de reservas alimenticias,

principalmente de agua, azlcares, vitaminas, antioxidantes y fibras. Sin embargo, el contenido de

acidos organicos, responsable del bajo pH, son factores intrinsecos que seleccionan el crecimiento

11



INTRODUCCION

de microorganismos &cidos tolerantes tales como BAL levaduras y hongos filamentosos (Sajur y
col., 2007; Savino y col., 2012). No obstante, el procesamiento y manipulacion de los vegetales
frescos y VMP puede proporcionar oportunidades de contaminacion microbiana (IFPA, 2001;
FDA/CFSAN, 2008). En este punto resulta imprescindible cumplir con los requisitos para la
implementacion de Buenas Précticas de Manufactura (BPM) y Analisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (HACCP), evitando asi su contaminacion cruzada (IFPA, 2001; Callejas y col.,
2011; WGA, 2012; EFSA, 2013).

En los ultimos afios, las frutas y verduras han ganado notoriedad como vehiculo de
transmision de enfermedades en todo el mundo. Segun el informe del Sistema de Alerta Répida para
Alimentos y Piensos (RASFF) de la Union Europea, en 2011 se ha constatado un aumento de las
contaminaciones microbiolégicas (en particular de E. coli y Salmonella) en estos productos, tanto
enteros como cortados y MP (VI gama), y también en semillas germinadas y zumos sin pasteurizar.
Sélo en EU el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) estimé que 48 millones de personas,
0 una de cada seis estadounidenses, se enferman por esta causa cada afio (Painter y col., 2013),
siendo aproximadamente un 48% de estos casos vinculados al consumo de frutas y hortalizas
frescas contaminadas. Una gran variedad de microorganismos incluyendo bacterias, virus y
parasitos han sido asociados a enfermedades transmitidas por estos alimentos, sin embargo, las
infecciones bacterianas parecen ser dominantes (Painter y col., 2013). Cuando la fruta es procesada
0 manipulada, las bacterias pueden ser transferidas de la superficie externa a la porcion comestible,
siendo un vehiculo potencial para la transmision de los principales patégenos transmitidos por estos
alimentos (Ukuku y col., 2016). De este modo, los VMP constituyen un medio idéneo para el
crecimiento microbiano porque proveen los nutrientes y la humedad que necesitan para crecer,
resultando mas expuesto a la contaminacién microbiana. Nguyen-the y col (2000) indicé que
levaduras, mohos y bacterias pueden deteriorar VMP, siendo las bacterias predominantes en
condicion de refrigeracion. En este aspecto, Listeria monocytogenes es generalmente la més

problematica debido a su capacidad de permanecer viable e incluso crecer en productos
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almacenados en frio (Sajur, 2007; Zhu y col., 2017). Se ha reportado la multiplicacion de L.
monocytogenes a temperatura de refrigeracion en manzana, meldon y frutas citricas MP (Alegre y
col., 2015), asi como en mango y puré de tomate almacenados a 7 y 4 °C (Lokerse y col., 2016;
Sajur, 2007). Cordano y Jacket (2009) informaron la presencia de L. monocytogenes en ensaladas
de vegetales listos para consumir frescos o refrigerados preparados en puesto de venta de
supermercados de Santiago de Chile. La presencia de Salmonella spp. también han sido descripta en
tomates, brotes de semillas, melén, manzana y frutilla (Beuchat, 2002; Lewis y col., 2006).
Recientemente, Wang y col. (2018) demostraron la capacidad de Salmonella Typhimurium para
crecer en frutillas frescas almacenadas a 25 °C. Por otro lado, brotes de enfermedades ocasionadas
por Escherichia coli O157:H7 han sido asociados con lechuga, berenjena y jugo de manzana,
mientras que E. coli enterotoxigénica con zanahorias y Shigella spp. con lechuga, cebollines y
perejil (Olaimat y Holley, 2012). Por otro lado, el hecho que frutas y hortalizas se consuman crudas
representa un mayor riesgo para la seguridad alimentaria (Hoffmann y col., 2015). En este sentido,
se encontraron brotes de enfermedades transmitidas principalmente por alimentos de hojas verdes,
brotes de semillas, mel6n, manzanas, bayas, papas y cebollas verdes (Fletcher y col., 2013). Sin
embargo no hay demasiada informacién disponible con respecto a la microbiota presente en frutas y
hortalizas MP de nuestra region (Sajur y col., 2007). EI CAA establece en su articulo 925 quarter
que las hortalizas y frutas deberan ajustarse a las siguientes normas microbioldgicas siguiendo los
métodos de referencia del Manual Analitico de Bacteriologia, afio 2002 ((BAM, FDA) segln lo
establecido por normas 1SO: - E. coli NMP: 100 ufc/g; - Salmonella spp: ausencia en 25 g; - E. coli
0157:H7: ausencia en 25 g; - Listeria spp: ausencia en 25 g.

Cabe destacar que ademas de bacterias, hongos pectinoliticos fueron determinados como
agentes de deterioro de frutas y hortalizas frescas y MP, encontrandose entre las principales
especies Penicilium fluorescens y Xanthomonas sp.

Por lo tanto, es evidente la necesidad de métodos de intervencién para mantener la
seguridad e inocuidad de vegetales frescos y MP (Abadias y col., 2008, 2011).
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En este sentido, Alzamora y col (2000) proponen tres iniciativas principales para
garantizar alta calidad e inocuidad:

e Optimizacion de los métodos de conservacion tradicionales para mejorar calidad,

rendimiento y eficiencia energética. Como ejemplos se pueden citar: empaquetamiento

aséptico de alimentos procesados térmicamente, calentamiento 6éhmico, con
radiofrecuencias o infrarrojo, microfiltracion, deshidratacién osmoética o al vacio, secado
dieléctrico y por microondas, enfriamiento criogénico o por dispersion dindmico.

e Desarrollo de procesos leves mediante la combinacion de factores tradicionales de

preservacion fisicos y quimicos, cada uno aplicado en baja intensidad. Por ejemplo:

empaquetamiento en atmosferas controladas/modificadas

e Desarrollo de nuevas técnicas para obtener alimentos con atributos de calidad del

estado fresco. Como ejemplos de tecnologias emergentes se pueden citar: alta presién

hidrostatica, radiacion ionizante, pulsos eléctricos, luz ultravioleta, antimicrobianos
naturales, ultrasonido, Biopreservacion.

Esta Tesis Doctoral confia en aportar al conocimiento sobre el potencial biopreservativo
de BAL aisladas de frutas y hortalizas de la region para comprender mas y mejor sobre la
microbiologia de estos productos con el fin de ofrecer alternativas de conservacion. A continuacion,
se incluye una breve resefia de los microorganismos patdgenos empleados como indicadores
durante este trabajo de Tesis, todos ellos de importancia para la industria como contaminantes de

vegetales frescos y VMP.

Caracteristicas generales de microorganismos patégenos asociados al consumo de VMP
Salmonella Typhimurium
Las salmonellas son los microorganismos patdgenos mas frecuentemente identificados

como agentes etioldgicos de toxiinfecciones alimentarias. Son muchos los alimentos y serotipos de
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salmonellas los implicados en infecciones humanas en paises desarrollados, y en paises en vias de
desarrollo, tal como se ha constatado en las Gltimas décadas (Koohmaraie y col., 2011).

Salmonella, pertenece al género de la familia Enterobacteriaceae esta constituido por
bacilos Gram-negativos, aerobios facultativos, generalmente mdviles, debido a la presencia de
flagelos peritricos. Las salmonellas pueden adaptarse a condiciones adversas, pueden utilizar una
amplia variedad de sustratos orgéanicos con capacidad para metabolizar nutrientes por via
respiratoria o por fermentacién. Las bacterias crecen dptimamente a 37 °C y algunas cepas pueden
crecer a elevadas temperaturas (hasta 54 °C) mientras que otras muestran propiedades
psicrotrdficas, llegando a crecer en alimentos conservados entre 2 y 4 °C, o mantenerse viables
durante largos periodos de tiempo en alimentos almacenados y congelados. Son microorganismos
resistentes a la deshidratacion por lo que se mantienen viables en productos de baja actividad de
agua. Ademas, su resistencia térmica aumenta a medida que disminuye la actividad de agua (ay),
por lo que no debe extrafiar su presencia en leche en polvo. Recientemente también se ha
demostrado que Salmonella spp. pueden adherirse y formar biofilms en superficies que se
encuentran en las plantas de procesado de alimentos (entre las que se incluyen plastico, cemento y
acero); esta capacidad se debe a que posee estructuras de superficie, como la SEF 17 fimbriae, que
facilitan la adhesion a las superficies inanimadas, proporcionando a las células cierta capacidad de
resistencia frente a fuerzas mecanicas (Montville y Matthews, 2008). Esta respuesta adaptativa
puede provocar un incremento de la resistencia de los microorganismos ante factores inactivantes
como tratamientos térmicos, con conservantes, acidificacién, etc. (Montville y Matthews, 2008).

Segun el esquema de clasificacion Salmonella se dividen en dos especies S. bongori y S.
enterica (con seis subespecies arizonae, diarizonae, enterica, hutenae, indica y salamae) (LPSN
bacterio.net). La mayoria aisladas del hombre y de animales pertenecen a S. enterica subespecie
enterica. Entre ellas cabe destacar las serovariedades Salmonella Typhimurium y Salmonella
Enteritidis, por ser las mas comunmente asociadas con brotes de toxiinfeccion alimentaria (Alvarez

Ojeda y col, 2009). Un estudio reciente revelo que 1/143 frutillas importadas en EU estuvo
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contaminada con Salmonella (Food and Drug Administration, 2001). Mas recientemente, frutillas
han sido asociadas con brote de toxiinfeccion causado por S. Typhimurium (Food and Drug
Administration, 2011).

Causan una amplia variedad de enfermedades entéricas humanas, desde leves sintomas de
corta duracién (nauseas y calambres abdominales) a severas gastroenteritis con o sin bacteriemia
como fiebre tifoidea, una enfermedad potencialmente mortal. La salmonellosis transmitida por
alimentos contaminados se caracteriza por un periodo de incubacién de 8 - 72 h y un periodo corto
de duracion de la enfermedad (4 - 7 dias) siendo este tipo de intoxicacion alimentaria raramente
fatal (menos del 1%).

Escherichia coli

Representa la especie tipo del género Escherichia perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae cuyos integrantes se caracterizan por ser bacilos rectos Gram (-), méviles por
flagelos peritricos, no esporulados, aerobios facultativos, catalasa (+) y oxidasa (-). No son
exigentes desde el punto de vista nutricional, fermentan azlcares con produccién de gas y una
mezcla de acidos organicos. En condiciones aerébicas suplen sus requerimientos energéticos a
partir de la degradacion de los carbohidratos a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Se
encuentra como flora intestinal normal del hombre y animales por lo que se la considera como
indicador de contaminacion fecal cuando esta presente en el ambiente, agua y alimentos. Es una
bacteria utilizada frecuentemente en experimentos de genética y biologia molecular. Desde su
identificacion como patdgeno humano E. coli fue considerado como el microorganismo mas
importante responsable de severas enfermedades como el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH),
asociado al consumo de alimentos (Rivero y col., 2004), incluidos frutas y hortalizas crudas y
procesados (Sagdic y col., 2013). En nuestro pais, la infeccion por E. coli enterohemorragica
asociada al consumo de alimentos contaminados se considera como la principal etiologia de SUH

(Riveroy col., 2004).
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Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es la especie caracteristica del género Listeria, perteneciente a la
familia Listeriaceae. Son pequefios bacilos Gram-positivos de extremos redondeados de 0,4-0,5 pm
de didmetro y 0,5-2 um de longitud. Sin embargo, a medida que el cultivo envejece la reaccion de
Gram se torna irregular. Las células pueden encontrarse aisladas, en pares o formando cadenas
cortas, raras veces forman largos filamentos. Esta bacteria es aerobia facultativa, catalasa (+), no
presenta capsula ni forma endosporas. Crece mejor en presencia de baja tensién de oxigeno, elevada
concentracion de didxido de carbono y medios enriquecidos. Fermenta glucosa y ramnosa con
produccion de acidos pero no de gas, hidrolizan esculina y es débilmente B-hemoliticas. Gracias a la
presencia de flagelos peritricos son maéviles a 20 - 25 °C aunque no a 37 °C. En términos generales
pueden crecer en un amplio intervalo de temperaturas, entre 1 y 43 °C, si bien su temperatura
Optima de crecimiento estd comprendida entre 30 y 37 °C. Son psicrotrofos y toleran condiciones de
acidez y de alcalinidad, siendo capaces de crecer entre pH 5,5 y pH 9,6 aunque crece 6ptimamente a
pHs neutro o ligeramente alcalino.

Las especies del género Listeria se encuentran en nichos muy dispares; son bastantes
ubicuas. Ademas, son bastante resistentes a condiciones disgenésicas y pueden desarrollarse en
sustratos muy diversos y en amplios rangos de condiciones ambientales. Se han aislado tanto del
suelo como de aguas residuales, de vegetales en descomposicion, de heces animales, de salas de
mataderos, asi como de alimentos frescos, ahumados y congelados. Las cepas del género Listeria
presentan una gran capacidad para adherirse a superficies vivas e inertes y, requieren solo un corto
espacio de tiempo para la unién e iniciar la adhesion (Keskinen y col., 2008). Por lo tanto,
considerando todas estas caracteristicas, no es de extrafiar que se detecten en muchos alimentos y
que puedan acceder a ellos en cualquier etapa de la produccion.

De las 10 especies incluidas dentro del género, L. monocytogenes es un patdgeno bien
reconocido. Es el agente causal de Listeriosis en el ser humano, que se caracteriza por tener una
baja morbilidad y alta tasa de mortalidad (20 — 30%) (Ramaswamy Y col., 2007). La infeccion por
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Listeria puede causar sintomas leves, como fiebre, gastroenteritis, nduseas, vomitos y diarrea, 0
severos, como meningitis, encefalitis o septicemia en nifios, ancianos o personas inmunodeprimidas
(Ramaswamy y col., 2007). Choi y col. (1994) han demostrado que L. monocytogenes puede
producir infecciones en el hombre por contaminacion en forma indirecta o directa a través del
consumo de leche de animales infectados, o alimentos contaminados como vegetales y frutas y
productos lcteos.
Enterococcus faecalis

Los organismos del género Enterococcus son cocos Gram-positivos, no esporulados,
aerobios facultativos que se presentan individualmente, en pares o en cadenas. Hasta la fecha se
admiten 50 especies (LPSN bacterio.net), siendo las mas relevantes en el ambito alimentario E.
faecalis y E. faecium. Estos y otros representantes del género Enterococos se encuentran
ampliamente distribuidos por doquier, aunque uno de sus principales nichos, como es de suponer
considerando su nombre, es el tracto gastrointestinal de animales y humanos. Las especies
detectadas con mas frecuencia en heces son E. faecalis, E. faecium y E. durans, siendo mas
frecuentes en heces animales de abasto que en las humanas. De todas la especies de enterococcus
asociadas a los humanos, E. faecalis es la predominante (Foulquié y col., 2006). De todas maneras,
este microorganismo debe considerarse ubicuo ya que no solo se aisla de animales de sangre
caliente sino también del suelo, de aguas superficiales, plantas, verduras e insectos. Estos
microorganismos se caracterizan por ser muy resistentes a ambientes disgenésicos incluyendo pHs
alcalinos y elevadas concentraciones de cloruro de sodio. Ademas muchas cepas crecen en un
amplio intervalo de temperaturas, desde temperaturas de refrigeracion hasta los 45°C e incluso mas,
aungue el crecimiento 6ptimo suele cifrarse en torno a los 37°C. Su resistencia y su adaptabilidad a
diversos sustratos y factores que condicionan el crecimiento implica que puedan encontrarse en
muchos alimento, sobre todo en los elaborados a partir de una materia prima que no se trate
térmicamente, como la carne para fabricar embutidos crudos o la leche cruda para ciertos quesos,

aungue también se detectan asiduamente en aquellos que se han higienizado, ya sea por su inherente
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resistencia a los tratamientos conservantes, ya sea como consecuencia de una contaminacion post-
tratamiento, pero, en estos casos, su concentracion suele ser escasa. Por todo esto se les ha
considerado unos buenos indicadores para valorar las condiciones higiénicas y de conservacién de
los alimentos y su posible contaminacion a partir de aguas fecales o heces (Foulquié y col., 2006).
Sin embargo, la presencia de E. faecalis y otros enterococcus en muchos alimentos no siempre se
relaciona con una contaminacion fecal, dejando en entredicho su papel indicado. Sin embargo,
algunas cepas de E. faecalis y otros enterococos son patdgenas oportunista sobre todo en ambientes
hospitalarios, pudiendo causar infecciones del tracto urinario, en algunos casos endocarditis,
incluyendo cuadros esporadicos de infecciones en el sistema nervioso. Este caracter peligroso de los
enterococos se ve acrecentado por el hecho de su demostrada resistencia a muchos antibiéticos, lo
que hace que estos microorganismos se encuentran entre los mas frecuentes causantes de
enfermedades nosocomiales junto a Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Aguirre y col,

2011).

Conservacion de alimentos
Generalidades

La calidad de los alimentos se encuentra afectada por factores fisicos, quimicos,
bioguimicas, microbiol6gicos, cuyo control y en especial el microbiol6gico es esencial para la
preservacion de los alimentos. Esto es debido a que la principal causa de deterioro de los alimentos
es el ataque por diferentes tipos de microorganismos (bacterias, levaduras, mohos y virus), cuyo
problema tiene implicaciones econdmicas evidentes, tanto para los fabricantes (deterioro de
materias primas y productos elaborados antes de su comercializacién, pérdida de la imagen de
marca, etc.) como para distribuidores y consumidores (deterioro de productos después de su
adquisicion y antes de su consumo) (Matamoros, 2009).

La aplicacién de factores de estrés microbiologico es de gran utilidad para lograr la
inhibicion y/o muerte microbiana.
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Métodos de conservacion

Desde el establecimiento de las primeras comunidades prehistéricas los humanos han
aprovechado, inconscientemente en un principio, las actividades que desarrollaban los distintos
microorganismos sobre los alimentos. Ha sido desde el siglo XX cuando se tomé conciencia de su
importancia, tanto en el area del desarrollo como de conservacion. Empiricamente, algunos de estos
alimentos comenzaron a “conservarse” merced a la actividad de microorganismos inocuos que
excluian a los causantes de alteraciones y de procesos patologicos. El proceso que “descubrieron”
se conoce hoy como fermentacion y los ejemplos mas conocidos son, sin duda, la produccion de
alcohol por accién de las levaduras a partir de carbohidratos y la de acido a partir de los mismos
sustratos por la actividad de las bacterias acido lacticas (BAL). Asi, la conservacion biotecnolégica
de los alimentos se ha originado a partir de la compresién cientifica del proceso de fermentacion,
una de las técnicas mas antiguas de conservacion (Holzapfel y col., 1995).

La conservacion de alimentos, en su contexto mas amplio puede definirse como la
aplicacion de tecnologias encargadas de prolongar la vida Gtil y disponibilidad de los alimentos para
el consumo humano y animal, protegiéndoles de microorganismos patdgenos y otros agentes
responsables de su deterioro. El objetivo es mantener, e incluso mejorar, sus caracteristicas
nutritivas, sensoriales e higiénicas, es decir, prevenir cualquier transformacién que implique un
menoscabo de la calidad -nutritiva, higiénica y sensorial del alimento, e intentar mantener su estado
original durante su almacenamiento. Aln hoy en dia, los métodos de conservacién de los alimentos
gue se han llevado a cabo durante miles de afios tales como la salazén, desecacién, o en su término
mas cientifico, deshidratacion, fermentacion y el encurtido siguen siendo operaciones que controlan
las poblaciones microbianas en los alimentos.

Existe una amplia variedad de métodos para aumentar la vida Util y seguridad de un
alimento. Sin embargo, el mejor método es la prevencion de la contaminacion; aunque, esto no
siempre es posible y el uso de técnicas que reduzcan y/o eliminen patdégenos y microorganismos

alterantes es de suma importancia (Corbo y col., 2006).
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Los procedimientos basicos usados en el control microbiano de alimentos incluyen:

¢ Destruccion de todos los microorganismos no deseables mediante métodos fisicos o

quimicos e implementacion de barreras fisicas que impidan la re-contaminacion.

e Mantenimiento del alimento bajo condiciones ambientales que excluyan o minimicen

las actividades microbianas.

¢ Modificacion del alimento o material mediante procesado o adicion de compuestos,

que reduzcan su disponibilidad como sustrato para el desarrollo microbiano.

Los métodos fisicos de conservacién ajustan temperatura ambiental, humedad, presién o
composicion de gas. Dentro de los métodos fisicos de uso comin en la industria alimentaria
podemos mencionar.

e Tratamientos térmicos

¢ Almacenamiento en frio y congelacion

e Procesos de deshidratacion

e Irradiacion con UV o ionizante (rayos gamma, X, y haz de electrones) (Allende y

col., 2006b; Rico y col., 2007).

¢ Retirada mecanica de microorganismos mediante filtracién de liquidos.

e Alta presion hidrostatica, campo eléctrico pulsado (Palgan y col., 2011), campo

magnético oscilante, efectos fotodindmicos, embalaje en atmdsfera modificada vy

ultrasonido (Rico y col., 2007; Oey y col., 2008) y combinaciones de procesos fisicos.

A continuacion se detallan los métodos fisicos de interés para el desarrollo del presente
trabajo de investigacion y las operaciones de conservacion mas frecuentes en la industria:
Tratamientos térmicos

La temperatura es uno de los factores ambientales més importantes que afectan al
crecimiento y supervivencia microbiana. Para cada microorganismo existe una temperatura minima
y méxima por debajo o encima de las cuales no existe crecimiento, respectivamente y una 6ptima

donde el crecimiento ocurre a la maxima velocidad posible (Figura 8).
21



INTRODUCCION

{ *Enzimas y reacciones se
Optima =+ dan a suméaxima velocidad
L posible.

+Disminucién de la actividad
enzimdtica.

*Descenso de la fluidez de la
membrana citoplasmitica.
«Detencién del transporte de

nutrientes.

*Desnaturalizacién e
inactivacion de enzimas
esenciales.

*Colapsamiento de la
membrana citoplasmética.

¢ Lisis térmica de la bacteria. )

!

Maxima

A

_—

*Aumento de la viscosidad
del citoplasma.

f—}
Minima
\

.

Velocidad de crecimiento

Temperatura

Figura 8. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de
los microorganismos. Fuente: Biologia de los
Microorganisos (Brock, 13 edicién)
En la industria alimentaria es una practica comun el empleo de tratamientos térmicos para
destruir los microorganismos existentes e inactivar las enzimas. Cualquiera de ellos va a
menoscabar el valor nutritivo de los alimentos. Obviamente, cuando menos intenso sea el
tratamiento, mejor seré la calidad sensorial del alimento. Se utilizan dos pardmetros de interés, uno
de ellos es el tiempo de reduccion decimal (D) que se define como el tiempo en minutos requerido
para destruir el 90% de la poblacién a una cierta temperatura; el otro es el tiempo de muerte
térmica, que es el tiempo necesario para matar a un nimero dado de organismos a una determinada
temperatura e indican la resistencia térmica de un microorganismo.
Uno de los tratamientos térmicos mas empleados es la pasteurizacién, que inactiva las
enzimas y destruye células vegetativas, es decir bacterias patégenas no esporuladas y
microorganismos alterantes. Otro proceso térmico que se utilizan en la industria es el calentamiento
6hmico que consiste en aplicar alta temperatura durante corto tiempo (HTST), con el fin de
pasteurizar o esterilizar el alimento a mas baja temperatura. Al ser tan rapido, presenta la ventaja de
que el efecto perjudicial, causado por el calentamiento en los alimentos, es minimo ya que los
nutrientes no son destruidos ni alteradas sus cualidades organolépticas. Combinada con el envasado

aséptico proporciona un elevado efecto conservante.
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Almacenamiento en Frio

El almacenamiento en frio consiste en mantener los alimentos a temperaturas bajas, pero
por encima del punto de congelacion (-2°C a 16°C). El tiempo de almacenamiento en estas
condiciones puede variar desde pocos dias hasta semanas, dependiendo de las caracteristicas del
alimento a conservar. La conservacion en frio se basa en que al reducir la temperatura, disminuyen
las velocidades de reacciones quimicas, actividad enzimtica y fluidez de los lipidos de la
membrana citoplasmatica. La refrigeracion frene el crecimiento microbiano, sélo permite el
desarrollo de microorganismos psicroéfilos y psicrotrofos, generalmente bacterias, y si la poblacion
inicial de éstos es alta, los alimentos refrigerados pueden alterarse rapidamente. La congelacion
consiste en bajar la temperatura de un alimento hasta -18°C y mantenerlo almacenado a esta 0 a mas
baja temperatura. Es una metodologia muy eficaz pues conserva sin alterar las cualidades del
alimento, pero muy costosa desde el punto de vista energético. Sin embargo, puede afectar
negativamente al alimento sobre todo si no se hace en éptimas condiciones, ya que su textura puede
perder jugosidad u otras propiedades. Como consecuencia de la congelacion disminuye la
temperatura y la actividad de agua por lo que s6lo pueden crecer microorganismos psicréfilos y
xerotolerantes, generalmente hongos. La congelacion causa maltiples dafios en las estructuras,
enzimas y acidos nucleidos de los microorganismos que pueden llevar a su inactivacién. Si bien los
alimentos congelados son considerados seguros, pueden preservar la viabilidad de microorganismos
patégenos, que durante la descongelacion pueden proliferar a expensas de nutrientes liberados de
las células dafiadas en el ciclo congelacion/descongelacién. Por ello la re-congelacion de los
alimentos descongelados puede ser una practica peligrosa.

La conservacion basada en métodos quimicos usualmente implica la aplicacion de
conservantes quimicos, cominmente conocidos como agentes antimicrobianos. Segun el CAA los
conservantes quimicos son “sustancias que impiden o retardan la alteracion de los alimentos
provocada por microorganismos o enzimas”. La FDA los define como “cualquier sustancia que,
cuando se afiade a los alimentos, tiende a prevenir o retrasar el deterioro de los mismos, sin incluir
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la sal comln, azUcares, vinagre, especias 0 aceites extraidos de especias, sustancias afiadidas a los
alimentos por exposicién directa al humo de lefia, o productos quimicos aplicados por sus
propiedades insecticidas o herbicidas”.

Los antimicrobianos o conservadores pueden tener al menos tres tipos de accion sobre
el microorganismo:

o Danios a la integridad de las membranas (externa y citoplasmatica)

¢ Interferencia con la gran variedad de procesos metabdlicos esenciales (por ejemplo,

metabolismo energético)

¢ Inhibicion de la accién enzimatica, biosintesis de acidos nucleicos o de la pared celular

Consecuentemente algunos agentes antimicrobianos pueden afectar a muchos tipos de
microorganismos, mientras que otros muestran un espectro de accién mas reducido. Del mismo
modo algunos antimicrobianos pueden ser directamente microbicidas, mientras que otros actdan
como microbiostaticos. Los antimicrobianos pueden clasificarse en tradicionales y naturales. Sin
embargo, es preciso destacar que en cualquier caso deben utilizarse en consonancia con las buenas
practicas de higiene. Deben vigilarse y controlarse los niveles empleados para garantizar que se
mantienen en concentraciones eficaces y que los residuos quimicos no excedan de los limites
recomendados por la Comision del Codex Alimentarius.
Agentes antimicrobianos tradicionales

Un conservante es clasificado como tradicional cuando se ubica dentro de cualquiera de
las siguientes categorias: ha sido usado durante muchos afios, ha sido aprobado como
antimicrobiano alimentario en muchos paises, es producido de forma sintética o es inorganico. Sin
embargo, muchos de los conservantes tradicionales de sintesis, se encuentran en la naturaleza, como
el acido benzoico en arandanos, el &cido citrico en tomates o acido sérbico en muchas frutas. Entre
los antimicrobianos tradicionales, se encuentran:

e Acidos organicos y sus esteres, como benzoato de sodio, los sorbatos, &cidos

organicos como acético, lactico, benzoico, propionico, sorbico, sulfitos y nitritos. Los
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acidos orgénicos son cominmente usados como agentes antimicrobianos, acidulantes y
antioxidantes en vegetales frescos y MP (Ruiz-Cruz y col., 2007). Tiene un efecto
significativo sobre la membrana citoplasmética de las bacterias, interfiriendo con el
transporte y mantenimiento del potencial de membrana. A la mayoria de ellos se los
reconoce como seguros y su utilizacidn esté regulada por autoridades competentes.

o Compuestos de cloro, son poderosos germicidas de amplio espectro de actividad. El
efecto bactericida se fundamenta en la capacidad oxidante del cloro en la forma de CI”
Actualmente el cloro es usado como agente de lavado y desinfeccion de vegetales frescos.
Sin embargo, numerosos estudios indican que tiene una eficacia antimicrobiana limitada.
Ademas, ha sido asociado a la produccion de sustancias potencialmente téxicas como sus
derivados carcinogénicos (Abadias y col., 2008; Iglesiasy col., 2018). Hipoclorito se usa
frecuentemente en concentraciones que varian desde 50 a 200 ppm y con tiempos de
contacto menores a 5 min (Rico y col., 2007). También, se emplea didxido de cloro, para
sanear frutas y verduras crudas (hasta 3 ppm) cuya capacidad oxidante es 2.5 veces mayor
que el cloro (Keskinen y col., 2009). El hipoclorito de sodio acidificado mostr6 un efecto
antimicrobiano sustancial contra E. coli O157: H7 y Salmonella sp. cuando se inoculé en
melones de miel y esparragos. Sin embargo, el nimero de estudios todavia es limitado
(Artéz y col., 2009).

e Cloruro sddico es la sustancia més utilizada entre los aditivos alimentarios
tradicionales, inhibe el crecimiento microbiano por su efecto plasmolitico. Ademas, el
NaCl ejerce efectos tales como limitacion de solubilidad del oxigeno, intoxicacion por
iones sodio y cloruros y pérdidas de iones de magnesio.

e lodo, bromo y fosfato trisddico poseen buena actividad antimicrobiana y amplio
espectro de accidn (Parish y col., 2003).

e Compuestos de amonio cuaternario (QAC), son agentes tensioactivos cationicos que

pueden penetrar las superficies de los alimentos mas facilmente que otros desinfectantes.
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Su actividad antimicrobiana es mayor contra hongos y bacterias Gram positivas (Favrin y
col., 2002).

e Peroxido de hidrégeno (H,0,): posee actividad bacteriostatica y bactericida debido a
su fuerte poder oxidante y también a la generacion de agentes citotdxicos (radical
hidroxilo).

e Soluciones a base de calcio: por ejemplo, cloruro de calcio, son ampliamente
utilizadas en frutas y productos delicados con alto indice de senescencia, ya que mantiene
la firmeza del producto.

e (Ozono: es un agente antimicrobiano fuerte con alta reactividad y penetrabilidad. Por
ejemplo, se aplica cominmente para propésitos de saneamiento de vegetales frescos
cortados logrando reducciones microbianas y aumento de la vida util del producto

(Alexandre y col., 2011, 2012; Ramos y col., 2013).

Agentes antimicrobianos naturales

Estudios relacionados al uso de nuevas sustancias naturales con capacidad antimicrobiana
han incrementado significativamente en los ultimos afios. Muchos alimentos contienen compuestos
naturales con actividad antimicrobiana. En estado natural, estos compuestos pueden desempefiar el
papel de prolongadores de la vida util de los alimentos. Incluso muchos de ellos han sido estudiados
por su potencial como antimicrobianos alimentarios directos. El uso de aditivos alimentarios de
origen natural implica el aislamiento, purificacién, estabilizacion e incorporacion de dichos
compuestos a los alimentos con fines antimicrobianos, sin que ello afecte negativamente a las
caracteristicas sensoriales, nutritivas y a su garantia sanitaria. Estos conservantes incluyen
compuestos organicos extraidos de distintas fuentes, muchos de los cuales han sido propuestos para

ser utilizados en alimentos:
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¢ Origen animal: incluye proteinas, enzimas liticas tales como lisozima, hidrolasas tales

como lipasas y proteasas y polisacaridos como el quitosan (Beuchat y col., 2002),

lactoferrina y lactoperoxidasa.

¢ Origen vegetal: incluye compuestos fenolicos provenientes de cortezas, tallos, hojas,

flores, acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en plantas (Beuchat,

2002).

e Origen microbiano: incluye compuestos producidos por microorganismos. Por

ejemplo, las bacteriocinas como nisina, la cual ha sido aprobadas por organismos

reguladores.

Dia a dia se estd aumentando el uso de antimicrobianos naturales que refuerzan la
seguridad en los alimentos y prolongan la vida til de estos frente a las bacterias, hongos y virus.

Varios métodos fisicos 0 quimicos han sido descriptos para preservar e incrementar la
vida util de frutas y vegetales. En la actualidad, se busca la combinacién de dos 0 mas factores que
interaccionen aditiva o sinérgicamente controlando a la poblacion microbiana, evitando la
aplicacién de un solo factor de conservacion en forma severa, lo que mejora la calidad sensorial y
nutrimental del alimento; permitiendo el procesamiento de productos semejantes al producto fresco,
mas sanos, con menos aditivos y listos para preparar y servir (Alzamora, 2000). En casi todos los
paises las tecnologias basadas en la utilizacion conjunta de distintos factores inhibidores para
conseguir la estabilidad microbioldgica final se denominan “tecnologias barrera o de obstaculos”;
(también se conocen como “métodos combinados de conservacion™). Se definen como la
combinacion de barreras o técnicas, insuficientes por separado para proteger el alimento, pero que
en conjunto pueden llegar a impedir o retrasar la actuacion de los factores de alteracion

Entre los métodos mas usados para preservar frutas y hortalizas frescas y MP se destacan
temperaturas de almacenamiento, lavado con solucion clorada, irradiacion, empaquetamiento en
atmosfera modificada y adicion de conservantes (Trias y col., 2008; Randazzo y col., 2009; Rahman
y col., 2011). Sin embargo, la mayoria de las técnicas no muestran completa efectividad e incluso
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afectan negativamente a la matriz del alimento. Microorganismos protectores podrian ser eficientes

para controlar la contaminacién microbiana de VMP de manera natural.

Biopreservacion

A pesar de las tecnologias existentes puestas al servicio de la conservacion de alimentos,
el control de enfermedades transmitidas por alimentos sigue siendo un problema de gran
importancia para la salud (Oliveira y col., 2015). Méas aun, existen microorganismos capaces de
superar el tratamiento fisico o quimico aplicado al alimento, lo que ha provocado que en los Gltimos
afios, incrementen nuevamente las investigaciones en el campo de la conservacion alimentaria hacia
los procesos de fermentacion. El control biolégico se adapta bien con la tendencia actual de
alimentos seguros y naturales y varias bacterias y levaduras se han identificado en este sentido.

Stiles (1996) define biopreservacion como la extension de la vida media e inocuidad de
los alimentos mediante el empleo de su microbiota natural o autdctona y/o de sus metabolitos
antimicrobianos, sin alterar negativamente sus propiedades organolépticas. Este sistema de control
bioldgico presenta un nimero de ventajas comparadas con otros métodos de conservacion:

e El uso de microorganismos antagbnicos es mas seguro en comparacion con la

aplicacién de conservantes quimicos, ya que no se acumulan en los alimentos. La

microbiota nativa compite con los microorganismos patdgenos y alterantes por el espacio

fisico, nutrientes y/o la produccién de compuestos antagonistas que afecten su viabilidad

(Parish, 2003).

e Pueden ser mas persistentes en el tiempo que los tratamientos quimicos lo que dificulta

que los patdgenos desarrollen resistencia a los mismos.

e Tienen efecto insignificante sobre el equilibrio ecoldgico de manera que no destruyen

enemigos naturales de las especies indeseables como lo hacen los tratamientos

tradicionales.
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o Pueden ser compatibles con otros sistemas de control y por lo tanto pueden aplicarse

en forma combinada.

Es muy importante destacar que los microorganismos utilizados como agentes de control
biolégico deben poseer una alta actividad antagonica, ser seguros para la salud humana y no tener
efectos adversos en la calidad sensorial y nutricional del producto.

Las nuevas técnicas de biopreservacion incluyen bacteriéfagos, bacteriocinas vy
microorganismos bioprotectores. Los bacteriéfagos podrian infectar especifica y efectivamente,
multiplicdndose en sus respectivas células bacterianas huésped (Meireles y col., 2016). Sin
embargo, las BAL representan uno de los grupos mas importantes en este sentido, realizando un
proceso fermentativo.

Fermentacion microbiana: Significado y caracteristicas generales

Las transformaciones mas importantes de los alimentos por fermentacién tienen como
sustrato principal los carbohidratos y son fundamentalmente de tres tipos: - fermentacion lactica, -
fermentacion alcohdlica y, - fermentacién acética. Cada una de ellas es producida por
microorganismos especificos, obteniéndose distintos productos finales. Por ejemplo, en la
fermentacion lactica se produce acido lactico como producto Gnico o mayoritario y es realizada
por las BAL.

Aplicada a los alimentos, la fermentacion es una técnica de conservacion utilizada desde
antiguo, que permite obtener productos con caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas
distintas de las de la materia prima de la que proceden. Existen referencias que indican que en
muchas civilizaciones antiguas se consumian alimentos obtenidos por fermentacion como el vino, la
cerveza, las leches fermentadas, el pan o los encurtidos. Con el paso del tiempo, cada pais ha
desarrollado su propia tradicion en la preparacion y produccion de alimentos fermentados y como
muestra de ello, cabe destacar que mientras los paises orientales prefieren el uso de los mohos para
la elaboracion de una gran variedad de leches fermentadas, en los occidentales es mas frecuente el
uso de bacterias y de levaduras

29



ejemplo,

INTRODUCCION

La fermentacion aporta a los alimentos interesantes beneficios (Giraffa, 2004) asi por

e Proporciona estabilidad a los alimentos, por la sintesis de compuestos antimicrobianos
que inhiben el desarrollo de microorganismos patdgenos vy alterantes. Esto hace aumentar
su vida util y seguridad (por ejemplo, &cidos organicos, etanol).

e Al mismo tiempo, aumenta la seguridad de los alimentos, al reducir la presencia de
compuestos tdxicos como las aflatoxinas y/o los compuestos cianogénicos.

¢ Mejora la calidad sensorial y las caracteristicas organolépticas en general, al modificar la
textura y el aroma de los mismos.

e Incrementa el valor nutritivo, por la sintesis de vitaminas, aminoécidos esenciales y
proteinas y por la degradacion de factores antinutricionales que realizan los
microorganismos.

e Es una fuente de valor afiadido a la materia prima, sobre todo de los productos
agricolas, pues permite ampliar el periodo de suministro al mercado, problema importante
por la corta estacionalidad de frutas y hortalizas

e Requiere menor consumo energético que otros métodos de conservacion de alimentos.
Dos opciones tecnoldgicas son usualmente consideradas para la fermentacion:

e Fermentacion espontanea.

e Fermentacion dirigida: uso de cultivos iniciadores o "starters"

Actualmente, la mayor parte de las fermentaciones industriales son procesos dirigidos en

los que se afiaden de forma deliberada cultivos de microorganismos especificos llamados cultivos

iniciadores o “starters”. Estos podrian ser definidos como “preparaciones microbianas que

contienen un elevado nimero de células de al menos un microorganismo y que se afiaden para

acelerar y conducir la fermentacion de un alimento” (Leroy y De Vuyst, 2004). Las ventajas de su

uso no se limitan a la reduccion del tiempo de fermentacion, sino que ademéas disminuyen la

probabilidad de que se produzcan alteraciones y permiten la obtencion de productos de mejor
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calidad organoléptica, més estables y homogéneos. Por todo ello, actualmente la industria
alimentaria relacionada con la produccién a gran escala de productos fermentados, utiliza casi
exclusivamente cultivos iniciadores que contienen cepas definidas, que han reemplazado a las viejas
practicas de fermentacion basadas en el “pie de cuba” o en el empleo de iniciadores con una mezcla
de cepas “desconocidas” (Leroy y De Vuyst, 2004).

Algunas de las caracteristicas deseables en los cultivos iniciadores que vayan a ser
utilizados en la fermentacion de productos vegetales son basicamente las siguientes:

e Capacidad acidificante. Una rapida produccién de 4cidos hara descender el pH, lo que

inhibird el crecimiento de microorganismos indeseables en la etapa inicial de la

fermentacion

e Osmotolerancia (tolerancia a la sal), variando en este caso las exigencias en funcién

del producto a elaborar.

e Temperatura de crecimiento Optima, proxima a la del ambiente del lugar de

fabricacion, lo que permitira una adecuada velocidad del proceso. Siempre sera deseable

gue las cepas seleccionadas tengan ademas una tasa de crecimiento lo mas alta posible a

temperaturas por debajo de su 6ptimo, ya que muchos de estos procesos se llevan a cabo a

temperatura ambiente y en ocasiones ésta es baja.

¢ Baja produccion de didxido de carbono.

e Facilidad de sedimentacion o floculacion, variando en funcion del producto a elaborar

e Resistencia a los bacteri6fagos y a inhibidores, tanto procedentes del fruto como de

otros microorganismos.

e Minimos requerimientos nutritivos.

e Capacidad para producir metabolitos inhibidores del crecimiento de otros

microorganismos (peroxido de hidrégeno y/o bacteriocinas, entre otros) lo que favorecera

su implantacion en el proceso y el control microbiano.

31



INTRODUCCION

e Los productos obtenidos deben tener caracteristicas organolépticas aceptables vy
propias.

e Potencial para incrementar el valor nutritivo del vegetal.

o Preferiblemente, podran ser conservados por congelacion o liofilizacion, sin que se
vean afectadas sus propiedades ni se ocasionen pérdidas en su actividad, lo que hara

posible su produccion a nivel industrial.

En este sentido, Leroy y col. (2015) propusieron una serie de estrategias para la seleccién

de cultivos iniciadores, que se resumen en la Figura 9.
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Seleccion de cepas con actividad antagonica
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Figura 9. Estrategia para la seleccion de un cultivo iniciador para mejorar la calidad y seguridad
microbioldgica de alimentos. Adaptado de Leroy y col. (2015)
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Bacterias lacticas
Caracteristicas generales

Las BAL constituyen un grupo extenso Yy heterogéneo de microorganismos
filogenéticamente relacionados, notablemente versétiles, y, ampliamente distribuidos en la
naturaleza cuya caracteristica principal es la producir 4cido lactico como metabolito final
mayoritario (al menos un 50%) de la fermentacién de carbohidratos. Se caracterizan por ser
bacterias Gram-positivas, inmdviles, no esporuladas, anaerobios aerotolerantes de morfologia
celular cocoide o bacilar de longitud variable, dispuestos en forma individual, de a pares, en tétradas
0 cadenas. Su caracteristica principal es la de ser estrictamente fermentativas y producir como
compuesto final de dicha fermentacion éacido lactico, como producto (nico o mayoritario. Carecen
de la enzima catalasa debido a su incapacidad para sintetizar compuestos porfirinicos, aunque en
ciertas especies se encontrd una pseudo-catalasa cuando crecen en condiciones de aerobiosis
(Axelsson, 2004) y, de citocromo oxidasa. Poseen peroxidasa y superoxido dismutasa que destruyen
el H,0, y el i6n superéxito (O;") respectivamente. Forman colonias color blanco lechoso debido a la
ausencia de citocromos. No poseen cadena transportadora de electrones responsable de la
respiracion (Axelsson, 2004).

Poseen ademas una gran especificidad fisioldgica y sus requerimientos nutricionales son
complejos (Saguir y Manca de Nadra, 2002: 2007), motivo por el que las BAL se encuentran en la
naturaleza asociadas a habitats ricos en nutrientes, como son algunos alimentos, leche, carnes y
vegetales, la boca, el intestino, la vagina, etc. en los que son consideradas “inquilinos” habituales
(Liu y col., 2014). Generalmente utilizan glucidos y compuestos fermentables relacionados como
fuente de energia, por lo que su desarrollo esta restringido a ambientes ricos en azucares (Madigan
y col., 2004). Por este motivo su cultivo en el laboratorio requiere de medios muy ricos que
contengan diversos factores de crecimiento, como vitaminas del grupo B, aminodcidos

preformados, péptidos y bases puricas y pirimidinicas, que resultaran por ello poco selectivos, como
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el MRS o el agar sangre .Toleran bien concentraciones relativamente altas de &cidos y valores de
pH maés bajos que otras bacterias.
Clasificacion taxonémica

Las BAL pertenecen al filum Firmicutes, clase Bacilares y orden Lactobacillales, el cual
incluye seis familias (Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostocceae, Streptococccaceae), a la fecha se han descripto 43 géneros de BAL. De todos los

géneros, el género Lactobacillus es el méas diverso con 224 especies descriptas (www.bacterio.net,

noviembre 2015).

Su clasificacion taxondémica tradicional en los diferentes géneros, estuvo basada
principalmente en los caracteres fenotipicos tales como morfologia celular, tipo de metabolismo
fermentativo de la glucosa, configuracion del acido lactico producido, habilidad para desarrollar a
diferentes temperaturas y concentraciones de sales, tolerancia a &cidos y alcalis. En los Ultimos
afios, el desarrollo y la aplicacion de técnicas bioquimicas y moleculares sofisticadas (Dicks y col.,
1993), como la determinacion de la composicion de bases guanina-citosina del ADN (mol% G+C),
la hibridacion de los acidos nucleicos (ADN:ADN y ADN:ARN) y/o su secuenciacion (Dicks y
col., 1993), han originado importantes cambios.

Por ejemplo, el género Bifidobacterium aunque tradicionalmente estuvo incluido en este
grupo por producir acido lactico a partir de la glucosa, esta filogenéticamente mas proximo al grupo
de los actinomicetos, por lo que ha sido excluido del grupo de las BAL (Axelsson, 1998).

Asi pues, considerando como caracteristicas definitorias de las BAL: la respuesta positiva
a la tincion Gram, la incapacidad de esporular, el caracter microaerdfilo, la ausencia de citocromos,
la de ser catalasas sensu stricto negativas, la capacidad para producir acido lactico como metabolito
final mayoritario de la fermentacion de los hidratos de carbono, el poseer un contenido G+C inferior
al 55 mol% y la de tener una estrecha relacion con los alimentos, se establece que el grupo de las
BAL esta constituido por los géneros: Lactobacillus (L.), Carnobacterium (C.), Streptococcus (S.),

Lactococcus (Lc.), Vagococcus (V.), Enterococcus (E.), Leuconostoc (Ln.), Oenococcus (O.),
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Pediococcus (P.), Weissella (W.) y Tetragenococcus (T.). La Tabla 2 muestra las principales

caracteristicas fenotipicas de estos géneros.
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de las BAL. (Fuente: Axxelson, 1998)

Bacilos Cocos
Carnob. Lactob. Aeroc. Enteroc. Lacctoc. Leucnos. Pedioc.  Streptoc  Tetragenoc. Weissella ®
Vagoc Oenoc.

Formacion de tétradas - - + - - — + — + _
CO2 a partir de glucosa® - t - - - + - - - ¥
Crecimiento a 10 °C + * + + + + + - + +
Crecimiento a 45 °C - * - + - - + + — _
Crecimiento con 6,5% NDf + + + - + ¥ _ . +
NaCl

Crecimiento con 18% NaCl - - - - - - - _ + _
Crecimiento a pH 4,4 ND + - + + + + — — +
Crecimiento a pH 9,6 - - + + - - - - + _
Acido lactico L D,L,DL? L L L D L,DL® L L D,DLY

¥+ positivo; —, negativo; + respuesta variable segiin especies; ND, no determinada.
> \Weissella también puede tener forma bacilar.
¢ Homo o heterofermentacion de la glucosa: negativo y positivo indican homofermentacion y heterofermentacion, respectivamente.
d: Configuracion del &cido lactico producido a partir de la glucosa.
®: Pequefias cantidades de CO, pueden ser producidas, dependiendo del medio.”: Crecimiento negativo en 8% de NaCl. % Produccién de acido D-,L- o DL-
lactico varia entre especies.
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Considerando que los microorganismos estudiados en este trabajo de Tesis Doctoral pertenecen a los

géneros Lactobacillus y Leuconostoc a continuacidn, se detallan sus caracteristicas principales.

Género Lactobacillus

Entre los géneros de BAL, Lactobacillus es el género mas diverso y heterogéneo,
comprende mas de 200 especies y se caracteriza por presentar una gran diversidad filogenética y
metabolica que excede el de una familia bacteriana tipica. Andlisis filogenéticos recientes basados en
los genomas bacterianos revelaron que los lactobacilos se pueden subdividir en al menos 24 grupo
filogenético (Duar y col., 2017). Su morfologia es variable y pueden observarse desde bastones
largos, rectos o ligeramente curvados, hasta cocobacilos (Figura 11). Desde el punto de vista
metabdlico pueden dividirse en tres grupos principales en base a sus caracteristicas de
fermentacion:

o Homofermentativos: incluye las especies L delbrueckii, L. acidophilus y L. helveticus.

e Heterofermentativos facultativos: incluye L. casei, L. rhamnosusy L. plantarum

e Heterofermentativos estrictos: incluye L. brevis, L. fermentum y L. reuteri.

Desarrollan adecuadamente en medios ligeramente acidos con valores de pH inicial entre
6,5-5,5. Por lo general, el crecimiento se detiene cuando el medio alcanza valores de pH entre 3,5-
4,0, dependiendo de la especie y cepa. La especie L. plantarum se encuentra comunmente en el tracto
gastrointestinal humano, como consecuencia de su elevada capacidad de supervivencia a las
condiciones adversas y habilidad para colonizar el intestino. Esta especie es considerada un
microorganismo de grado alimentario, debido a su extenso historial documentado en relacién a su
empleo seguro en alimentos fermentados (de Vries y col., 2006). En la industria alimentaria, esta
involucrada en procesos fermentativos de interés, sin embargo en algunos casos se considera agente
de deterioro.

L. plantarum se utiliza como cultivo iniciador en la fermentacién de vegetales y, conservas

como las aceitunas. En este ultimo caso presenta capacidad de hidrolizar la oleuropeina de las
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aceitunas en salmueras, eliminando su sabor amargo y la especie L. brevis participa en la elaboracion
del pan fermentado, chucrut, kimchi, y cerveza.
Género Leuconostoc

Los miembros de este género se caracterizan por su morfologia en forma de cocos dispuestos de
a pares o en cadenas. Se encuentran generalmente en vegetales frescos y desde alli se diseminan hacia
diversos nichos ecoldgicos, incluyendo leche cruda y productos alimenticios refrigerados. Usualmente no
se consideran parte de la microflora normal humana, aunque algunas cepas han sido aisladas de heces,
muestras vaginales y leche materna (Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004). Actualmente el género
Leuconostoc comprende la especie Ln. mesenteroides (con tres subespecies, mesenteroides, dextranicum
y cremoris) y otras 13 especies. Estas especies se caracterizan por fermentar la glucosa por la via
heterofermetativa estricta, produciendo &cido lactico, diéxido de carbono y etanol (y/o &cido acético).
Producen exclusivamente el isomero D (-) del acido lactico a partir de la fermentacion de azlcares. No
poseen la enzima arginina dehidrolasa, y pueden producir dextrano a partir de sacarosa por medio de una
dextransacarasa (criterios de identificacién de especie). Presentan menor tolerancia a las condiciones
acidas que los lactobacilos (Hemme y Foucaud-Scheunemann, 2004). Su temperatura Optima de
crecimiento se encuentra alrededor de 30 °C con una temperatura minima de 5 °C, salvo raras
excepciones que pueden desarrollar ain a 1 °C y juegan un rol importante en diversas industrias y
produccion de alimentos fermentados tales como salchichas, derivados fermentados de verduras y
cereales y productos lacteos. Aungue, también se lo vincula con aspectos negativos como el deterioro
producido en la industria de la cafia de azlcar y alimentos por formacion de gas y aumento de la
viscosidad.
Metabolismo

Las BAL tienen un metabolismo complejo y diverso lo que les permite adaptarse a
situaciones cambiantes, aunque las condiciones de cultivo impuestas cuando se trabaja con ellas en
el laboratorio limitan sin duda sus posibilidades (Axelsson, 1998). Como se ha indicado

anteriormente, la caracteristica esencial su metabolismo es la produccion de acido lactico como
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principal metabolito de la fermentacién de los carbohidratos, si bien dependiendo del sustrato
disponible produciran ademas otros compuestos.

El estudio del metabolismo de las bacterias abarca dos grandes grupos, el de los azlcares
y compuestos relacionados, donde se incluyen los &cidos orgéanicos y el de los compuestos
nitrogenados.

Metabolismo de azlcares y &cidos orgénicos

Las BAL pueden diferenciarse en dos grupos principales en base a la via utilizada para la
fermentacion de los azlcares y compuestos relacionados, homofermentativos o heterofermentativos
(Madigan y col., 2004). Las bacterias homofermentativas convierten los azucares por la via
Embden-Meyerhoff-Parmas o via glicolitica casi exclusivamente hacia la formacién de &cido
lactico (Figura 7 A) siendo incapaces de fermentar pentosas y gluconato. Las bacterias
heterofermentativas utilizan la via del 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG/PK) o también
denominada via de la pentosa fosfato, produciendo ademas de &cido lactico, dioxido de carbono y
etanol (y/o &cido acético) como productos finales (Figura 10).

La diferencia entre ambas vias reside en la enzima clave aldolasa, la cual esta ausente en
las bacterias heterofermentativas lo que les impide escindir la molécula de fructosa-1,6-difosfato.
En su lugar, oxidan la glucosa-6-fosfato a gluconato-6-fosfato, luego la descarboxilan a xilulosa-5-
fosfato y escinden en gliceraldehido-3-fosfato y acetil-fosfato en presencia de la enzima
fosfocetolasa. Por ultimo, el gliceraldehido-3-fosfato es convertido en acido lactico con la
produccién de una molécula de ATP, mientras que el acetil-fosfato se reduce, en presencia de
NADH, a etanol (Figura 10 B). Es por esta razon que el rendimiento energético de la via
heterofermentativa es la mitad que el de la via homofermentativa en la que se producen 2 moléculas
de ATP a partir de una molécula de glucosa fermentada, sin produccién neta de poder reductor.

Por lo tanto, en base al tipo de mecanismo fermentativo las BAL se dividen en:

I. Homofermentativas estrictas: Fermentan hexosas solamente por la via glicolitica
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Il.  Heterofermentativas facultativas: Tienen la capacidad de utilizar ambas vias,

siendo su metabolismo principalmente homofermentativo. Sin embargo, si se modifican

las condiciones del medio, tales como la concentracién de glucosa, pH, y la disponibilidad

de nutrientes cambian su metabolismo a heterofermentativo (Axelsson, 2004)

I11. Heterofermentativas estrictas: utilizan exclusivamente la via de la pentosa fosfato,

degradando tanto las hexosas como las pentosas por la via 6-PG/PK. 1 mol de ATP es

producido a partir de un mol de glucosa fermentada Figura 10 B) (Ruiz-Rodriguez y col.,

2017)
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Figura 10. Esquema general de la via de Embden-Meyerhoff-Parmas empleada por BAL
homofermentativas (A) y de la via de la pentosa fosfato empleada por BAL heterofermentativas (B)

(Adaptado de Tortora y col., 2007)
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Puede concluirse gue las diferencias entre las BL homo y heterofermentativas, en lo que a
productos finales de la fermentacion se refiere, son consecuencia de diferencias basicas de tipo
genérico Y fisioldgico. Las homofermentativas poseen los enzimas fructosa 1,6-difosfatoaldolasa y
hexosaisomerasa que no tienen las heterofermentativas, mientras que éstas Ultimas poseen una
fosfocetolasa, de la que carecen las primeras.

El rendimiento energético de ambas rutas es también claramente diferente. Las bacterias
homofermentativas son capaces de extraer doble cantidad de energia de la fermentacién de la
glucosa que la que genera la ruta heterofermentativa. Del mismo modo, que la cantidad de &cidos
producida es mayor en la ruta homofermentativa que en la heterofermentativa. Ademas de las
diferencias fisioldgicas comentadas, hay que tener en consideracién que las condiciones de
crecimiento pueden alterar significativamente los productos finales formados. Estos cambios
pueden producirse por la alteracion del metabolismo del piruvato y/o por el uso de otros aceptores
de electrones externos, como el O, 0 algunos compuestos organicos (Axelsson, 2004).

Con referencia al acido lactico producido, hay que indicar que existen dos posibles
isdmeros, el D(-) y el L(+), cuya formacién depende de que el enzima que lleve a cabo la reduccion
del piruvato a lactato sea la D-lactato o la L-lactato deshidrogenasa. Las especies de bacterias
lacticas pueden producir s6lo uno de los isémeros o una mezcla de ambos y tiene importancia
taxondmica el tipo de isémero producido. Cuando se producen ambos enzimas, éstos suelen tener
distinta actividad, lo que da lugar a un exceso de uno de los isdmeros y raramente se produce una

mezcla racémica.

Respecto al metabolismo de los sustratos carbonados es interesante destacar que las BAL son

capaces de degradar con cierta facilidad algunos acidos organicos como el malico, el citrico y el tartarico.

El acido malico es un compuesto que se encuentra en cantidades importantes en los productos

vegetales y en el vino, y es un sustrato comudn para algunas especies de este grupo que lo transforman en

lactico y CO,, proceso que se denomina “fermentacion malolactica”. El enzima que cataliza dicha
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reaccion recibe el nombre de enzima malolactica. Esta fermentacion tiene una gran importancia en el
proceso de vinificacion contribuyendo en gran medida a la formacion del gusto y del aroma de los vinos.
La especie mas importante es Oenococcus oeni.

El &cido citrico estd también presente en cantidades apreciables en la mayoria de los vegetales
y es abundante en los productos lacteos fermentados, donde es considerado el principal precursor del
aroma caracteristico a “mantequilla”.

El acido tartarico, mayoritario en el mosto de uva y detectado también en vegetales aunque en
cantidades poco importantes, es al igual que el malico un buen sustrato para el crecimiento de algunas
BAL. EI mecanismo de degradacién del tartarico es diferente segin se trate de una bacteria homo o
heterofermentativa, produciéndose compuestos distintos en cada caso. Asi, mientras la
homofermentadoras forman acético, lactico y CO,, las heterofermentadoras forman acético, CO, y
cantidades minoritarias de acido succinico.

Metabolismo de los compuestos nitrogenados

Las BAL son capaces de transformar, utilizando distintas rutas metabdlicas, las proteinas, los
péptidos y algunos aminoacidos. Estas han desarrollado “sistemas proteoliticos” complejos que les
permiten utilizar eficientemente las fuentes de nitrégeno presentes en los medios de cultivo, liberando
péptidos y/o aminoécidos, que serdn transportados a través de la membrana citoplasmatica, mediante
sistemas de transporte especificos y finalmente utilizados en el interior celular (Saguir y col., 2008). A
pesar de ello, la presencia de aminoacidos preformados en el medio es de gran importancia para estas
bacterias, dada su limitada capacidad para sintetizar aminoacidos a partir de fuentes de nitrogeno
inorgéanico (Saguir y Manca de Nadra, 2007), ademéas de que, como hemos indicado anteriormente, los
utilizan como fuente de carbono Los sistemas proteoliticos de las BAL son complejos, siendo los mas
estudiados y mejor conocidos, por su importancia tecnoldgica en la fermentacion de la leche, los sistemas
proteoliticos de los lactococos (Kunji y col., 1996) y en especial el de Lc. lactis subsp. lactis, del que se
han aislado e identificado algunas de sus proteasas y peptidasas, tanto extracelulares como intracelulares

En este, las proteasas se localizan en su mayor parte a nivel de la pared celular, aunque también se ha
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detectado una débil actividad intracelular, mientras que las peptidasas estan situadas tanto en la pared,
como en la membrana citoplasmatica, como en el citoplasma. Por accion de las peptidasas se eliminan
péptidos de pequefio tamafo, responsables del sabor amargo de algunos alimentos. En la Gltima fase de la
proteolisis se produce acumulacion de aminoacidos libres, algunos de los cuales influyen en la textura,
son una importante reserva de compuestos precursores de aromas y contribuyen al sabor caracteristico de
algunos alimentos. Ademas de la actividad proteolitica, entre las BAL, es frecuente encontrar especies
capaces de descarboxilar algunos aminoacidos, procesos que llevan a la formacion de didxido de carbono
y la correspondiente amina. La presencia de estas aminas denominadas “bidgenas” ha sido descrita en
algunos alimentos fermentados, como los embutidos, los productos lacteos, los derivados del pescado, los
vinos o los encurtidos(Landete y col. 2005) siendo en estos Gltimos la histamina, la mas frecuentemente
encontrada (Saguir y Manca de Nadra, 2008). En la Figura 11 se muestran algunos ejemplos de las
aminas bidgenas con mayor presencia en los alimentos y los aminoécidos a partir de los que se originan

(Saguir y Manca de Nadra, 2008).

AMINOACIDO PRECURSOR AMINAS BIOGENAS (AB)
Espermidina
" Ornitina Putrescina <

Espermina

Arginina Agmantina

Cisteina Mercapto-etilamina

Histidina Histamina

Fenilalanina Fenilalamina

Serina Etanolamina

5-Hidroxitriptofano ———>  Serotonina

Lisina Cadaverina

Tirosina Tiramina

Figura 11. Aminoacidos descarboxilados por las BAL y sus correspondientes aminas bidgenas
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El gran interés suscitado por estos compuestos, proviene del hecho de que algunas de ellas
como la histamina, pueden ser toxicas incluso ingeridas en bajas concentraciones. Ademas tanto la
tiramina como la histamina tienen propiedades vasoactivas y/o psicoactivas, por lo que su presencia en
los alimentos supone un riesgo importante para los consumidores.

No obstante, para que en los alimentos se produzca acumulacion de AB es necesario que
confluyan circunstancias tales como disponibilidad de los aminoacidos precursores, presencia de
microorganismos con actividad amino descarboxilasa y condiciones favorables tanto para su crecimiento
como para la actividad descarboxilante. La capacidad de las BAL para descarboxilar aminoécidos es
dependiente de la especie e incluso algunos autores (Bover-Cid y Holzapfel, 1999) indican que tiene
carécter intraespecifico, habiéndose observado claras diferencias tanto en la cantidad como en el tipo de
amina producida, entre cepas de una misma especie.

Por los riesgos toxicoldgicos que representa la presencia de AB en los alimentos puede suponer,
la determinacion de la capacidad aminobidgenica es uno de los estudios que deben realizarse en la
seleccion de cepas para el disefio de cultivos iniciadores (Bover-Cid y col., 2001), especialmente en
aquellos que van a ser utilizados en la elaboracién de productos cérnicos, por su elevado contenido en
proteinas. Esta determinacién puede hacerse por métodos cuantitativos como la cromatografia de liquidos
0 cualitativos como el descrito por Bover- Cid y Holzapfel (1999), basado en el cambio de color que se
produce en el medio de cultivo como consecuencia del incremento de pH producido por las
descarboxilaciones. Otros autores (Lucas y Lonvaud-Funel, 2002) por el contrario, han optado por
determinan la presencia de los genes que codifican para las enzimas implicadas en estas
descarboxilaciones utilizando la técnica de la PCR o de reaccion en cadena de la polimerasa. Por dltimo,
las BAL pueden llevar a cabo otras transformaciones en los aminoacidos como son las reacciones de
transaminacion y de desaminacion que, aunque menos frecuentes, son también de gran importancia ya
que conducen a la formacion de aldehidos, fenoles, indoles y otros compuestos azufrados fuertemente

aromaticos, que pueden provocar malos olores.
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Compuestos con actividad antimicrobiana producidos por las BAL

El efecto antimicrobiano de las BAL se debe principalmente a la sintesis y acumulacién en el
medio externo de una amplia variedad de metabolitos primarios y secundarios con propiedades
antimicrobianas, por ejemplo: algunos &cidos organicos, etanol, didxido de carbono, perdxido de
hidrégeno, diacetilo, acetaldehido, benzoatos, isomero D- de algunos aminoécidos, algunos compuestos
no proteicos de pequefio tamafio molecular como la reuterina y las bacteriocinas (Ouwehand, 1998). Los
mecanismos por los que estos compuestos ejercen su accion antimicrobiana son diversos. A continuacion,
se detallan lo més relevantes en relacion con los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis
Doctoral:

e Acidos organicos: lactico, acético, propionico. Es la fraccion no disociada de los

mismos la que ejerce la actividad antimicrobiana al interferir con funciones metabdlicas

esenciales mencionadas anteriormente.

e Dibxido de carbono, es considerado un antimicrobiano de amplio espectro que actla

disminuyendo el pH extra e intracelular y desestabilizando las membranas celulares donde

se acumula. Por su potente actividad antimicrobiana se utiliza como conservante de

carnes, pescados, frutas, verduras y hortalizas refrigeradas, donde inhibe el crecimiento de

microorganismos psicrétrofos, y en la fermentacion de vegetales y ensilados para prevenir

el desarrollo de mohos (Lindgren y Dobrogosz, 1990).

e Peroxido de hidrogeno, presenta un potente efecto antimicrobiano, el cual junto al de

las bacteriocinas merece ser destacado. Las BAL en condiciones de aerobiosis son capaces

de producir peroxido de hidrégeno a partir de la forma reducida de la nicotinamida-

adenindinucleotido (NADH), por accion de una flavoproteina NADH:H,0, oxidasa, y

aunque no poseen catalasa, se autoprotegen de los efectos del H,O, mediante actividades

pseudocatalasicas o bien liberandolo al medio donde se acumula (Condon, 1987). El

efecto bactericida o bacteriostatico del peroxido de hidrégeno es debido a su elevado

poder oxidante, que provoca (i) la peroxidacién de los lipidos de la membrana,
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incrementando de este modo la permeabilidad celular, y (ii) la inactivaciéon de enzimas y
coenzimas mediante la oxidacion de sus grupos sulfhidrilo (Kong y Davidson, 1980). La
elevada toxicidad de este compuesto también puede ser atribuida a su capacidad para
destruir estructuras moleculares basicas como las proteinas y los &cidos nucleicos en los
que es capaz de romper los enlaces intra e intercatenarios y de alterar las bases
nitrogenadas, inhibiendo asi la replicacion cromosémica (Piard y Desmazaud, 1991).

e Bacteriocinas, término propuesto para designar a un grupo de sustancias de naturaleza
proteica con actividad antimicrobiana, producidas por bacterias Gram-negativas y Gram-
positivas. Posteriormente han sido definidas por otros autores (Daeschel, 1993) como
“proteinas o complejos proteinicos con actividad bactericida”. Jack y col. (1995) proponen
luego de una extensa revisién sobre las bacteriocinas producidas por las bacterias Gram-
positivas, una nueva y mas amplia definiciéon considerando a las bacteriocinas como “un
grupo heterogéneo de sustancias con capacidad antimicrobiana, de sintesis ribosomal, que
se secretan al medio con o sin modificaciones postraduccionales y que poseen un espectro
de accidn antimicrobiano reducido y limitado en ocasiones, a algunas cepas de la especie
productora, lo que implica que el microorganismo productor debe poseer algln
mecanismo que le confiere inmunidad a su propia bacteriocina”. Nes y col. (1996)
atribuyen esta inmunidad a la produccion de una proteina de inmunidad especifica
mientras que otros autores (Jack y col., 1995) han sugerido que la inmunidad podria estar
mediada por la accion de proteasas intracelulares que inactivarian la bacteriocina en las
celulas productoras.

Los mecanismos de accién de las bacteriocinas son diversos. La mayoria actian como
bactericidas aungque se han descrito algunas, como la leucocina AUAL187 (Hastings y
col., 1991) o la leucocina S (Lewus y col., 1992) que actian como bacteriostaticas. En
ocasiones la actividad bactericida puede ir acompafiada de la lisis celular del
microorganismo sensible (bacteriocinas bacterioliticas), y algunos autores sugieren que
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esta lisis podria deberse a la liberacion de enzimas autoliticas que en condiciones

normales estan ligadas electrostaticamente a los polimeros superficiales anidnicos de la

pared celular (Jack y col., 1995). Diversos estudios sugieren ademas que las bacteriocinas
son proteinas activas a nivel de membrana cuyo mecanismo de accién primario es la
formacion de poros o canales i6nicos en la membrana citoplasmética de las células

sensibles (Abee, 1995).

Al igual que mencionamos para el peroxido de hidrégeno la capacidad bacteriocinogénica
es una propiedad deseable en las cepas que vayan a ser utilizadas como cultivos iniciadores, por lo
gue se han descrito diversos métodos para su determinacién. En todos los casos suele realizarse un
estudio preliminar en medio s6lido o semisdlido, utilizando los que Hoover (1993) denomind
métodos directos e indirectos y un estudio de confirmacion, cuyo objetivo es asegurar que la
inhibicion del crecimiento es debida a la produccion de bacteriocinas y no a la de otros compuestos
inhibidores. Tanto en los métodos directos como en los indirectos, la actividad antimicrobiana del
microorganismo productor se detecta como una inhibicidn del crecimiento de otro microorganismo
denominado “indicador” (Tagg y col., 1976). En los directos, el microorganismo productor y el
indicador se desarrollan simultdneamente bajo las mismas condiciones de incubacion, y s6lo se
detectara inhibicion si las sustancias antimicrobianas se sintetizan y liberan al medio durante los
primeros estadios del crecimiento. En los indirectos, que son los mas utilizados, el microorganismo
productor se cultiva en un medio solido durante un periodo determinado de tiempo, y a
continuacion el cultivo se cubre con una capa de medio semisélido fundido y atemperado que
contiene el microorganismo indicador. Un ejemplo de estos es el denominado “spot test” o de la
gota sobre agar. Los ensayos indirectos son mas sensibles que los directos y tienen la ventaja de que
permiten que, tanto el microorganismo productor como el indicador, se desarrollen bajo condiciones
Optimas de incubacion. La evaluacion de la actividad bacteriocinogénica de los sobrenadantes libres

de células o de sus concentrados, se puede evaluar mediante ensayos basados de difusion
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tridimensional de las bacteriocinas en un medio sélido o semisdlido y en la inhibicién del
crecimiento de los microorganismos indicadores (Cintas y col., 1998).
Ademas de la amplia gama de sustancias con efecto antimicrobiano, las BAL ejercen su

accion antimicrobiana mediante la competicion por sustrato.

Fermentacion lactica y biopreservacion de frutas y hortalizas

La fermentacion lactica es la base de la bioconservacion como se mencion0 anteriormente. Es
considerada una biotecnologia simple y valiosa para mantener y/o mejorar la seguridad microbioldgica,
nutricion, propiedades sensoriales y la vida Gtil de alimentos fermentados (Demir y col., 2006).

La fermentacién lactica de frutas y hortalizas se puede dividir en cuatro categorias
principales (Figura 12):

i) Vegetales, como pepinos, tomates, pimientos, quimbombd, aceitunas y guisantes verdes

(Dahal y col., 2005).

ii) Frutas como, manzanas, peras, mangos, palmas, limones y pulpas de frutas (Zhang y

col., 2000).

iii) Raices y tubérculos como zanahorias, nabos, remolachas, rabanos, apio, yuca y batata

(Panda y col, 2009).

iv) Jugos, bebidas y batidos innovadores de frutas y verduras (Di Cagno y col., 2013).
En la actualidad, la fermentacion lactica de las verduras tienen un significado industrial
principalmente para hortalizas tales como repollos, pepinos, berenjenas y algunas frutas como
aceitunas mientras que frutas, jugos y VMP todavia resultan innovadores y se ubican dentro de los

emergentes.
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* Pepinos ( Pickle de pepino) - Africa, Asia y América Latina

* Repollo (Sauerkraut) - China , Korea

* Repollo, Rabono y pepino (Kimchi) - Korea

* Repollo y rabano (Gundruk) - Nepal

* Berenjena (Pickle de berenjena Almagro) - Espaiia

* Falsa banana (kocho) -Etiopia

* Hojas de nabo (Sunki) -Japon

* Pepinillo agrio con rdbano (Sinki) - India, Nepal y Bhutan

* Bebida a partir de zanahoria purpura (kanji) -India y Pakista

* Mandioca (Yuca) - Africa, América latina
Raices y Tubérculos

* Aceitunas (Aceitunas fermentdas) -Diversos paises

* Cerezas (Cerezas fermentadas) -Diversos paises

* Bayas de alcaparras (alcaparras fermentadas) -Grecia, Italia

* Jugos de vegetales afiadidos a leche y yoghurts (lacto-juice) -Diversos paises
* Jugo de naranja, manzana, pifia y arandano (jugos fermentados) - Diversos paises
* Mezcla de frutas y verduras que se procesasn como pulpa (batidos) - Diversos paises
* Jugo de uva roja ( Hardaliye) - Turquia

Jugos y batidos de
frutas y vegetales

Figura 12. Ejemplos de verduras y frutas fermentadas tradicionales y emergentes, que se fabrican
en diversas regiones del mundo.

Durante siglos, las BAL se han utilizado en la elaboracion de alimentos fermentados como
productos lacteos y carnicos. Es muy importante resaltar que el consumo extensivo de las mismas,
sin efectos negativos sobre la salud del consumidor les ha valido actualmente el estatus de
organismos "GRAS" (Generally Recognized As Safe, reconocidos en general como seguros).
Actualmente, su uso en la elaboracion de alimentos fermentados, es aceptado como uno de los
métodos de conservacion mas naturales y saludables, y podra constituir una solucion ecolégica para

VMP.
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Cabe resaltar como se mencioné anteriormente que esta técnica de conservacion de
alimentos por fermentacion es muy antigua y aunque actualmente existen otras mas modernas, se
mantiene mas alla de su efecto sobre conservacion n si mismo, por otros interesantes motivos como
por ejemplo porque puede:

* Proporcionar al producto cualidades organolépticas muy apreciadas

« Requiere en comparacion con otros métodos de conservacion (ultracongelacion,

deshidratacion, otros) un bajo costo en instalaciones y un menor consumo energético

« Aportar nutrientes adicionales u otros beneficios al alimento (probidticos)

» Se trata de alimentos “seguros” en los que el riesgo de intoxicacion por CONSUMO es

practicamente inexistente.

Abundante literatura ya ha sido descripta para la fermentacion de repollo y aceitunas para
hacer chucruts y aceitunas de mesa (Hurtado y col., 2012). Pero pocos estudios se han realizados en
la conservacion de matrices frutales.

Trias y col. (2008) caracterizaron diez cepas de Leuconostoc mesenteroides y una de
Leuconostoc citreum aisladas de frutas y verduras frescas por sus propiedades antagénicas contra L.
monocytogenes; encontraron que los acidos organicos, peroxido de hidrédgeno y bacteriocinas
fueron principales mecanismos de inhibicidn. Iglesias y col. (2018) demostraron que Lactobacillus
rhamnosus GGW controld el crecimiento de Listeria spp y Salmonella spp en peras MP
almacenadas a 5 °C. Otros ejemplos, son las cepas Lactobacillus plantarum B2 y Lactobacillus
fermentum PBCC11 que inhibieron el crecimiento de L. monocytogenes en meldn recién cortado
(Russo y col., 2015) mientras que, Luo y col. (2015) investigaron la eficacia antimicrobiana de una
cepa de BAL RD1 aislada de rabano fermentado sobre Salmonella en manzanas frescas. Por otro
lado, Di Cagno y col. (2009) demostraron que cepas de L. plantarum aisladas de tomates podrian
mejorar las propiedades beneficiosas para la salud, sensoriales y la vida util de jugo de tomate
fermentado. La fermentacion espontdnea de frutas y verduras incluye una sucesién de BAL
autéctonas heterofermentativas y homofermentativas, con o sin levaduras (Chung, 2005). Sin
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embargo, el valor poco confiable de la fermentacion espontanea y una serie de factores propician el
uso de cultivos iniciadores caracterizados y seleccionados.

L. plantarum, L. xylosus y L. brevis son especies cominmente usadas como cultivos
iniciadores para la fermentacion de vegetales. En la mayoria de los casos tales cultivos comerciales
no corresponden a cepas autdctonas, por lo que para conseguir propiedades deseables deben ser
adaptados a las condiciones intrinsecas de las materias primas, lo que dificulta su uso. Hasta nuestro
conocimiento ningun estudio ha considerado el uso de cepas autéctonas de BAL seleccionadas de
nuestra region para realizar la fermentacion de VMP, especificamente frutas troceadas. En este
sentido, Sajur y col. (2007) han demostrado que Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides Tsc,
aislado de tomates cultivados en Tucuman, con aptitud para uso industrial, podria ayudar a la
microbiota autdctona, incluida cepas potencialmente patdgenas y alterantes en puré de tomate.
Perez y Saguir (2012) estudiaron el crecimiento, sobrevida y metabolismo de L. plantarum N4
aislado de naranjas cosechadas en Tucuman a temperaturas de refrigeracion y abusiva y, resaltaron
su potencial para ser usado como agente de bio-control y vehiculizar cepas probi6ticas. Los autores
afirmaron que la seleccion de los microorganismos iniciadores es indispensable. Sin embargo, mas
investigacion es necesaria, especialmente en BAL autoctonas de la regién para la seleccion de cepas
con Optimas cualidades para su potencial aplicacién como agente de bio-control de VMP.

Para la fermentacion controlada o dirigida de matrices vegetales se pueden utilizar dos tipos de
cultivos iniciadores:

e  Cultivos al6ctonos: son cultivos originarios de un lugar diferente al lugar o matriz en que se
encuentran (Duar y col., 2017), como ocuure con la mayoria de los cultivos comerciales. Estos cultivos
presentan limitaciones como 1) no considerar otras caracteristicas ademas de la tasa de acidificacion, I1)
su adaptacion a las propiedades fisicoquimicas y funcionales de la matriz en las que se aplican es pobre,
I11) la flexibilidad metabdlica es baja, y 1V) su diversidad no refleja el ecosistema donde son inoculados

° Cultivos autoctonos: son “residentes verdaderos”, es decir, son aislados y reutilizados en la
misma matriz. Estos cultivos presentan un crecimiento méas rapido y competitivo en cultivos mixtos que
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los cultivos aldctonos, mejor adaptacion al sustrato, propiedades antimicrobianas y sensoriales positivas
El uso de cepas autoctonas de BAL en vez de aldctonas como cultivos iniciadores puede potenciar las
propiedades nutricionales, sensoriales y reoldgicas de los productos fermentados y asegurar una vida util
prolongada (Di Cagno y col., 2013, 2017; Filannino y col., 2018). Ademas, las BAL pertenecientes a
nichos especificos pueden presentar rasgos metabolicos especificos como resultado de adaptaciones al
medio ambiente (Endo y col., 2013). Contrariamente a otros alimentos fermentados (por ejemplo, quesos,
embutidos y productos horneados con levadura), el uso de cultivos iniciadores para la fermentacion de
nuevas hortalizas y frutas esta en constante aumento (Montet y col., 2006). En este sentido, la busqueda
de cepas autdctonas adaptadas a las condiciones locales de elaboracion del producto permitira obtener
alimentos vegetales con éptimas cualidades en relacién con su seguridad, propiedades sensoriales y
nutricionales, lo que redundara en beneficios para el sector productivo de la region y el consumidor.

Mas aun, en el mercado local no existen cultivos iniciadores de BAL autdctonas adaptadas a

las condiciones locales para ser utilizados como agentes de biocontrol de VPM, listo para consumo
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HIPOTESIS Y OBIETIVOS

HIPOTESIS

La seguridad de los alimentos es una preocupacion constante en todo el mundo. En la
actualidad ha surgido la necesidad de buscar alternativas de conservacion, esto debido a que se
ha asociado el consumo de conservadores quimicos con intoxicaciones. La necesidad de aumentar
la seguridad de los alimentos, unida a la demanda de los consumidores de alimentos naturales,
con menor tratamiento tecnolégico, mejor calidad nutricional y, una vida Util relativamente larga
determina que se modifique la forma de aplicar las técnicas de conservacion tradicionales y, que
progresivamente surjan nuevas tecnologias.

Bacterias lacticas (BAL) autdctonas pueden ser usadas por sus propiedades
antimicrobianas y, fermentativas como agentes de bio-control para extender la vida dtil y
aumentar la seguridad microbioldgica de derivados de frutas y/o hortalizas de nuestra region,

proporcionandoles al mismo tiempo valor adicional.

OBJETIVO GENERAL

Investigar las propiedades antimicrobianas de BAL aisladas de frutas y hortalizas
frescas y minimamente procesadas (MP) de nuestra regién para su potencial aplicacion como
agentes de bio-control de alimentos vegetales. Al mismo tiempo evaluar sus propiedades

nutricionales y tecnoldgicas, lo que le otorgara un valor adicional al producto final.

Las investigaciones permitirn profundizar los conocimientos sobre el metabolismo de
BAL de frutas y hortalizas y seleccionar cepas que, por sus propiedades antimicrobianas,
tecnoldgicas y nutricionales constituyan un valor agregado para productos, listos para consumo,

derivados de las materias primas en estudio.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Aislar, cuantificar e identificar la microbiota lactica de frutas y hortalizas MP de la region, listos

para consumo.

- Evaluar sus actividades antimicrobianas, asi como de BAL de frutas y hortalizas frescas sobre

bacterias patogenas. Establecer la naturaleza y el modo de accion antibacteriano

-Evaluar el crecimiento en diferentes condiciones de cultivo y en jugo multifruta comercial y, las

propiedades tecnoldgicas y nutricionales de cepas seleccionadas.

-Realizar fermentaciones con cepas seleccionadas en matrices alimenticias almacenadas a 4 y 30

°C.

-Evaluar los cambios microbioldgicos, fisicoquimicos y propiedades antioxidantes en las matrices

inoculadas en comparacion las muestras sin tratar.

- Realizar ensayos de microscopia electronica y analisis sensorial de los alimentos fermentados.
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Capitulo 1

1.1INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas constituyen una fuente alimenticia muy importante en la dieta del ser
humano (Warriner y col., 2005; Abadias y col., 2008). Aportan vitaminas, minerales, azlcares,
aminodcidos esenciales, fibras, sustancias antioxidantes y agua, ademdas su aporte cal6rico es
significativamente menor al de otros alimentos. Son fundamentales en mantener un 6ptimo estado
nutricional reduciendo el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Su 'y Arab, 2006). En nuestro pais el
consumo de vegetales equivale a la mitad de lo recomendado por la Organizacidn de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS):
400 gramos de frutas y hortalizas por dia y por persona. Una razén de esto es el tiempo de elaboracién
prolongado que requiere la preparacion y coccion de estos alimentos. Como solucion a este
inconveniente se presentan los vegetales minimamente procesados (MP), cuya definicion, descripcion y
criterios microbioldgicos han sido aprobados para incorporarlos al Cédigo Alimentario Argentino
(CAA) a través de la inclusion de los Articulos 925 tris y 925 quater en el Capitulo XI, Alimentos
Vegetales de dicho Cédigo. Estos productos presentan caracteristicas organolépticas y nutricionales
similares a las frutas y hortalizas frescas y la ventaja de ser faciles de preparar por el consumidor. Su
minimo procesamiento consiste en operaciones de clasificacion, lavado, pelado, reduccién de tamafio,
etc., por lo cual se comercializan como productos para consumo directo o para preparaciones culinarias
rapidas. En este contexto, las frutas y hortalizas MP constituyen un area importante de rapida expansion.
Sin embargo, la seguridad y estabilidad microbiolégica de los mismos, basada principalmente en la
correcta cadena de frio y practicas higiénicas, resultan dificiles de controlar (Lanciotti, 2003).

Durante las distintas etapas del procesamiento minimo, estos productos pueden ser
contaminados, inclusive con microorganismos patdgenos que si no se manifiestan en forma de lesiones
visibles pueden pasar desapercibidos y dar lugar a toxiinfecciones alimentarias (Beuchat, 2002; Froder y
col., 2007; Sé&nchez y col., 2012; Callejon y col., 2015). Brotes de enfermedades transmitidas por

alimentos causados por patdgenos humanos como Escherichia coli O157:H7 (Ackers y col., 1998,
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Kirezieva y col., 2015), Listeria monocytogenes (Beuchat, 1996; Abadias y col., 2011), Salmonella spp.
(Lin y col., 1996; Salleh y col., 2003; Buck y col., 2003), Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa (Viswanathan y Kaur, 2001) han sido informados. Por lo tanto, el desarrollo de tratamientos
factibles, de bajo costo y eficientes que prolonguen la vida atil y aumenten la seguridad microbiolégica
de vegetales frescos y MP, sacrificando al minimo sus caracteristicas nutricionales y sensoriales
iniciales resulta de gran interés (Del Valle, 2003).

En la actualidad ha surgido la necesidad de buscar nuevas alternativas de conservacion natural
al uso de conservantes quimicos cuyo consumo ha sido asociado con intoxicaciones, lo que llevé a la
falta de aprobacién de algunos de los productos mas efectivos. El control biol6gico encaja bien con esta
nueva tendencia y varias bacterias y levaduras han sido identificadas en este sentido, aungue en muchos
casos con efectos negativos tales como el pardeamiento de frutas o ineficiente inactivacion (Vermeiren
y col., 2004; Leverentz y col., 2006). Entre ellos, las BAL participan en numerosos procesos de
fermentacion y conservacion de alimentos, especialmente de productos lacteos y carnicos, algunos
vegetales y bebidas fermentadas (Stiles y Holzapfel, 1997; Ferndndez Escarlatin, 2000; Palmai y
Buchanan, 2002; Leroy y col., 2003; Trias y col, 2008; Saguir y col., 2009; Siroli y col., 2016;
Maturano y Saguir, 2017). Sin embargo, su actividad antagonica relacionada a la produccion de &cidos
organicos u otras sustancias antimicrobianas (peréxido de hidrdgeno, de naturaleza proteica, etc) y/o
competicién de sustrato ha sido relativamente poco investigada en BAL aisladas de frutas y hortalizas
frescas 0 MP y, menos aln de la region del noroeste argentino. En este contexto, nos propusimos
evaluar la actividad antimicrobiana de BAL de frutas y hortalizas para su potencial aplicacién

tecnoldgica.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Aislar, cuantificar e identificar fenotipicamente la microbiota lactica de frutas y hortalizas
minimamente procesadas.

» Evaluar sus propiedades antagonicas, asi como de bacterias lacticas aisladas de frutas y
hortalizas frescas de nuestro cepario.

» En cepas seleccionadas, caracterizar la naturaleza y el modo de accion antibacteriano.

1.3 MATERIALES Y METODOS

1.3.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

Los microorganismos utilizados en este estudio se muestran en Tabla 1.1. Los aislados
procedieron de muestras de ensaladas de frutas (EF) y hortalizas (EH) obtenidas de un puesto de venta
al pablico de frutas y verduras (verduleria) y de supermercado segun detalla en el apartado 1.3.5.1.
También, se utilizaron cepas de BAL aisladas de frutas y hortalizas de la region pertenecientes a nuestro
cepario (Tabla 1.1), cuyas propiedades beneficiosas en distintos aspectos (nutricionales, funcionales o
aromaticos) justificaron su eleccion (Saguir y Manca de Nadra, 2007; Saguir y col., 2008; Saguir y col.,
2009, Savino y col., 2012; Perez y Saguir, 2012; Perez, 2013; Rodriguez Vaquero y col., 2014;
Maturano y Saguir, 2017).

Los microorganismos se propagaron rutinariamente en medio de cultivo MRS (De Man y col.,
1960), pH 6,5 cuya composicion se describe en el apartado 1.3.3. Las cepas de O. oeni se inocularon en
el mismo medio suplementado con &cido L-malico (5 g/L) y fructosa (4,0 g/L) (MRSMF), pH 4.8.
Todos los cultivos se incubaron a 30 °C durante tiempo necesario. Para el cultivo en placa se adiciond

15 g/L de agar segun se indica en el apartado 1.3.3.
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Tabla 1.1 Origen de los aislados y cepas de bacterias lacticas utilizadas durante este estudio.

Ensalada de Frutas EFfl, EFf2, EFf3, EFf4, EFf5, EFf6, EFf7, EFfS,

(frutas) EFf9, EFf10, EFfll, EFfl2, EFf13, EFfl4,
EFfl5, EFfl6, EFfl7, EFf18, EFfl9, EFf20,
EFf21, EFf22, EFf23, EFf24, EFf25, EFf26,
EFf27, EFf28, EFf29, EFf30, EFf3l, EFf32,
EFf33, EFf34, EFf35 EFf36, EFf37, EFf38,
EFf39, EFf40, EFf41, EFf42, EFf43, EFf44, Ff45,
EFf46, EFf47, EFf48, EFf49, EFf50, EFf51,
EFf52, EFf53, EFf54, EFf55, EFf56, EFf57,
EFf58, EFf59, EFf60, EFf6l, EFf62, EFf63,
EFf64, EFf65, EFf66.

Ensalada de Frutas EFj1, EFj2, EFj3, EFj4, EFj5, EFj6, EFj7, EFj8,

(jugo) EFj9, EFj10, EFjll, EFj12, EFj13, EFjl4,
EFj15, EFj16, EFjl7, EFj18, EFj19, EFj20,
EFj21, EFj22, EFj23, EFj24, EFj25, EFj26,
EFj27, EFj28, EFj29, EFj30, EFj3l, EFj32,
EFj33, EFj34, EFj35, EFj36, EFj37, EFj38,
EFj39, EFj40, EFj4l, EFj42, EFj43, EFj44,
EFj45, EFj46, EFj47, EFj48, EFj49, EFj50,
EFj51, EFj52, EFj53, EFj54, EFj55, EFj56,
EFj57, EFj58, EFj59, EFj60, EFj6l, EFj62,
EFj63, EFj64, EFj65, EFj66

Ensalada de Hortalizas EH1, EH2, EH3, EH4, EH6, EH7, EHS, EH9,
EH11, EH12, EH13, EH14, EH15, EH16, EH17,
EH18, EH19, EH20, EH21, EH22, EH23, EH24,
EH25, EH27, EH34

Jugo de Naranja Lactobacillus plantarum JNB25 Pérez (2013)

Lactobacillus brevis INB23
Jugo de Manzana L. plantarum M42 Savino y col. (2012)
Naranja L. plantarum N4, L. plantarum N8 Arena y col. (1996); Saguir

y Manca de Nadra (2007)

Uva Oenococcus oeni MS46, O. oeni MS9 Saguir y col. (2009)

Pimiento L. plantarum SP33, L. plantarum JP11 Rodriguez Vaquero y col.
(2014)

Berenjena L. plantarum SB1, L. plantarum SB2, L. plantarum Rodriguez Vaquero y col.

SB5, L. plantarum SB6, L. plantarum SB8, L. (2014)
plantarum JB1, L. plantarum JB2 y L. plantarum
JB3
Lechuga L. plantarum SLGR1, L. plantarum SLGR2, L. Rodriguez Vaquero y col.
plantarum SLGR4, L. plantarum SLGR6, L. (2012)
plantarum SLM7 y L. plantarum JLM1

En negrita se muestran los aislados obtenidos durante en este trabajo. Las cepas de BAL de frutas, hortalizas, jugo
de naranja y bebidas fermentadas pertenecen a nuestro cepario y fueron aisladas e identificadas en estudios previos
segln se indica en la columna de “Referencia”.
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1.3.2 Conservacion de los microorganismos

Los cultivos puros de las BAL empleadas durante este estudio se conservaron en medio MRS
en estado liquido y sélido (De Man y col., 1960) durante corto periodo de tiempo (1-3 meses) a 4 °C'y,
durante un largo periodo de tiempo, en caldo MRS con 30% (v/v) de glicerol estéril a -20 °C
(congelacion). El glicerol penetra en las células, protegiéndolas de los efectos de la deshidratacion y
evitando la formacion de cristales de hielo.

Para inocular los medios de pruebas, colonias aisladas se inocularon en medio MRS,

incubaron a 30 °C y, se activaron por sucesivas transferencias a medio fresco.

1.3.3 Medios de Cultivos

e Medio MRS (De Man y col., 1960) con la siguiente composicion en g/L: glucosa, 20;
peptona, 10; extracto de carne, 10; extracto de levadura, 5; fosfato monopotésico, 2,0; acetato de sodio,
5,0; citrato diamdnico, 2,0; sulfato de magnesio, 0,10; sulfato de manganeso, 0,05. El pH se ajust6 a 6,5
+ 0,2. El medio se utiliz6 para cultivar las BAL, ya que su formulacion favorece su desarrollo. Para
cultivar y conservar las cepas de O. oeni, el medio se adiciond con acido L-malico y (4 g/L) y fructosa
(5 ¢/L) y se ajusto a pH 4,8.

El medio liquido MRS se solidificd por el agregado de agar (1,5%, p/v) para recuento de
células viables (agar MRS).

Para pruebas de crecimiento en medios acidos, el MRS se ajusté a pH 4,5 6 5,5 con HCI 0,1 N.

Para el aislamiento de la microbiota lactica, Agar-MRS se suplementé con 2 pg/mL de
cicloheximida (Sigma-Aldrich, Chemical Co, MI, EE.UU.) para inhibir el crecimiento de levaduras
(MRS-C).

Para ensayos de fermentacion, el caldo MRS, sin glucosa, se suplementé con el indicador de
pH purpura de bromo cresol en solucién alcohdlica (0,17 g/L) y la solucién del hidrato de carbono en
estudio, la cual fue esterilizada por filtracion y agregada asépticamente al medio para obtener una

concentracion final de 1,0 g% (p/v). El pH se llevo a 5,5 con HCI 0,5 N. (MRS-pbc).
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e Plate Count Agar (PCA) con la siguiente composicion en g/L: peptona, 5,0; extracto de
levadura, 2,5; glucosa, 1,0, pH 7 £ 0,2. El caldo PCA se suplement6 con 1,5% de agar para el recuento
de microorganismos aerobios mesofilos totales (Agar PCA)

¢ Mac Conkey Agar con la siguiente composicion en g/L: peptona de carne, 17; peptona de
gelatina, 3,0; lactosa, 10; mezcla de sales biliares N° 3, 1,5; cloruro de sodio, 5,0; rojo neutro, 0,03;
cristal violeta, 0,001; agar, 13,5, pH 7,0 £ 0,2. El medio se utiliz6 para aislamiento y recuento de bacilos
Gram negativos aerobios y anaerobios facultativos incluyendo todas las especies de la familia
Enterobateriaceae.

e Medio Gibson con la siguiente composicidon en g/L: sacarosa, 50; triptona de soja, 10;
extracto de levadura, 5; fosfato dipotasico, 5; citrato de amonio, 5; agar, 15. ElI medio se utiliz6 para
diferenciar el metabolismo homofermentativo o heterofermentativo de BAL.

¢ Medio Garvie con la siguiente composicion en g/L: sacarosa, 50; triptona, 10; extracto de
levadura, 5,0; fosfato dipotasico, 5,0; citrato de amonio, 5,0, agar, 15. El medio se utiliz6 para evaluar la
produccién cualitativa de polisacéarido.

e Medio Arginina con la siguiente composicion en g/L: L-arginina, 3,0; triptona, 4,0;
extracto de levadura, 4,0; glucosa, 1,0; peptona de carne, 6,0; y tween 80, 0,1% (v/v). ElI medio se
utilizo para evidenciar la produccién de amoniaco a partir de arginina usando el reactivo de Nessler,
cuya preparacion consistio en: disolver 5,0 g de Kl en 5 mL de agua destilada y agregar una solucion
saturada de HgCl, (6%) hasta la formacion de un precipitado. Luego se agregé 20 mL de NaOH 5,0 Ny
se diluy6 hasta 100 mL con agua destilada, se dejé decantar y, el sobrenadante limpido constituyo el
reactivo de Nessler.

e Medio BHI con la siguiente composicion en g/L: infusion de cerebro de ternera 200;
infusion de corazén vacuno 250; peptona 10; cloruro de sodio 5,0; glucosa 2,0; fosfato disodico 2,5; pH

final 7,4 £ 0,2. El medio se utiliz6 para el crecimiento y recuento de las bacterias patdgenas en ensayos
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de actividad antimicrobiana. Para realizar el ensayo de actividad antimicrobiana mediante la técnica de
la gota, se agreg6 agar al medio BHI al 0,75% (p/v) (medio BHI semi-blando).
Los medios se esterilizaron en autoclave a 121 °C, 20 min, excepto las sustancias termoléabiles
que fueron esterilizadas por filtracion a través de membranas de 0,22 um (Millipore, Merck), y luego se

adicionaron al medio estéril.

1.3.4 Medidas de crecimiento
El crecimiento microbiano se determiné espectrofotométricamente y por el método de las
diluciones sucesivas. En el primer caso se evallo la turbidez producida en el medio liquido, midiéndose
densidad dptica (DO), es decir absorbancia, a una longitud de onda de 560nm (DOsgnm) en
espectrofotometro (WPA Bioware DNA, Biochrom, England).
A =-logT/100
Donde, A: Absorbancia; T: transmitancia
El método de las diluciones sucesivas consistio en realizar diluciones decimales sucesivas de
la muestra, tomar un volumen determinado y sembrarlo en sélido medio. Tras la incubacién a
temperatura 6ptima del microorganismo y una vez desarrollado el cultivo, se contd el nimero de
colonias en aquellas placas conteniendo entre 30 y 300 colonias. Con este dato y, conociendo la dilucién
realizada y el volumen de siembra, se calculé el nimero de unidades formadoras de colonias/mL o
gramo (ufc/mL ¢ ufc/g) dependiendo de la muestra. Los resultados se expresaron como las medias de

los recuentos obtenidos + DE.

1.3.5 Aislamiento de BAL de vegetales MP

1.3.5.1 Muestras

Se analizaron dos muestras de ensalada de frutas (EF) y dos de ensalada de hortalizas (EH)
obtenidas de puesto de verduleria y de supermercado. Las mismas se encontraban en recipientes

cerrados Yy refrigeradas al momento de su compra y, de esta manera se trasladaron al laboratorio donde
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fueron mantenidas a 4 °C hasta su procesamiento. Las muestras presentaron apariencia y calidad
sensorial agradable.

Las EFS estuvieron compuestas por manzanas, bananas, naranjas y duraznos cortados en
trozos pequerios aderezados con jugo de naranja. Ademas, se les agreg6 trozos de frutillas lavados con
agua destilada estéril que se compraron junto con las EFs.

La EH estuvo compuesta por una mezcla de lechuga y tomates cortados y zanahorias ralladas,
sin aderezos. Todas las muestras se prepararon en los locales de venta al publico con un dia de
anticipacion a la compra. Los vegetales, seglin nos informaron en los locales de compra, fueron lavados

con agua antes de su procesamiento (Figura 1.1 A, B, C)

@) (B) (©)

Figura 1.1 Muestras de ensaladas de frutas (EF) y horizas (EH) obtenidas de puesto de verduleria y
supermercado (A, B y C respectivamente).
1.3.5.2 Recuento de la carga microbiana y obtencion de aislados de BAL
Veinticinco gramos de la mezcla de frutas u hortalizas se recogieron al azar, se
homogeneizaron con 225 mL de solucidn fisioldgica estéril por agitacién (150 rpm, 25 °C, durante 30
min), se recolecto el agua de lavado en recipientes estériles y se almacend a 4 °C hasta su utilizacion.
Por otro lado, se tomaron alicuotas del jugo de EFs (25 g) y se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.
La cuantificacion de la carga microbiana de EF y EH se realizé a partir de las muestras de
agua de lavado y de jugo por el método de las diluciones sucesivas, descripto anteriormente. En esta
condicion, alicuotas de 0,1 mL de las diluciones adecuadas se sembraron por triplicado en medios PCA,
agar MRS-C y agar Mac Conkey para recuentos de mesofilos aerobios totales, BAL y coliformes

respectivamente. Las placas de agar MRS-C se incubaron en microaerofilia 30 °C (Anaerobic System
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“Anaerogen”, Oxoid) durante 5 dias mientras que las de PCA y agar Mac Conkey en aerobiosis a 30 y
37 °C respectivamente durante 96 h. respectivamente. Los resultados se expresaron como la media de
los valores obtenidos. Posteriormente, las placas de PCA fueron tratadas con H.O; al 3% (v/v) a fin de
determinar la presencia de colonias catalasa positivas.

Un total de 234 colonias que presentaron morfologias (color, tamafio, forma) tipicas de BAL
se seleccionaron al azar, a partir de agar MRS-C (200: 120 de EFs y 80 EHs) y PCA (34: 20 EFs, 14
EH), se transfirieron a medio liquido MRS, pH 6,5 y se purificaron por repiques sucesivos en agar MRS
incubado a 30 °C durante 72 h en microaerofilia. Esta operacién se realiz6 por lo menos tres veces a fin
de asegurar la pureza de los cultivos. Los cultivos puros que exhibieron morfologia celular de cocos o
bacilos, reaccién de Gram positiva y catalasa negativa se consideraron como pertenecientes al grupo de
las BAL y se seleccionaron para continuar las investigaciones.

Los cultivos puros se conservaron en medio MRS, pH 6,5 seguin se ha descripto en el apartado

1.3.38.

1.3.6 Seleccion de BAL e identificacion fenotipica
1.3.6.1 Preparacién del inéculo

Se prepard una suspension celular a partir de 3-4 colonias de cada cultivo puro que fueron
inoculadas en 5 mL de caldo MRS pH 6,5. Los tubos asi preparados se incubaron a 30 °C hasta observar
turbidez (~ 12 h, en general), luego se tomd una alicuota y se inoculé bajo las mismas condiciones
durante dos veces. Después de 12 h de incubacion (final de fase exponencial), las células de la Gltima
transferencia, se recolectaron por centrifugacion (4000 g, durante 10 min), se lavaron dos veces con
solucion fisioldgica estéril y, se resuspendieron en el mismo diluyente a fin de obtener una DOssonm=
1.0. Esta suspension celular se utiliz6 para inocular los medios de pruebas al 2% (v/v) lo que

correspondi6 a una densidad celular inicial ~ 1-2 x 107 ufc/mL.
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1.3.6.2 Seleccion de BAL en medio MRS, pH 4,5y 5,5
Se evaluo las repuestas de crecimiento de 157 aislados clasificados como BAL en medio MRS
ajustado a pH 5,5y 4,5 a 48 h de incubacion a 30 °C. El crecimiento se determind por medidas de
turbidez (DOseonm) Segln se indico en el apartado 1.3.3 y, se establecieron los porcentajes de

crecimiento relativo al control (MRS, pH 6,5) aplicando la siguiente formula:

Crecimiento (%) = DOprueba X 100/DOcontrol

Donde,
- DO: densidad 6ptica a 560nm; - prueba: MRS ajustado a pH 5,5 6 4,5; -
control: MRS ajustado a pH 6,5

Se seleccionaron aquellos aislados cuyos crecimientos fueron superiores a 80% en ambas
condiciones de cultivo.

Esta propiedad fue considerada como primer criterio de seleccion debido a que el pH
(generalmente acido) de las matrices vegetales representa una barrera principal de control microbiano vy,
el objetivo general de este trabajo de Tesis es seleccionar cepas para su potencial aplicacion como
agentes de biocontrol de frutas y/u hortalizas frescas o MP.

A continuacion, los cultivos puros de las bacterias seleccionadas se caracterizaron
fenotipicamente a nivel de género mediante pruebas morfolégicas, de tincidn, fisiologicas y
bioguimicas. En este estudio se utilizaron como referencia las siguientes cepas de nuestro laboratorio: L.
plantarum N4 y N8, L. brevis INB23 (Pérez, 2013) y Ln mesenteroides ssp mesenteroides Tsc (Sajur y
col., 2007)
1.3.6.3 Pruebas de tincion, bioquimicas y fisiolgicas ensayadas

1.3.6.3.1 Pruebas de tincion. Se realizaron coloraciones simples, de Gram y diferencial a fin
de determinar morfologia, tamafio relativo y disposicion celular, caracter Gram y presencia de

endosporas respectivamente.
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Coloracion simple: El extendido secado y fijado por calor en portaobjeto se cubrié con
solucion colorante azul de metileno. Después de 3 a 5 min de accion, el exceso de colorante fue
eliminado y el portaobjeto lavado suavemente con abundante agua (diferenciador). Las bacterias se
colorearon de azul oscuro.

Coloracion de Gram: Se realizd de acuerdo al protocolo descripto por Harrigan y McCance
(1976) empleando violeta de genciana o cristal violeta (colorante primario), solucion de iodo-ioduro de
potasio (mordiente), la mezcla alcohol absoluto-acetona como diferenciador y, fucsina fenicada de Ziehl
(colorante de contraste). Las bacterias de color violeta, se clasificaron Gram positivas. Las decoloradas
por el diferenciador y re-coloreadas por el colorante de contaste de color rojo, Gram negativas.

Coloracion de Shaeffer-Fulton: El extendido secado y fijado en portaobjeto se colored con
verde de malaquita en presencia de calor hasta emision de vapores durante 10 min, se lavé con
abundante agua; y se agrego el colorante de contraste fucsina basica recubriendo el extendido durante 3
min. Luego, se lav6 con abundante agua, se dejo secar y se observd al microscopio dptico. Las esporas
se observaron de color verde y las formas vegetativas de rojo.

La observacién microscépica de los preparados coloreados se realiz6 con una magnificacién
de 100x, previo agregado de aceite de cedro para el examen por inmersion.

1.3.6.3.2 Prueba de la catalasa: Se colocd 10 ul de inoculo en un portaobjeto adicionado con
agua oxigenada de 10 volumenes. El desprendimiento de burbujas, debido a la accién de la enzima
catalasa bacteriana que descompone el perdxido de hidrégeno liberando oxigeno, indicd resultado
positivo. La lectura de la reaccion se realiz6 hasta 10 minutos después del agregado del reactivo.

1.3.6.3.3 Motilidad: Se prepararon tubos con medio de cultivo MRS semisolido, pH 7,3. Los
aislados se sembraron con aguja por picadura hasta una profundidad de 1,2 cm e incubaron a 30 °C
durante 72 h. Si el microorganismo es movil el crecimiento se propaga desde la linea de inoculacion,
provocando turbidez. En caso contrario desarrolla s6lo a lo largo de la linea de inoculacion y, el medio

circundante se mantiene claro.
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1.3.6.34 Tipo de fermentacion acido lactica: Para diferenciar entre metabolismo
homofermentativo y heterofermentativo, los aislados se inocularon en medio Gibson descripto en el
apartado 1.3.3 e incubaron a 30 °C hasta crecimiento visible. Las cepas con metabolismo
heterofermentativo se evidenciaron por la aparicion de resquebrajamiento del medio agarizado como
consecuencia de la formacion de dioxido de carbono mientras que, las cepas con metabolismo
homofermentativo no modificaron el aspecto del medio.

1.3.6.3.5 Hidrolisis de arginina: Las células se cultivaron en el medio arginina descripto en el
apartado 1.3.3 e incubaron a 30 °C durante 48 h. La produccién de amoniaco a partir de la hidrdlisis de
arginina se determiné utilizando el reactivo de Nessler. La aparicion de un color rojo ladrillo indicé
resultado positivo.

1.3.6.3.6 Fermentacion de azlcares: Se evalud la capacidad de las bacterias para fermentar
diversos hidratos de carbono (1%, v/v) en medio MRS-pbc adicionado con campanita de Durham
invertida. Los medios inoculados fueron incubados a 30 °C. Tras 72 h de incubacion se observaron los
diferentes resultados: - Sin fermentacidon del azlcar (color parpura); - fermentacion del azucar sin
produccion de gas (color amarillo), - fermentacion del aztcar con produccion de gas (color amarillo y
burbuja en campana Durhman). Los resultados negativos se evaluaron hasta 96 h considerando la
presencia de bacterias fermentadoras lentas

1.3.6.3.7 Produccion de dextrano: Las bacterias se sembraron en medio de cultivo Garvie
descripto en el apartado 1.3.3, y se incubaron a 30 °C durante 7 dias. Al final de la incubacién, la
produccion de polisacarido se determind cualitativamente a través de la observacion de colonias
mucoides.

1.3.6.3.8 Crecimiento a diferentes temperaturas: Para determinar la capacidad de los aislados
de crecer a distintas temperaturas se utilizo el protocolo descripto por Mohd Adnan y Tan (2007). Las
células se inocularon en caldo MRS-pbc (apartado 1.3.3), e incubaron en microaerofilia a 15, 30 y 45 °C
durante 7 dias. Luego de este tiempo, la presencia de turbidez y el viraje del indicador de color violeta a

amarillo indico resultado positivo.
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1.3.6.3.9 Crecimiento a diferentes valores de pH: Se evalud la capacidad de las bacterias en
estudio para crecer a pH acido, neutro y basico. Para ello se empleé medio MRS-pbc ajustado a pH 4,0;
7,0 y 9,0. Los cultivos se incubaron a 30 °C durante 7 dias; posteriormente, los resultados se
interpretaron de acuerdo a lo descripto en el apartado 1.3.6.3.8.

1.3.6.3.10 Tolerancia a NaCl: La tolerancia de las BAL a diferentes concentraciones de NaCl
se determiné cualitativamente empleando el medio MRS-pbc suplementado con 2,5; 5,0; y 7,5% (p/v)
de NaCl. La incubacion de los cultivos e interpretacion de los resultados se realizé segun lo descripto en

el apartado 1.3.6.3.8.

1.3.7 Actividad antibacteriana de BAL

Se realizd una extensa caracterizacién “in vitro” de la actividad antagbnica de 104 BAL,;
8laislados provenientes de muestras de EF o EH y 23 cepas pertenecientes a nuestro cepario (Tabla
1.1). Las pruebas de inhibicion se realizaron frente a cuatro cepas bacterianas procedentes de American
Type Culture Collection y una cepa aislada de muestra clinica de un hospital pablico de Tucuman,
Argentina (Rodriguez Vaquero y col., 2007). Las mismas fueron seleccionadas como indicadores de
microorganismos patdgenos causantes de enfermedades transmitidas por vegetales: Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), dos cepas de Escherichia coli (ATCC 25922 y ATCC 700), Salmonella
Typhimurium (ATTC 14028) y Listeria monocytogenes respectivamente. Las cepas indicadoras se
propagaron rutinariamente en medio BHI a 37 °C. Los cultivos puros se conservaron en el mismo medio
en estado sélido a 4 °C y, por congelacion a -20 °C con 20 % (v/v) de glicerol estéril por un periodo
largo de tiempo.
1.3.7.1. Ensayo de la gota

La actividad antimicrobiana se evaltio mediante el método de la gota descripto por Trias y col.
(2008) con algunas modificaciones. Alicuotas (5 pL) de cada cultivo activo de las cepas bacterianas
crecidas en medio MRS, pH 6,5 durante 12 h a 30 °C, se sembraron en agar MRS (1-2 x 107 ufc/mL), se

dejaron reposar durante 30 min a temperatura ambiente e incubaron a 30 °C durante 24 h. Una vez
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desarrolladas las colonias, las placas se cubrieron con 10 ml de medio BHI semisolido conteniendo 2%
(v/v) de un cultivo activo de cada cepa indicadora para obtener una concentracion final de 1-2 x10°
ufc/mL. Las placas se incubaron aerébicamente a 37 °C durante 48 h. La zona de inhibicidn alrededor
de las colonias se determind utilizando una regla calibrada y la actividad antibacteriana se clasificd
como: - Sin inhibicién (0 mm); - Baja (hasta 10 mm); - Moderada (11 a 21 mm) ¢ - Fuerte (mayor a 21
mm).

En base a los resultados obtenidos se seleccionaron las BAL que mostraron actividad
antimicrobiana fuerte al menos frente a tres de las cinco cepas indicadoras ensayadas. Las pruebas se
realizaron por triplicado en 2 ensayos independientes y se realizaron cultivos control de todas las cepas
indicadoras para comprobar su viabilidad.
1.3.7.2 Caracterizacion de la actividad antimicrobiana en sobrenadantes de cultivos

Para caracterizar la naturaleza de la actividad antimicrobiana se emplearon sobrenadantes de
cultivo libre de células (SCL) segun la técnica descripta por Trias y col. (2008). Los SLC de cada BAL
crecida en medio MRS, pH 6,5 durante 24 h a 30 °C (fase estacionaria de crecimiento) fueron obtenidos
luego de remover las células por centrifugacion (4000 g durante 20 min a 4 °C) vy, esterilizarlos por
filtracion usando membranas de 0,22 um de poro (Millipore, Merck).

Los SLC se separaron en las siguientes fracciones: - Fraccion A: consistié de SLC cuyo pH
fue neutralizado con NaOH 0,1N para poner en evidencia inhibicion por presencia de &cidos organicos;
- Fraccién B: consisti6 de SLC neutralizado y tratado con catalasa (Sigma-Aldrich, EU) a una
concentracion final de 0,1 mg/mL a 37 °C durante 1 h para evidenciar la produccion de peréxido de
hidrogeno; - Fraccion C: consistio de SLC neutralizado y tratado con tripsina (Sigma Aldrich, EU) a una
concentracion final de 1 mg/mL durante 1 h a 37 °C para detectar la presencia de bacteriocina. Las
reacciones enzimaticas (Fraccion B y C) fueron incubadas a 67 °C durante 10 min para su detencion,
antes de realizar el ensayo de actividad antimicrobiana. 100 pl de cada SLC (control y fracciones
tratadas) se inocularon por triplicado en 100 pl de medio BHI conteniendo 10° ufc/mL de cada cepa

indicadora. Ademas, 100 pl de medio MRS estéril se inoculé en medio BHI conteniendo 10° ufc/mL de
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cada cepa indicadora como control positivo de crecimiento y se ensayaron en cultivos de microplaca
(Molecular Devices, CA, EU). Las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C.
La actividad antimicrobiana de SLC se evalud frente a S. Typhimurium, L. monocytogenes y
E. faecalis. El crecimiento fue considerado positivo cuando la densidad Optica fue mayor que 0,1

unidad. La Figura 1.2 muestra el diagrama del procedimiento.

4000 g, 4 °C, 20 min l

BAL

MRS, 30 °C, 24 h,
(inicio fase estacionaria) .
Tratamientos

Neutralizado con Neutralizado y Neutralizado y SLC. sin tratar
NaOH 1M tratado con catalasa tratado con tripsina (control)

(Fraccion A) (0,2 mg/mL), 37 °C, (1 mg/mL), 37 °C, 1h

—>| Sobrenadante libre de células (SLC)?

1 h (Fraccién B) (Fraccion C)
— /)
Y
\ 67 °C. 10 min para detener reacciones enzimaticas }

|

- 100 pl SLC (prueba) o MRS estéril (control positivo de crecimiento)?
- 100 pl de medio BHI conteniendo 10°® ufc/mL del indicador

- Medidas de DOsgonm €n lector de microplaca, durante 24 ha 37 °C

- Porcentaje de inhibicién de crecimiento (%)

& SLC control y tratados fueron esterilizados por filtracién, antes de su
inoculacién

Figura 1.2 Diagrama del procedimiento empleado para la obtencidn de SLC bajo diferentes condiciones y ensayo
de actividad antibacteriana.

Para detectar diferencias entre las actividades antibacterianas de los SLCs sin tratar y tratados
se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis (también conocido como test H) para cada variable. A partir de
las medianas obtenidas se establecieron los porcentajes de inhibicion del crecimiento bacteriano

mediante la siguiente formula:
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Inhibicion (%) = 100 - (DOwestc,eaL X 100/DOwecontror)

Donde,
- DO: densidad éptica a 560nm a 24 h de incubacion
- SLC, BAL: sobrenadante de cultivo de BAL de prueba; - Control: sin SLC

A continuacion, se seleccionaron las cepas de BAL gue mostraron actividad inhibitoria fuerte
(= 70%) debida a acidez al menos frente a dos del total de tres cepas indicadoras ensayadas, a las que
presentaron actividad inhibitoria F 6 | asociada a acidez y/u otra sustancia y, actividad inhibitoria F ¢ |
contra una cepa indicadora Gram positiva y una Gram negativa.

Cabe destacar que la misma experiencia se realiz6 empleando SCLs obtenidos de cultivos
bacterianos en medios MRS modificado de las siguientes maneras:

- Disminucion de glucosa de 20 a 2 g/L. (MRS0.2)

- Adicidn de fructosa y acido L-malico (5 g/L) (MRSFM).

En ningln caso se observaron diferencias significativas con respecto a los resultados obtenidos
con SLC de cultivos en medio MRS (control). Por lo tanto dichos datos experimentales no se muestran
en la seccion Resultados y Discusion.
1.3.7.3 Modo de accién de SLC

El modo de accion (bacteriostatico o bactericida) de las sustancias antagonicas presentes en
SLC sin tratar y neutralizado de las 19 cepas seleccionadas se evalué frente a S. Typhimurium, L.
monocytogenes y E. faecalis. Los SLC obtenidos segln se indic6 en el punto 1.3.7.2, se inocularon en
medio BHI conteniendo 10° ufc/mL del microorganismo indicador, ambos en iguales proporciones e
incubaron a 37 °C durante 24 h. Se us6 como control positivo medio MRS estéril en lugar de SLC. El

crecimiento se cuantificoO mediante el método de diluciones sucesivas (ufc/mL).

1.3.8 Anélisis Estadistico
Los resultados obtenidos a partir de dos o tres experiencias independientes se sometieron a
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analisis estadistico empleando el programa Infostat (70). Se emple6 el analisis de varianza (ANOVA)
utilizando la prueba de Tukey para realizar comparaciones multiples de las medias. Para ensayos de
actividad antimicrobiana de SLC en cultivos de microplaca se utilizd la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para realizar comparaciones multiples de las medianas. La significancia estadistica se

determind para P < 0,05.

1.4 RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1 Cuantificacion de la carga microbiana de EF y EH. Aislamiento de BAL

La tendencia actual en alimentacién se refleja en un aumento de popularidad de productos
frescos, listos para consumo. Entre ellos, el consumo de frutas y verduras cortadas aumentd
fuertemente. Sin embargo, no hay todavia suficiente informacion sobre su calidad microbiol6gica v,
menos aun en productos de elaboracion local. En este contexto se cuantificd la carga microbiana de
ensaladas de frutas (EF) y de hortalizas (EH), listas para consumo, empleando los medios de cultivos
PCA, agar MRS-C y agar Mac Conkey para el recuento de aerobios totales, BAL y coliformes
respectivamente. Cabe destacar que los recuentos microbianos medios expresados, como log ufc/g no
mostraron variaciones significativas (P < 0,05) dependiendo del origen de la muestra para cada tipo de
ensalada analizada (Datos no mostrados). Por lo tanto, para el analisis se consideraron los valores
promedios de los recuentos medios de cada muestra para cada tipo de ensalada analizada.

Los recuentos microbianos totales variaron de 10° a 108 ufc/g y, fueron significativamente mas
altos en EF que en EH (Tabla 1.2), en concordancia con resultados fueron informados por Graca y col.
(2017) y Faour-Klingbeil y col. (2016) para EF elaborada con mango, papaya, melon, pifia y frutilla en
Portugal y ensalada de vegetales frescos elaborada en la Republica del Libano respectivamente. Sin
embargo, Abadias y col. (2008) reportaron mayores recuentos totales en EH ( compuesta por tomates y
lechuga frescas) que en EF (manzana, pifia, naranja, mango y melocotén) correspondientesa 7,5y 4,0 U

log (unidades logaritmicas), respectivamente.
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En el presente estudio, en las muestras de EF los mayores recuentos microbianos promedios
fueron determinados en agar MRS-C (9,5 x 10" y 1,9 x 10" ufc/g para el jugo y las frutas
respectivamente) y, estuvieron representados principalmente por colonias bacterianas redondeadas, de
bordes enteros, de color blanco sin brillo, capaces de crecer en condiciones anaerobicas, sugiriendo que
pertenecieron al grupo de las BAL (Figura 1.3). En medios PCA o Mac Conkey los recuentos
promedios fueron 0,3 6 4,6 y 0,4 6 3,7 U log menores que los obtenidos en agar MRS-C para el jugo y
las frutas respectivamente (Tabla 1.2) y, estuvieron representados principalmente por colonias de tipo
levaduriformes y en menor proporcion bacterianas en medio PCA, mientras que en agar Mac Conkey se
observaron colonias rosadas e incoloras (éstas Ultimas mayoritariamente), algunas mucoides, catalasas
positivas tipicas de Enterobacteriaceae. De este modo, las BAL constituyeron la microbiota
predominante de muestras de EF de elaboracion local en coincidencia con resultados informados por
otros autores (Oms-Oliu y col., 2010; Pasha y col., 2014; Graca y col., 2017). La predominancia de
BAL podria estar relacionada a : (i) mayor disponibilidad de azlcares y otros nutrientes presentes en
EF, (ii) ventaja selectiva como es su resistencia a acidos organicos presentes en el medio natural y/o (iii)
rasgos antagonicos tales como la capacidad para producir metabolitos con actividad antimicrobiana
(Oms-Oliu y col., 2010 y Pasha y col., 2014), propiedad de gran interés en funcion de los objetivos
propuestos en el presente estudio. De acuerdo a Francis y col. (2012) y Beuchat (2002) la supervivencia
y el crecimiento de microorganismos son dependientes de su capacidad de adaptacion a condiciones de
estrés, asi como de su comportamiento en poblaciones mixtas, tales como competencia, antagonismo y
sinergismo. En el presente estudio, la deteccion de colonias presumiblemente de Enterobacterias en el
orden de 10° ufc/g en medio Mac Conkey constituye un riesgo para la salud del consumidor.
Coincidentemente, Pérez (2013) detectd la presencia de Enterobactericeae en la superficie de naranjas
provenientes de una verduleria de mercado de la ciudad de San Miguel de Tucuman. Abadias y col.
(2006) describieron que los niveles de Enterobacterias en las superficies de manzana determinados
desde su cosecha hasta la venta al publico en mercado, incrementaron significativamente en la Gltima

etapa probablemente debido a la interrupcion de la cadena de frio o por la inadecuada manipulacion del
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alimento en los puestos de venta al pablico. De acuerdo a Guzewich y Roos (1999) microorganismos
patdgenos llegan, en general, a los alimentos procesados a través de manos contaminadas con
organismos del tracto gastrointestinal.

Contrariamente a lo observado en EF, los recuentos promedios de las muestras de EH
determinados en medios PCA y Mc Conkey (orden de 10° ufc/g) resultaron ~1 U log mayor que en agar
MRS-C (Tabla 1.2). Coincidentemente en medio PCA, desarrollaron principalmente colonias de tipo
levaduriformes y, en menor proporcion bacterianas. Este resultado sugirio la predominancia de
levaduras en una proporcion ligeramente mayor que de BAL y no-BAL en EH. Sin embargo, Sajur y
col. (2007) reportaron que las BAL constituyeron la microbiota predominante de la superficie de
tomates cultivados en nuestra region en coincidencia con los resultados publicados por Drosinos y col.
(2000) quienes demostraron que la poblacién microbiana de la superficie de tomates estuvo constituida
por BAL (4,15 U log.), Enterobacteriaceae (2,80 U log.) y levaduras (2,10 U log.). Las diferencias
encontradas entre el presente estudio y los citados autores podrian estar relacionadas con el
procesamiento minimo del tomate y la presencia de otros vegetales en la EH. Una gran variedad de
factores contribuyen a la contaminacion de frutas y hortalizas por microorganismos tanto saprofitos
como patdgenos para el hombre, algunos de ellos de riesgo para la calidad microbiolégica del producto
tales como el uso de agua contaminada, procesos inadecuados en los campos de cultivo, cosecha y
transporte, practicas deficientes de desinfeccion, condiciones deficientes de higiene durante el
procesamiento, manipulacion y almacenamiento del alimento (Froder y col., 2007; Sanchez y col.,
2012).

Considerando, que en ambas matrices alimentarias se obtuvieron recuentos positivos de
microorganismos potencialmente patégenos y alterantes en agar Mac Conkey (102-10° ufc/g) y PCA es
evidente que, el aislamiento de BAL autdctonas con actividades antagonicas relevantes resulta de gran

interés en funcion de una potencial aplicacion biotecnoldgica.
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Tabla 1.2 Cuantificacién de la carga microbiana presente en ensaladas de frutas (EF) y hortalizas (EH)

de elaboracion local.

Ensalada de Frutas Ensalada de Hortalizas

Jugo Frutas Hortalizas

PCA
Agar MRS-C
Agar Mac Conkey

Recuento Total*

4,52x107 + 2,61x10% 3,71x10%+ 1,96x10° 1,36x10° + 7,52x10%

9,55x107 + 7,64x10%¢  1,03x107 + 4,15 x10%°P 1,05x10%+ 4,51x102P
2,45x10%+ 1,47x10%® 2,04x10%+ 1,02x10% 5,2x102 £ 2,30x10%
1,40x108+ 6,8x10° 1,40x107 + 6,4x10% 1,98x10%+ 9,50x10%

&Valor promedio obtenido a partir de los recuentos medios de cada muestra cuyas variaciones no fueron

significativas entre si.

*Recuento Total: sumatoria de los recuentos promedios determinados en cada medio de cultivo.
Valores con diferentes letras como superindices dentro de cada columna son significativamente diferentes de
acuerdo al test de Tukey (P < 0,05).

Figura 1.3. Bacterias lacticas de EF crecidas en agar MRS-C (suplementado con
2,0 pg/mL de cicloheximida).

1.4.2 Aislamiento y seleccion de BAL

De las placas de MRS-C y, en menor proporcion de PCA utilizadas en los recuentos

microbianos, se obtuvieron 234 aislados (140 de EF y 60 de EH y, 20 de EF y 14 de EH

respectivamente) que fueron purificados y sometidos a pruebas fenotipicas. Del total de bacterias

aisladas, 157 (67%) resultaron ser cocos o bacilos Gram positivos, catalasa negativos e inmdviles vy,

fueron clasificadas como BAL. El resto de los aislados, provenientes principalmente de medio PCA y
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EH, fueron identificados como levaduras y bacilos Gram negativos, catalasa positivos, y en una muy
pequefia proporcion, como cocos dispuestos en racimos o de a pares con reacciones de Gram y catalasa
positivas, potencialmente patdgenos. Soares y col. (2012) informaron la presencia de
Enterobacteriaceae y Staphylococcus aureus en manos de 53,3% del personal encargado de manipular
alimentos en escuelas de Brasil, aun cuando los mismaos fueron instruidos con respecto a la inocuidad de
los alimentos.

A continuacion, se investigo las respuestas de crecimiento de los 157 aislados identificados
como BAL en medio MRS ajustado a pH 4,5 0 5,5. Los resultados obtenidos demostraron que un 51%
del total de las bacterias ensayadas alcanz6 un crecimiento > 80% relativo al control a ambos valores de
pH, de las cuales un 53,3% y 48,1% provenian de EF y EH respectivamente (Tabla 1.3), indicando que
no hubo variaciones significativas en sus comportamientos dependiendo del origen de las muestras. Las
frutas y hortalizas tienen, en general valores de pH bajos (Holdsworth, 2002), siendo este efecto mas
pronunciado en las frutas, tales como el tomate presente en la EH y, las manzanas o naranjas presentes
en la EF. De este modo, el alto porcentaje de BAL capaces de crecer eficientemente a pH 4,5y 5,5
podria reflejar una respuesta adaptativa al habitat natural (Savino y col., 2012). Por otro lado, la
posibilidad de crecer a valores bajos de pH les otorgaria a las células una ventaja competitiva para
desarrollar en los medios naturales, mas o menos &cidos, en relacién con otros microrganismos
contaminantes e indeseables.

Los aislados clasificados como BAL y seleccionados (81) por sus respuestas de crecimiento en

medio MRS ajustado a valores bajos de pH fueron identificados fenotipicamente a nivel de género.
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Tabla 1.3. Aislados de EF y EH con crecimiento mayor a 80% en medios acidos relativo al control

MRS ajustado Codigo de aislados de EF? Cédigo de aislados de EH
apH
5,5 EFjl, EFj3, Efj7, EFj12, EFjl5 EFjl6, EH1, EH2, EH3, EH4, EH5, EH6, EH7,
EFj18, EFj21, EFj24, EFj27, EFj28, EH8, EHY, EH10, EH11, EH12, EH13,
EFj30, EFj31, EFj34, EFj36, EFj37, EH14, EH15, EH16, EH17, EHI1S,
EFj39, EFj40, EFj42, EFj45, EFj47, EH19, EH20, EH22, EH23. EH24,
EFj48, EFj49, EFj50, EFj51, EFj52, EH25. EH27, EH28, EH34, EH40,
EFj53, EFj59, EFj60, EFj61, EFj63, EFf2, EH52, EH59, EH61,
EFf3, EFf5, EFf6, EFf10, EFf15, EFf20,
EFf23, EFf25, EFf27, EFf29, EFf32,
EFf33, EFf34, EFf35, EFf37, EFf38,
EFf42, EFf41, EFf47, EFf48, EFf49,
EFf50, EFf51, EFf52, EFf53, EFf56,
EFf59, EFf60, EFf63, EFf71, EFf79, EFf84,
EFf91
45 EFj1, EFj3, EFj7, EFj12, EFj16, EFj18, EH1, EH2, EH3, EH4, EH6, EH7, EHS,
EFj21, EFj24, EFj27, EFj28, EFj30, EH9, EH11, EH12, EH13, EH14,
EFj31, EFj34, EFj36, EFj37, EFj39, EH15, EH16, EH17, EH18, EH19,
EFj40, EFj42, EFj47, EFj48, EFj49, EH20, EH22, EH23. EH24, EH25,
EFj50, EFj51, EFj52, EFj53, EFj59, EH27, EH34
EFj60, EFj6l, EFj63, EFf2, EFf3, EFf6,
EFf10, EFf15, EFf20, EFf23, EFf25,
EFf27, EFf29, EFf32, EFf33, EFf34,
EFf35, EFf37, EFf38, EFf42, EFf47,
EFf48, EFf49, EFf50, EFf51, EFf52,
EFf53, EFf56, EFf59, EFf63

En negrita se indican los microorganismos seleccionados, capaces de crecer eficientemente a ambos valores de pH
acidos ensayados.

1.4.3 Identificacion fenotipica de BAL

La identificacién fenotipica de las BAL seleccionadas demostrd que todas las cepas
presentaron catabolismo fermentativo de glucosa, correspondiendo un 65% a bacilos
homofermentativos (Grupo | y I11) mientras que el 35% restante fueron heterofermentativos obligados
(Grupo Il 'y 1V) de acuerdo a los resultados obtenidos en medio Garvie. Este resultado estuvo en
concordancia con Savino y col. (2012) quienes reportaron que la mayoria de las BAL aisladas de
manzanas (85%) presentaron metabolismo homofermentativo. Sin embargo, Pérez (2013) encontrd que

la microbiota predominante en jugo de naranja estuvo constituida principalmente por bacterias
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heterofermentativas obligadas.

En el presente estudio las BAL fueron divididas en 4 grupos de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas segun se indica en las Tablas 1.4.y 1.5.

Grupo I: Constituido por 38 aislados provenientes de EF (35) y EH (3) con metabolismo
homofermentativo a partir de glucosa y morfologia celular de bacilos cortos dispuestos de a pares o en
cadena cortas e, incapacidad para hidrolizar arginina (Figura 1.4). Entre las BAL de este grupo se
observo un alto grado de homogeneidad en cuanto a las caracteristicas fenotipicas ensayadas y fueron
asignados a la especie L. plantarum. Todas ellas produjeron ambos isémeros, D y L, del &cido léctico a
partir de glucosa, no desarrollaron colonias de tipo mucoides en medio Garvie, lo que descarté la
posibilidad de formar dextrano a partir de sacarosa, crecieron a 45y 15 °C, a valoresde pH 7,0y 4,0y
en presencia de 7,5% de NaCl. Curk y col. (1996) y Perez (2013) reportaron que las cepas L. plantarum
ATCC 4917 y JNB25 toleraron niveles de 8 y 7,5% de NaCl, respectivamente. La presencia de NaCl
puede ejercer un efecto inhibidor sobre el crecimiento bacteriano al producir cambios en la osmolaridad,
afectando funciones esenciales de las células. Como respuesta al este estrés salino las bacterias utilizan
mecanismos de proteccion que normalmente consisten en la acumulacion de sustancias osmoprotectoras
como prolina, glicina-betaina o glutamato (Champomier-Verges y col., 2002), las cuales han sido
ampliamente demostradas en especies como L. plantarum y Lactococcus lactis (Van de Guchte y col.,
2002). Por otro lado, Ricciardi y col. (2005) demostraron gue entre 55 cepas de L. plantarum ensayadas
solamente dos fueron capaces de producir dextrano a partir de sacarosa. Coincidiendo con nuestro
resultado, Sanchez y col. (2000) ha descripto que la mayoria de los aislados de muestras de salmuera
identificados como L. plantarum fueron capaces de crecer a 45 °C, en contra de los criterios definidos
para esta especie por Kandler y Weiss (1986). Las bacterias en estudio fermentaron arabinosa, esculina,
glucosa, rafinosa y manitol, siendo incapaces de fermentar D-xilosa, un azlcar tipicamente utilizado por
Lactobacillus pentosus (Zanoni y col., 1987). Ademas, todas las BAL de este grupo fueron capaces de
utilizar a -metil-D mandsido, usualmente catabolizado por L. plantarum pero no por Lactobacillus

paraplantarum (Bringel y col., 1996) y presentaron un comportamiento similar a las cepas de
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referencias L. plantarum N4, N8 y JNB25 (Pérez y Saguir, 2012; Pérez, 2013).

Grupo I1: constituido por 13 BAL aisladas de EF (8) y en menor medida de EH (5) con
metabolismo heterofermentativo obligado en oposicién a los aislados del grupo I, aunque con
morfologia celular de bacilos dispuestos de a pares o en cadena cortas. A diferencia del grupo I, todas
las cepas testeadas exhibieron habilidad para hidrolizar arginina (Figura 1.4) y producir principalmente
el isdmero D-Acido lactico a partir de glucosa. Fueron capaces de fermentar arabinosa, esculina, glucosa,
rafinosa y en forma variable manitol pero no sorbosa. Al igual que en el Grupo I, no formaron colonias
mucoides en medio Garvie. El crecimiento fue positivo a 15 °C y a valores de pH de 4,0 y 9,0 excepto
para el aislado EH11 que no desarroll6 a pH alcalino. A 45 °C, fue variable. En este grupo la mayoria de
las cepas no desarrollaron a 7,5% de NaCl; sin embargo, si lo hicieron en presencia de 5y 2,5% de
NaCl. En base a las pruebas fenotipicas ensayadas se identificd a los aislados de este grupo como
pertenecientes a la especie de L. brevis.

Grupo Il1: constituido por 15 aislados de EF (8) y EH (7), resultando asi la distribucion
bastante uniforme entre las muestras analizadas. Las bacterias de este grupo presentaron morfologia
cocoide con metabolismo homofermentativo a partir de glucosa, capacidad para hidrolizar arginina,
fermentar rafinosa y en forma variable manitol. En medio Garvie no produjeron colonias mucoides ni
desarrollaron a 45 °C, excepto una de ellas, mientras que todas fueron capaces de crecer a 30 y 15 °C.
Con respecto al crecimiento a diferentes valores de pH, alrededor del 50% exhibieron resultados
positivos a pH 9,0 mientras que todos crecieron a pH 7,0 y 4,0. En presencia de 7,5% de NaCl, la
mayoria de los aislados no crecieron, con excepcion de uno de EF; sin embargo, en presencia de 5y
2,5% de NaCl si lo hicieron. Todas las cepas testeadas produjeron principalmente el isomero L - del
acido lactico a partir de glucosa. En base a las pruebas fenotipicas ensayadas se presumid que estos
aislados podrian pertenecer al género Lactococcus.

Grupo 1V: constituido por 15 BAL aisladas de EF (3) y EH (12). Su morfologia celular de
cocos dispuestos de a pares o en cadenas cortas, metabolismo heterofermentativo obligado, produccion

del isémero D- del acido lactico a partir de glucosa, incapacidad para hidrolizar arginina y capacidad
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para crecer a 15°C pero no a 45°C permitid identificarlas como pertenecientes al género Leuconostoc.
En concordancia con nuestros resultados, Lonvaud- Funel (1999); Hemme y Foucaud-Scheunemann
(2004) y Sajur y col., (2007) describieron caracteristicas generales semejantes para bacterias del género
Leuconostoc. En medio Garvie, mas del 50% de los aislados formaron colonias de tipo mucoide (Figura
1.5). Produjeron &cidos, en forma variable a partir arabinosa, rafinosa y manitol, crecieron a pH 7,0y
4,0 y, variable a pH 9,0. La mayoria no creci6 en presencia de 7,5% de NaCl, con excepcion de un
aislado de EF y otro de EH mientras que, todos crecieron en presencia de NaCl a 5 y 2,5%.
Caracteristicas comunes en relaciéon con la fermentacion de azlcares, perfiles de crecimiento y
capacidad para producir dextrano de ocho cepas aisladas principalmente de EH sugirieron que podrian
identificarse con Ln. mesenteroides. En un estudio previo Sajur y col. (2007) demostraron que Ln.
mesenteroides ssp. mesenteroides fue la especie dominante en la superficie de tomates cultivados en el
norte argentino.

Los resultados obtenidos demostraron, por primera vez, en muestras de EF y EH de
elaboracién local la presencia de cuatro géneros comunes de BAL con aptitud para crecer en medios
acidos, siendo Lactobacillus y Leuconostoc spp. mayoritarios en cada una de ellas respectivamente
(Figura 1.6). Las pruebas fenotipicas ensayadas permitieron, ademas, inferir que en segundo lugar, L.
brevis seria la especie dominante en EF mientras que, cocos heterofermentativos presumiblemente
identificados como Ln. mesenteroides seria la especie dominante en EH. Este hecho estaria relacionado
con una mejor adaptacion a las condiciones de los medios naturales y a sus capacidades para iniciar mas
rapidamente sus crecimientos en comparacion con las otras BAL. La predominancia de Leuconostoc
ssp. y, particularmente Ln. mesenteroides ssp. mesenteroides en vegetales ha sido descripta por Nguyen-
the y Carlin (2000) y Sajur y col. (2007). Ademas, se report6 la presencia L. plantarum, L. brevis, L.
paraplantarum, L. hilgardii, Ln. mesenteroides y Lactococcus lactis en vegetales fermentados
naturalmente (Dahal y col., 2005; Tamang y col., 2005; Montet y col. 2006, Ponce y col., 2008;

Paramithiotis y col., 2010; Di Cagno y col., 2010; 2013).
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Tabla 1.4 Caracteristicas fenotipicas y bioquimicas diferenciales de los grupos de BAL aisladas
de EF

Morfologia BC deaparesoen B solosodea C Cdeaparesoen
cadenas cortas pares cadenas cortas
Tipo de fermentacion Homofermentativo Heterofermentativo Homofermentativo Heterofermentativo
Isdmero del &cido lactico D-L Principalmente L Principalmente L D
Hidrolisis de Arg - + v -
Produccion de 4cidos a
partir de:
Arabinosa v + ND \Y
Esculina + + ND -
Glucosa + + + +
Rafinosa + % % \Y
Sorbosa - - ND -
Manitol + + v \Y
D-xilosa - ND ND ND
a -metil-D mandsido + ND ND ND

*Crecimiento:

Temperatura (°C)

15 + + + +
30 + + + +
45 + v v -
NaCl (%)

2,5 + + + +
50 + + + +
7,5 v v v \Y
pH

4,0 + + + +
7,0 + + + +
9,0 v + v +

C: Cocos; B: Bacilos; BC: Bacilos cortos. ( ): Nimero de microorganismos aislados e identificados
+: Reaccidn positiva; -: Reaccién negativa

*: Sin desarrollo de turbidez ni cambio de color del indicador de pH indic6 ausencia de crecimiento.
v: Variable (£)

ND: No determinado
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Tabla 1.5 Caracteristicas fenotipicas y bioquimicas diferenciales de los grupos de BAL aisladas
y seleccionadas de EH

Morfologia BC de a pareso en B solos o de a pares C C de pares o en
cadenas cortas cadenas cortas
Tipo de Homofermentativo Heterofermentativo  Homofermentativo  Heterofermentativo

Fermentacion
Acido lactico D/L Principalmente L Principalmente L D
Hidrolisis de Arginina - + - -

Fermentacion de

azucares

Arabinosa + + ND \Y
Esculina + + ND -
Glucosa + + + +
Rafinosa + % % \Y
Sorbosa - - ND -
Manitol + + Y, \Y
D-xilosa - ND ND ND
o -metil-D manésido + ND ND ND

*Crecimiento:

Temperatura (°C)

15 + + + +
30 + + + +
45 - - - -
NaCl (%)

2,5 + + + +
5,0 + + + +
7,5 - - - Vv
pH

40 + + + +
7,0 + + + +
9,0 + \% Vv \%

C: Cocos; B: Bacilos; BC: Bacilos cortos. ( ): Nimero de microorganismos aislados e identificados
+: Reaccidn positiva; -: Reaccidn negativa

*: Sin desarrollo de turbidez ni cambio de color del indicador de pH indicé ausencia de crecimiento.
v: Variable () ND: No determinado
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Figura 1.4 Hidrélisis de arginina por BAL aisladas de EF: L. plantarum EFj1 (A), L. plantarum EFf29 (B), L.
brevis EFj52 (C) y, de EH: Leuconostoc spp. EH23 (D). Resultado negativo: color amarillo, resultado positivo:
color rojo ladrillo.

Figura 1.5 Produccion de dextrano por BAL aisladas de EF (Ln. mesenteroides EFf25, A) y EH (Lc.
mesenteroides EH23) evidenciado por el aspecto mucoide de las colonias en medio Garvie.

(A) (B)

Figura 1.6. Distribucién porcentual de BAL provenientes de muestras de EF (A) y EH (B) en cuatro grupos
diferenciados fenotipicamente: Grupo I, identificado como L. plantarum (#); Grupo Il, identificado como L.
brevis (#); Grupo Ill, identificado como Lactococcus spp. (#); Grupo 1V, identificado como Leuconostoc spp.

()
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Cabe destacar que las diferencias cuantitativas observadas en la composicion de la microbiota
lactica de las muestras de EF y EH analizadas estuvieron de acuerdo con resultados obtenidos en
estudios previos por nuestro grupo de investigacion. Por ejemplo: (i) Bacilos homo vy
heterofermentativos correspondientes al género Lactobacillus constituyeron la microbiota dominante en
jugo de naranja obtenido de frutas cultivadas en la region, cuya identificacion fenotipica y genotipica
confirmo la presencia de L. brevis y L. plantarum como especies dominantes y en baja proporcion de
Ln. sp. (Pérez y Saguir, 2012; Pérez, 2013, Saguir y col., 2018). El jugo de naranja es un componente
comun de las EFs analizadas; (ii) L. plantarum fue la especie predominante en manzanas variedad
Golden Delicious cultivadas en el noroeste argentino mientras que L. brevis fue la Gnica especie comun
aisladas de las dos variedades de manzanas ensayadas (Red Delicious y Golden Delicious) (Savino y
col., 2012). Manzana fue un ingrediente comin de las EFs analizadas; (iii) la especie de Ln.
mesenteroides ssp. mesenteroides fue dominante en la superficie de tomates cultivados en la provincia
de Tucuman (Sajur y col., 2007; Sajur, 2015; Saguir y col., 2018). Los autores también informaron que
la cepa Ln. mesenteroides ssp. mesenteroides Tsc podria ser usada para ayudar a controlar el desarrollo
de microorganismos alterantes en tomates frescos y MP. Tomate estuvo presente en EH.

Las cepas seleccionadas y diferenciadas fenotipicamente se caracterizaron por sus actividades
antimicrobianas frente a cinco cepas indicadoras (4 ATTC y un aislado de muestra clinica), cuyas
especies han sido asociadas a intoxicaciones alimentarias debido al consumo de frutas y hortalizas

frescas y MP.

1.4.4 Actividad antimicrobiana de BAL. Método de la gota

El estudio de la actividad antimicrobiana se realiz6 sobre un total de 104 BAL compuesto por
81 aislados de EF y EH seleccionados e identificados fenotipicamente durante este estudio y 23 cepas
aisladas de frutas y hortalizas frescas sin procesar en estudios previos pertenecientes cepario (Tabla 1.2).
Entre ellas, se ha demostrado la actividad antimicrobiana de L. plantarum N4, N8 y JP11 frente a
Staphylococcus aureus 23922 y Escherichia coli ATCC 35218 lo que permitié usarlas, al mismo
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tiempo, como cepas de referencias (Pérez, 2013; Rodriguez Vaquero y col., 2014). La actividad
antimicrobiana se determiné por el método de la gota en dos ensayos experimentales independientes por
triplicado. En las Tablas 1.6 y 1.7 se muestran los valores medios de los diametros de los halos de
inhibicién obtenidos (P < 0,05). Al mismo tiempo se representa el tipo de actividad antimicrobiana (1)
con los siguientes colores: Rojo (Fuerte, F), verde (Moderada, M), Azul (Débil, D) y amarillo (Sin
inhibicién, SI), segln se ha descripto en Materiales y Métodos.

Del total de bacterias analizadas, independientemente de su origen, 47,1% present6 actividad
antagodnica fuerte al menos frente a tres de las cinco bacterias indicadoras ensayadas lo que representd
un total de 48 cepas, de las cuales 43,5 y 56,5% correspondieron a hortalizas o EH (H/EH) y frutas o
ensaladas de frutas (F/EF) respectivamente. A su vez, esta propiedad ocurrié en orden decreciente a
razén de 81,2%; 46,4%; 42,8% y; 28,0%; del total de cepas analizadas de hortalizas, EF, frutas, y EH
respectivamente. Asi, en términos cuantitativos, las cepas de EH resultaron las menos eficientes en
relacién a sus propiedades antibacterianas en oposicién a las de hortalizas enteras mientras que las cepas
de frutas y EF mostraron un comportamiento bastante homogéneo. Este hecho podria explicar la menor
proporcion de BAL aisladas de EH en oposicion a lo determinado en EF en donde constituyeron la
microbiota predominante compuesta principalmente por L. plantarum. Contrariamente, en EH se
identificaron mayoritariamente cepas heterofermentativas pertenecientes al género Leuconostoc.
Coincidentemente con nuestros resultados, Valerio y col. (2013) y Coman y col. (2014) describieron
actividades antagonicas fuertes de cepas probidticas de L. plantarum y Lactobacillus paracasei contra
Salmonella enterica y L. monocytogenes comparado con otras especies de BAL como Ln. mesenteroides
y L. brevis. Los citados autores informaron diametros de halos de inhibicion similares a los observados
en el presente estudio. Por otro lado, Angmo y col. (2016) estudiaron la actividad antibacteriana de BAL
contra Yersinia enterolitica y, en oposicidn a nuestros resultados detectaron halos con didmetros entre 1
y 10 mm, mientras que Siroli y col. (2015) informaron, en general, didmetros de halos intermedios
cuando evaluaron las actividades antagonicas de BAL aisladas de manzanas y lechuga MP mediante la

técnica de la gota frente a cepas de E. coli, Salmonella enteriditis y L. monocytogenes.
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En las condiciones ensayadas, las cepas de E. coli seguidas por S. Typhimurium fueron las
mas susceptibles a la accién antimicrobiana de las BAL en estudio, mientras que E. faecalis la mas
resistente. De este modo, del total de cepas de BAL evaluadas un 77,5 y 64,0% inhibieron fuertemente a
ambas cepas de E. coli (29522 y 700) y S. Typhimurium, mientras que solamente un 26 y 3% lo hizo
frente a L. monocytogenes y E. faecalis, respectivamente (Figura 1.6). Es importante destacar que ambas
cepas de E. coli testeadas mostraron un comportamiento bastante uniforme entre si. En concordancia
con nuestros resultados, Trias y col. (2008a) afirmaron que BAL de frutas y vegetales produjeron las
mayores inhibiciones sobre cepas de E. coli mientras que, éstas fueron significativamente menores sobre
bacterias Gram positivas. Cabe destacar que entre las bacterias patdgenas transmitidas por alimentos
contaminados, los agentes etiolégicos méas comunes E. coli O157:H7 y Salmonella spp. generan
especial preocupacion debido a su baja dosis infectiva (Chart, 2000) y, capacidad de sobrevivir en
condiciones de refrigeracion (De Rover, 1998) asi como, al hecho que frutas y hortalizas se consuman
crudas representando un mayor riesgo para la seguridad alimentaria (Hoffmann y col., 2015). Por lo
tanto, los resultados obtenidos son de gran interés considerando la mayor efectividad antimicrobiana de
las cepas en estudio contra E. coli y S. Typhimurium en oposicion a E. faecalis que es considerado un
patdgeno oportunista sobre todo en ambientes hospitalarios (Vancanneyt y col., 2002; De Vuyst y col.,
2003).

En base a los resultados obtenidos se seleccionaron 48 cepas de BAL ( 28 de frutas y EF y 20
de hortalizas y EH resaltadas con negrita en sus respectivas Tablas), cuyos efectos antagonistas fueron
clasificados como fuertes al menos frente a tres de las cinco cepas indicadoras ensayadas y, se evaluo la
naturaleza de sus actividades antimicrobianas empleando sobrenadantes de cultivo libres de células
(SLC) sin tratar, y tratados bajo diferentes condiciones segin se ha descripto en el apartado 1.3.7.2. Las
pruebas se realizaron frente a S. Typhimurium, L. monocytogenes y E. faecalis, las cuales fueron

seleccionadas por presentar grados de sensibilidad alto, intermedio y bajo respectivamente.
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Tabla 1.6 Actividad antimicrobiana de BAL aisladas de frutas y EF determinada mediante la prueba de la gota

Microorganismo sensible Microorganismo sensible
Cepa de BAL E. coli E. coli E. s. L. Cepa de BAL E. coli E. coli E. s. L.
25922 700 faecalis Typhimurium monocytogenes 25922 700 faecalis Typhimurium monocytogenes

EFj28 ND

N8 EFj30 ND
INB23 EFj31 ND
JINB25 EFj34
M42 EFj36
MS9 EFj37
MS46 EFj39
EFj1 EFj40
EFj3 EFj42
EFj7 EFf2
EFj12 EFf3
EFj16 EFf6
EFj18 EFf10
EFj21 EFf15
EFj24 EFf20

EFj27 EFf23
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Tabla 1.6 (continuacién)

EFf25
EFf27

EFf29
EFf32
EFf33
EFf34
EFf35
EFf37
EFf38
EFf42
EFj47
EFj48
EFj49
EFj50
EFj51

EFj52

Los colores indican el grado de inhibicién: Rojo (F, HI > 21 mm), verde (M, HI entre 11-21 mm), azul (D, HI < 11 mm), amarillo (SI, ND). HI: halo de inhibicién, ND: no
detectado. En negrita se indican las cepas seleccionadas por sus propiedades antimicrobianas.
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Tabla 1.7 Actividad antimicrobiana de cepas de BAL de hortalizas y EH determinada mediante la prueba de la gota

Cepa de BAL

SLGR1
SLGR2

SLGR4

SLGR6

SLM7

JLM1

SB1
SB2
SB5
SB6

SB8

JB1

JB2

JB3

JP11

E. coli
25922

E. coli
700

Microorganismo sensible

E.
faecalis

S.
Typhimurium

L.
monocytogenes

Cepa de BAL

EH1
EH2

EH3

EH4

EH27

EH6

EH7

EH8

EH9
EH34

EH11

EH12

EH13

EH14

EH15

E. coli
25922

E. coli
700

Microorganismo

E.
faecalis

sensible

S.
Typhimurium

L.
monocytogenes
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Tabla 1.7 (continuacién)

Los colores indican el grado de inhibicion: Rojo (Fuerte, HI > 21 mm), verde (Moderado, HI entre 11-20 mm), azul (Débil, HI < 11 mm), amarillo (Sin inhibicién, ND). HI: halo
de inhibicién, ND: no detectado. En negrita se indican las cepas seleccionadas por sus propiedades antimicrobianas.

Figura 1.7 Actividad antimicrobiana de distintas cepas de BAL sobre L. monocytogenes (A), S.
Typhimurium (B) y E. coli 25922 (C) determinada mediante prueba de la gota.
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1.4.5 Actividad antimicrobiana de sobrenadantes de cultivo

La naturaleza de las propiedades antimicrobianas de las 48 cepas seleccionadas en el
ensayo de la gota se evalué empleando SCL frente a tres cepas indicadoras en ensayos de
microcultivo (Materiales y Métodos, apartado 1.3.7.2).

Los resultados se analizaron empleando las pruebas estadisticas de Kruskal Wallis
(KW) y post-test de Conover y se expresaron como porcentajes de inhibicion de crecimiento. Se
realizaron, ademas graficos de caja ("Box plot") para mostrar las medias y medianas (Me) de los
niveles maximos de crecimiento, medidos como DOsgonm, @ 24 h de incubacion a 37 °C, en
cultivo control (sin SLC) y cultivos tratados con SLC 6 SLCN (SLC neutralizado) para cada
cepa.

Las cepas en estudio y sus coédigos de identificacion se describen en la Tabla 1.8. A
continuacion, se detallan los resultados obtenidos para cada cepa indicadora cuyos codigos de

identificacion también se incluyeron en la Tabla 1.8.
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Tabla 1.8. Codificacion de BAL para ensayo de actividad antimicrobiana empleando
SLC sin tratar o tratado bajo diferentes condiciones de tratamiento

Cadigo de identificacion

Fruta/EF

Hortaliza/EH

1

O© 00O N O Ol WODN

W RNRNNOMNNRNRNNNONNRERRRRRRERR R
O © OO UEWNRPL,OO®NODOaMWDNLEREO

31

. plantarum N4

. plantarum N8

. plantarum JNB25
. plantarum EFj1

. plantarum EFj3

. plantarum EFj16
. plantarum EFj18
. plantarum EFj21
. plantarum EFj24
. plantarum EFj30
. plantarum EFj36
. plantarum EFj37
. brevis EFj39

. plantarum EFj47
. plantarum EFj51
. plantarum EFj53
. plantarum EFf2

. plantarum EFf3
Leuconostoc spp. EFf6
L. plantarum EFf15
L. plantarum EFf20
L. plantarum EFf27
L. plantarum EFf29
L. brevis EFf34
Lactococcus spp EFf38
L. plantarum EFf49
L. plantarum EFf51
L. plantarum EFf53
S. Typhimurium

L. monocytogenes
E. faecalis

rrrrrrrHrr -~~~ MMM

. plantarum SLGR1

. plantarum SLGR2

. plantarum SLGR6

. plantarum JLM1

. plantarum SB2

. plantarum SB5

. plantarum SB6

. plantarum SB8

. plantarum JB1

. plantarum JB2

. plantarum JB3

. plantarum JP11

. plantarum SP33
Lactococcus sp EH2

L. brevis EH3
Leuconoctoc. spp. EH6
Leuconoctoc. spp. EH8
L. brevis EH13
Leuconoctoc spp. EH20
Leuconoctoc spp. EH23

| i Y Y s e Y A A Y N I

Los SCL sin tratar y tratados bajo diferentes condiciones fueron obtenidos de cultivos
activos en medio MRS a 24 h de incubacién a 30 °C. Los ensayos se realizaron frente a S.
Typhimurium, L. monocytogenes y E. faecalis cuyos codigos se incluyeron en esta Tabla.
Abreviaturas: EF: ensalada de frutas, EH: ensalada de hortalizas.
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S. Typhimurium

En ausencia de SLC (control), S. Typhimurium crecié hasta alcanzar una DOsgonm de
0,51 (valor medio y de Me fueron similares, prueba de KW, P < 0,0001).

En presencia de SLC sin tratar la media y Me, fueron en general, similares entre si,
mostrando una distribucion bastante simétrica de los datos. En esta condicion, el crecimiento de
la cepa indicadora vario desde 0,00 a 0,32 manifestandose, en general, diferencias significativas
con respecto al control de crecimiento lo que indicé un claro efecto antagonico en concordancia
con lo observado por el método de la gota para estas cepas (Figuras 1.8). Las mayores
diferencias significativas entre el control y grupo tratado con SLC se observaron, en orden
decreciente, para los siguientes cddigos de cepas de F/EF: 4, 7, 14 6 9 (test de Conover,
p=0,0004); 3 6 19 (p=0,0006); 8, 25, 26, 28, 2 6 13 (p=0,0008); 16 6 23 (p=0,001) y 5 (p=0,02)
y correspondieron a L. plantarum EFj1, EFj18, EFj47 6 EFf24; JNB25 ¢ EFf6; EFj21, EFf53,
EFf38, EFf49, N8 6 L. brevis EFj39; L. plantarum EFj24 6 EFf29 y EFj3 respectivamente
(Figura 1.8 A). Entre las cepas de H/EH se distinguieron los cédigos: 1, 4, 10 6 14 (p=0,0009);
6, 8 6 13 (p=0,01); 11 6 15 (p=0,03) y 2 (p=0,03) identificados como L. plantarum SLGR1, L.
brevis JLM1 Lactococcus sp. EH3 6 EH2; L. plantarum SB2, SB8 o SP33; L. plantarum JB2 6
JB3 y SLGR2 respectivamente (Figura 1.8B). Todos los SLC de dichas cepas alcanzaron
porcentajes de inhibicidon superiores a 90% y se clasificaron como inhibidores fuertes (IF),
coincidiendo en general con lo observado en el ensayo de la gota (Tablas 1.9 y 1.10). También,
otros SLC presentaron efectos inhibitorios (F) pero con porcentajes comprendidos entre 75 -
88%. De este modo, un 75,0% del total de los SLS de las cepas en estudio presentaron efecto
inhibitorio fuerte frente a S. Typhimurium, lo que correspondid a un 100%, 93%, 77%, y 7% del
total de cepas evaluadas de frutas (3), hortalizas (13), EF (22) y EH (6) respectivamente. Asi, la

baja proporcién de cepas de EH con actividad (IF) estuvo de acuerdo con resultados obtenidos
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en la prueba de la gota. Considerando que la mayoria de ellas presentaron un comportamiento
homofermentativo se podria deducir que la naturaleza del &cido orgénico producido,
principalmente acido lactico, podria influir significativamente sobre la inactivacion de S.
Typhimurium. De acuerdo a Kennedy y col. (2018) la tolerancia a la acidez depende del tipo de
acido utilizado y de la propia naturaleza del microorganismo.

La comparacion de a pares (prueba Kruskal Wallis, P < 0,05) entre el control positivo
de crecimiento y grupo tratado con SLCN no manifest6 diferencias significativas en un 75% y
90% del total de las cepas ensayadas de F/EF y H/EH respectivamente (Figuras 1.8). Estas
cepas presentaron porcentajes de inhibicion comprendidos entre 0 — 51% y fueron clasificados
como sin inhibicion (SI), inhibicién baja (IB) o moderada (IM) dependiendo de su origen (Tabla
1.10, 1.11), indicando que la accién antagdnica sobre S. Typhimurium estuvo asociada
principalmente a acidez, especialmente para aquellas clasificadas como Sl o IB. De este modo,
se podrian distinguir distintos grados de efectividad antibacteriana asociada a sus capacidades
acidificantes dependiendo del tipo de efecto inhibitorio entre SLC y SLCN en el siguiente orden
decreciente: de IF a SI> IF a IB > IM a SI o IB, destacandose en el primer grupo L. plantarum
EFj1, EFj3, EFj18, EFj21, EFj24 y EFj47 de F/EF 6 L. brevis EFj59 y L. plantarum SLGR1,
SLGR2, SP33, SB8, JB3 ¢ L. brevis JLM1 de H/EH. En este contexto, las cepas con mayor
efectividad antimicrobiana serian las méas apropiadas para su aplicacion como agente de
biocontrol de vegetales MP.

Dentro del grupo de cepas cuyos SLCN mantuvieron una accién antagonica
significativa sobre S. Typhimurium se destacaron las cepas L. plantarum N4 (1), N8 (2), INB25
(3), EFf29 (23) y EFj47 (14) de F/EF cuyos SLCN mostraron un comportamiento similar al
control (* #B%) luego del tratamiento con catalasa y tripsina respectivamente. Este efecto fue

mas pronunciado en las cepas N8 y JNB25 de naranjas que cambiaron de IF a Sl (Tablas 1.10),
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indicando que sus efectos antagonicos sobre S. Typhimurium estuvieron asociados
principalmente a la produccion de peréxido de hidrégeno (inhibido por catalasa). Similar
resultado fue observado en L. plantarum N4, aunque en menor magnitud (de IM a Sl), mientras
gue la actividad antimicrobiana de las cepas EFf29 y EFj47 estuvo asociada principalmente a
acidez (de IF a IB) en sinergismo con una sustancia de naturaleza proteica inhibida por tripsina
(de IB a SlI). En tres y dos cepas (codigos 16, 24, 25 y 16, 19) de EF y EH no se pudo
establecer, ademas, de acidez, la naturaleza de la accion antimicrobiana contra S. Typhimurium
en las condiciones de ensayo, aun cuando se descart6 la produccion de peroxido de hidrégeno
en las condiciones de ensayo.

En resumen, la actividad antagénica de BAL sobre S Typhimurium estuvo asociada
principalmente a acidez, y en menor medida a la produccion de perdxido de hidrégeno u otro
tipo de sustancia inhibitoria. Cabe destacar que la produccion de peréxido de hidrégeno fue
demostrada para el 100% de las cepas aisladas de naranjas (N4, N8, INB25) sugiriendo que esta
seria una caracteristica bastante uniformemente distribuida en estas bacterias. Kong y Davidson
(1980) informaron que el efecto bactericida o bacteriostatico del peroxido de hidrégeno es
debido a su elevado poder oxidante, que provoca la peroxidacion de los lipidos de la membrana,
incrementando de este modo la permeabilidad celular y; la inactivacidn de enzimas y coenzimas
mediante la oxidacién de sus grupos sulfhidrilo. Por el contrario, la produccién de una sustancia
de naturaleza proteica inhibida por tripsina activa frente a S. Typhimurium seria una propiedad
muy poco distribuida entre cepas de BAL frutas y hortalizas frescas o0 MP de la regién. Gerez y
col. (2009) analizaron diferentes especies de bacterias, encontrando cuatro cepas que
presentaban actividad antimicrobiana: L. plantarum CRL778, Lactobacillus reuteri CRL 1100 y
dos subespecies de L. brevis. Los compuestos activos de estas bacterias fueron acidos organicos

como lactico, acético, propidnico y fenilacético. En este sentido, otros autores (Daeschel, 1989;
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Lindgren y Dobrogosz, 1990) han reportado que la accién antimicrobiana de las BAL es
principalmente ejercida por el efecto combinado de la competencia por los nutrientes del medio

donde crecen y el descenso de pH del mismo causado por la produccién de acidos organicos.
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Figura 1.8. Crecimiento de S. Typhimurium, medido a 24 h de incubacidn, en presencia de SLC tratar (| ) y SLC neutralizado, SLCN, (| ) de
BAL aisladas de frutas y EF (A) o de hortaliz as y EH (B). Control sin SLC (l ). Inoculo inicial de S. Typhimurium: 0,01 + 0,002
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Tabla 1.9 Porcentajes de inhibicion de sobrenadantes libres de celulas (SLC) sin tratar
y tratados, bajo diferentes condiciones, de BAL aisladas de frutas (F) y ensalada de
frutas (EF) sobre S. Typhimurium

Tratamiento Cadigo de cepa? Porcentaje de Tipo de efecto

inhibicién (%)?
29ABC 0 S|

12CDEFGHI): 1EDEFGHII: 17DEFGHIIK: 56 - 69 M

DEFGHIJK- 1EFGHIIK: gEF.GHILIK
21 71 ;6

2 F,G,H,I,J,K; 22F,G,H,I,J,K,L; 11F,G,H,I,J,K,L; 27G,H,I,J,K; 74 - 88 E
10 G,H,1JK- 20H,I,J,K,L 18I,J,K,L
BHL; 23%KL; 24K 1L, 2gKL; gl 13KL, 94.-100 F

3KL.25L: 265 16%; 195, 9L; 7L; 14L; 4

21 18% 7A 195 94, 20, BAB; 1748; 1548, <8 S|
5A,B,C; 6A,B,C; 4A,B,C,D;; 22A,B,C.D; 11A,B,C,D

13A,B,C,D; ZGB’C’D'E; 12C,D,E,F 25 - 34 B

14CDEFG: D7CDEFG 10CDEFGH: 2gCDEFGH: 40 - 65 M

1D,E,F,G,H;16E,F,G,H; 25E,F,G,H; 23E,F,G,H; 24E,,F,G,H

2E,F,G,H; 3F,G,H,I,J 73 F
SLCN+Catalasa® 1A 2A 3AB <3 Sl
SLCN+Tripsina® 14 ABCD: 23ABCD 8 Sl

& En Tabla 1.9 se indica el nombre correspondiente de cada cepa segun su cddigo de identificacion.

b: Calculado a partir del crecimiento, medido como DOssonm @ 24 h, segln se indica en Materiales y
Métodos.

C: Se muestran los resultados de cepas cuyos SLCN mantuvieron un efecto antagénico significativo relativo
al control(#&<), excepto cuando el SLCN fue tratado con catalasa o tripsina.

En negrita se destacan aquellas cepas cuyos SLC clasificados como IF, especialmente ("KL JKL KL L)
revirtieron completamente sus efectos antagénicos por acidez y/o por perdxido de hidrégeno o tripsina en
las condiciones de ensayo.

Abreviaciones: Sl (sin inhibicién), B (bajo), M (moderado), F (fuerte)

Los valores son el promedio de tres determinaciones independientes medidas por duplicado. Letras
diferentes indican variaciones significativas (P < 0,05).
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Tabla 1.10 Porcentajes de inhibicion de sobrenadantes libres de células (SLC), sin
tratar y tratados bajo diferentes condiciones de BAL aisladas de hortalizas (H) y
ensalada de hortalizas (EH) sobre S. Typhimurium.

Tratamiento Cadigo de cepa? Porcentaje de Tipo de efecto

inhibicién (%)°

204 0 Sl

188,C,D,E,F; 17D,E,F,G; 20F,G,H,I 45 - 66 M

12GH1; gGHI; 3GHI: 1gHI; 16H! 76 - 88 F

7HI 21 11" 15" 105 13 1% 8 5'; 6'; 4'; 14! 90 - 98 F
74, 84, 14, 34, 134; 114; 1248; 5AB; 2048, 2-10 Sl

17A,B; 4A,B; 10A,B; 2A,B; 18A’B
9A,B,C; 15A,B,C; 14A,B,C,D; 6A,B,C,D,E 13 - 26 B

16CDEFG: 1QEFGH, 47- 61 Me

& En Tabla 1.8 se indica el nombre correspondiente de cada cepa segun su cédigo de identificacion.

b: Calculado a partir del crecimiento, medido como DOsgonm @ 24 h, segln se indica en Materiales y
Métodos.

C: No se muestran resultados de las cepas codificadas 16, 19 cuyos SLCN tampoco revirtieron
completamente sus efectos antagdnicos relativo al control(?), cuando fueron tratados con catalasa o
tripsina.

En negrita se destacan aquellas cepas cuyos SLC clasificados como IF, especialmente ("' ") revirtieron
completamente sus efectos antagénicos por acidez en las condiciones de ensayo.

Abreviaciones: Sl (sin inhibicién), B (bajo), M (moderado), F (fuerte)

Los valores son el promedio de tres determinaciones independientes medidos por duplicado. Letras
diferentes indican variaciones significativas (P < 0,05).

L. monocytogenes

En ausencia de SLC, el microorganismo en estudio crecié hasta alcanzar un valor
medio de DOseonm de 0,53, cuya Me manifestd un valor similar (prueba de KW, P < 0,0001). En
presencia de SLC sin tratar o neutralizados las medias y Me, también similares entre si, variaron

desde 0,01 a 0,54 y 0,01 a 0,56 respectivamente (Figura 1.9).
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La comparacion de a pares (prueba Kruskal Wallis, P < 0,05) entre el control y grupo
tratado con SLC mostraron diferencias significativas en un porcentaje menor que lo observado
para S. Typhimurium (67,8 y 35% para BAL de EF/F y H/EH respectivamente), lo que se
relaciond con la mayor resistencia del patégeno detectada en el ensayo de la gota. Nuevamente,
el mayor porcentaje de SLC con actividad antibacteriana correspondi6 a cepas de F/EF
comparado a H/EH, aunque si se considera por cada tipo de matriz alimenticia esta propiedad
fue observada a razén de un 100%, 56% y 0% de los SLC de las cepas de frutas u hortalizas
enteras, EF y EH respectivamente, en concordancia con lo determinado por el ensayo de la gota.
Las mayores diferencias significativas entre el control y grupo tratado con SLC se observaron
para los cédigos de cepas: 3 (p=0,0004), 1 6 24 (p=0,0003), 2 (test Conover p=0,0008) 25, 23 0
14 (p=0,002) y 2, 3, 4, 8, 9, 12, 13, 10 6 1 (p=0,0003) identificados como L. plantarum JNB25 o
N4, L. brevis EFf34, L. plantarum N8, Ln. spp EFf38, L. plantarum EFf29 o EFj47 y; L.
plantarum SLGR2, SLGR6, JLM1, SB8, JB1, JP11, SP33, SLGR1 ¢ JB2 de F/EF y H/EH
respectivamente (Figura 1.9); cuyos porcentajes de inhibicion de crecimiento fueron
clasificados como (F). SLC de las cepas codificadas como 6, 9, 17, 20, 21, 8, 7, 18, 19, 11y 6,
7, 5 de F/EF y H/EH también se diferenciaron del control, aunque con porcentajes de inhibicion
menor Yy, fueron clasificados como F, M 0 B y F 0 B respectivamente; mientras que los SLC
restantes no presentaron diferencias significativas con respecto al control (Tablas 1.11, 1.12).

La comparacion de a pares de Me (prueba de Conover, p=0,002) entre el control de
crecimiento y grupo tratado con SLCN no manifestaron diferencias significativas en la mayoria
de las cepas ensayadas (Figura 1.9), indicando que el efecto inhibitorio estuvo asociado
principalmente a acidez, sin la presencia de otra sustancia antagonica. Dentro del grupo de
SLCN que manifestaron, aunque en menor grado, diferencias significativas con respecto al

control se destacaron los cddigos 1 y 2 correspondientes a L. plantarum N4 y N8 de naranjas
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cuyas actividades anti-listeria fueron revertidas completamente cuando el SLCN fue tratado con
catalasa, indicando un efecto sinérgico entre acidez y en menor grado peroxido de hidrégeno.

En resumen, las cepas de F/EF y H/EH, en menor medida que lo observado para S.
Typhimurium inhibieron significativamente el crecimiento de L. monocytogenes, siendo su
naturaleza asociada principalmente a acidez. En L. plantarum N4 y N8 de naranjas se demostré
un sinergismo entre acidez y perdxido de hidrogeno, similarmente como observado para S.
Typhimurium, aunque en este caso la acidez seria el principal factor responsable. En las cepas
de hortalizas la actividad inhibitoria estuvo relacionada a la produccion de acidos, sin embargo
en L. plantarum JP11 aislado de pimiento el efecto IB de SLCN revirtio a Sl en presencia de
tripsina. Este resultado sugirié que el microorganismo podria producir una sustancia de tipo
bacteriocina inhibida por tripsina favoreciendo sus actividades antimicrobianas contra L.

monocytogenes.
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Figura 1.9. Crecimiento de L. monocytogenes, medido a 24 h de incubacion, en presencia de SLC sin tratar ( | ) y neutralizado, SLCN (| ) de BAL
aisladas de frutas o ensalada de frutas (A) y hortalizas o ensalada de hortalizas (B). Control sin SLC, sin tratar o neutralizado ( I ). Inoculo inicial de L.
monocytogenes:0,01+0,002.
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Tabla 1.11 Porcentajes de inhibicién de fracciones de sobrenadantes libres de células de
BAL aisladas de frutas y ensaladas de frutas (EF) sobre L. monocytogenes.

Tratamiento Cadigo de cepa? Porcentaje de Tipo de efecto
inhibicion (%)°

30 0 SI

154; 13/ 204; 264; 274; 284, 1678; <8 Sl
12A8;10A8

6BC 30 B

gc,D,E; SC,D,E ;17C,D,E; ZOC'D’E; 21C,D,E; 7C,D,E; 40 - 65 M

8C,D,E,F

18C,D,E,F,G; 19(:,D,E,F,G; 11E,F,G,H/4G,H / 14H 70 - 86 F

1H1; 21 3R 23 I, 24 H: 25H. 90 - 100 F

214, 184, 52, 67; 7A, 84, 134, 144; 164, 194, <10 Sl

20%; 10A; 15A; 25AB: 24AB. 27AB: DGAB. 2gAB.

3A,B- 11A,B,C- 12A,B,C- 23A,B,C

9A,B,C; 4A,B,C,D ;1C,D,E' 2C,D,E 11 -32 B

SLCN+Catalasa © 1; 2A 2 Sl

& En Tabla 1.8 se indica el nombre correspondiente de cada cepa segun su codigo de identificacion.

b: Calculado a partir del crecimiento, medido como DOsgonm @ 24 h, segln se indica en Materiales y
Métodos.

C: Se muestran los resultados de SLCN cuyos efectos antagdnicos fueron revertidos completamente en
presencia de catalasa.

En negrita se destacan cepas con efectos IF por acidez o efecto sinérgico entre acidez y perdxido de
hidrdgeno.

Abreviaciones: Sl (sin inhibicién), B (bajo), M (moderado), A (alto)

Los valores son el promedio de tres determinaciones independientes medidas por triplicado. Letras
diferentes indican variaciones significativas (P < 0,05).
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Tabla 1.12 Porcentajes de inhibicion de fracciones de sobrenadantes libres de células de

BAL aisladas de hortalizas y ensaladas de hortalizas SEHZ sobre L. monocﬂogenes.

Tratamiento Cadigo de cepa? Porcentaje de  Tipo de efecto
inhibicion (%)°

30ABC 0 Sl

14ABC: 1GABC: 1QABC: 15ABCD <8 S|

20ABCDE, 17BCDEF. 18BCDERG, 26-32 B

BF.G.H: 7GH: BH 73-81 F

11011t 21 31 41 gl 9l 10" 12" 13! >90 F

2A; 3A,B; 18A,B; 19A,B; 13A,B; 20A,B; 1A,B,C; < 8 Sl
14A,B,C; 15A,B,C; 16A,B,C; 17A,B,C; 8A,B,C,D;

11A,B,C,D
4BCDE: GBCDE: 7BCDE. 10BCDEF: 11- 38 B

C,D,EFF- QCD,Ef. D,EF.G
5 09 012

SLCN+Tripsina® 128C 10 Sl

®En Tabla 1.8 se indica el nombre correspondiente de cada cepa segun su codigo de identificacion.

b: Calculado a partir del crecimiento, medido como DOssonm @ 24 h, segln se indica en Materiales y
Métodos.

C: Se muestran le resultado del SLCN cuyo efecto antagonico fue revertido completamente en presencia de
Tripsina.

En negrita se destacan cepas con actividad antagénica fuerte principalmente por acidez

Abreviaciones: Sl (sin inhibicién), B (bajo), M (moderado), A (alto)

Los valores son el promedio de tres determinaciones independientes medidas por triplicado. Letras
diferentes indican variaciones significativas (P < 0,05).
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E. faecalis

En ausencia de SLC el microorganismo en estudio crecié hasta alcanzar un valor
medio de DOseonm de 0,63, cuya Me manifestd un valor similar (prueba de KW, P < 0,0001). En
presencia de SLC sin tratar o neutralizado las DOsgonm medias y Me, también similares entre si,
variaron desde 0,01 a 0,54 y 0,01 a 0,56 respectivamente (Figura 1.10). La comparacion de a
pares de las Me entre grupos control, sin SLC, y tratado con SLC (prueba de Conover, p=0,02),
en general, no difirieron significativamente dependiendo del origen de la cepa, en oposicién a lo
observado para S. Typhimurium y en menor medida para L. monocytogenes. Solamente 25 y
40% de SLC de las cepas de F/EF y H/EH presentaron un efecto antagdnico significativo lo que
estuvo de acuerdo con la mayor resistencia observada para esta bacteria en el ensayo de la gota,
siendo el crecimiento del patdgeno inhibido en orden decreciente por los siguientes cédigos de
cepas: 2 (test de Conover, p=0,003), 1 (p=0,004); 14 6 23 (p=0,005), 11 o 22 ( p=0,01)
identificados como L. plantarum N8, N4, EFf29, EFj47, EFj36 y EFf27 de EF/F vy, por 12
(p=0,0003); 3 6 1 (p= 0,0005); 11 (p=0,0015); 7 (p=0,0013); 6 (p=0,0012) y 5 (p=0,0021)
identificados como L. plantarum JP11, SLGR6, JLM1, JB3, SB6 y SB2 para las cepas de H/EH
respectivamente (Figura 1.10). Dentro de este grupo, un 11% del total de SLC de BAL
analizados de F/EF presentaron un efecto antagonico (F) y, >90% solamente la cepa N8 (Tabla
1.13); mientras que, este comportamiento solamente fue observado en un 30% de las cepas de
hortalizas, y en todo los casos con porcentajes de inhibicién >90%, indicando que las Ultimas
mostraron mayor efectividad antibacteriana frente a E. faecalis (Tabla 1.14).

La comparacion de a pares de Me (prueba de Conover, p=0,002) entre el control sin
SLC, y el grupo tratado con SLCN no manifestd diferencias significativas, excepto para los
codigos de cepas 5 y 6 de H/EH que mantuvieron una IB (Figura 1.9). De este modo el efecto

inhibitorio (F), (M) 6 (B) de los SLC de las BAL en estudio sobre el crecimiento de E. faecalis,

105



Capitulo 1
en general, estuvo asociado a acidez. Solamente en el caso de las cepas L. plantarum SB2 y SB6
de berenjenas (5 y 6 respectivamente) se observéd un efecto sinérgico asociado a acidez y, en
menor medida, a la produccién de una sustancia inhibida por tripsina, indicando su naturaleza

proteica.(Tablal.14).
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Figura 1.10. Crecimiento de E. faecalis, medido a 24 h de incubacidn, en presencia de SLC sin tratar ( | ) y neutralizado, SLCN ( | ) de BAL aisladas de frutas
0 ensalada de frutas (A) y hortalizas o ensalada de hortalizas (B). Control sin SLC, sin tratar o neutralizado (| ). Inéculo inicial de E. faecalis: 0,01 + 0,002
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Tabla 1.13 Porcentajes de inhibicién de fracciones de sobrenadantes libres de células de
BAL aisladas de frutas y ensaladas de frutas (EF) sobre E. faecalis

Tratamiento Codigo de cepa? Porcentaje de Tipo de
inhibicion (%)? efecto
317 0 Sl
47 5A 67 TA 87 94 107 124 134 154, <10 Sl
16%: 174 184; 194 204; 214 244 254 264,
27A
3A; 287 12 -16 B
118; 228 54 — 53 M
238C, 148¢; 18¢ 7073 F
2¢ 92 F
14; 2A; 37 4A, BA 64, 74, 84, 94, 104; 114, <10 SI

124: 134154 167 174; 18%: 194; 204 214,
224 2447 25A: 26A; 274: 28A

144 234 11-16 B

& En Tabla 1.8 se indica el nombre correspondiente de cada cepa segun su cddigo de identificacion.

b: Calculado a partir del crecimiento, medido como DOsgonm @ 24 h, segln se indica en Materiales y
Métodos.

¢ Ninguno mantuvo efecto antagénico con respecto al control. Por lo tanto, no se muestran resultados en
presencia de catalasa o tripsina.

En negrita se destacan cepas que presentaron actividad antagénica fuerte y revirtieron completamente su
efecto inhibitorio debido a acidez.

Abreviaciones: Sl (sin inhibicién), B (bajo), M (moderado), A (alto)

Los valores son el promedio de tres determinaciones independientes medidas por triplicado. Letras
diferentes indican variaciones significativas (P < 0,05).
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Tabla 1.14 Porcentajes de inhibicién de fracciones de sobrenadantes libres de células de
BAL aisladas de hortalizas y ensalada de hortalizas (EF) sobre E. faecalis

Tratamiento Cadigo de cepa? Porcentaje de  Tipo de efecto
inhibicion (%)°

317 0 Sl
16%; 207 <10 Sl
13%; 147, 15%; 174, 19%; 248, 848; 948, 11-28 B
10AB. 18A‘B

4BC - 5CD 44 - 64 M
6D; 7P; 11P; 12PF: 1F: 3F 90 -98 F
1A, 7A; 8A; 114 127 137 144 154, 167 <10 Sl

174
18%; 194; 20%; 24, 4%, 97, 104, 375; 65C; 12-25 B

SB’C
SLCN+Catalasa® 68C; 5B.C 22-24 B
SLCN+Tripsina® 6" <10 Sl
58 15 B

& En Tabla 1.8 se indica el nombre correspondiente de cada cepa segun su cddigo de identificacion.

b: Calculado a partir del crecimiento, medido como DOseonm a 24 h, segln se indica en Materiales y
Métodos.

¢ Mantuvieron efecto antagénico con respecto al control. Por lo tanto, se muestran resultados en presencia
de tripsina. En esta condicion, 6, revirtié su efecto inhibitorio.

En negrita se destacan cepas que presentaron actividad antagonica fuerte y revirtieron completamente su
efecto inhibitorio por acidez o principalmente por acidez y produccion de sustancia tipo bacteriocina.
Abreviaciones: Sl (sin inhibicién), B (bajo), M (moderado), A (alto)

Los valores son el promedio de tres determinaciones independientes medidas por triplicado. Letras
diferentes indican variaciones significativas (P < 0,05).
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En resumen, un menor nimero de cepas presentd actividad antagonica frente a E.
faecalis, la cual estuvo asociada a acidez siendo este efecto mas pronunciado, en general, para
las cepas de hortalizas.

Las figuras 1.8, 1.9 y 1.10 representan los graficos de dispersion de la actividad
antimicrobiana de los diferentes SLC de BAL de hortalizas y frutas (A) y EH y EF (B) frente a
S. Typhimurium, L. monocytogenes y E. faecalis, respectivamente. Estos gréaficos representan la
posible relacion entre dos variables, en este caso la fraccion del SLC con el porcentaje de
inhibicién de crecimiento para cada microorganismo indicador teniendo en cuenta el origen de

El anélisis comparativo global entre las tres cepas indicadoras y SLC de las BAL en
estudio demostrd que, en general, los SLC sin tratar de bacterias provenientes de EF/F
mostraron mayores porcentajes de inhibicion (F 6 M) especialmente frente a S. Typhimurium,
aunque si se discrimina por cada tipo de matriz alimenticia ensayadas, los de hortalizas y frutas
enteras seguido por EF presentaron las mayor efectividad, correspondiendo la mayoria de ellos
a cepas de L. plantarum. Las de EH presentaron la mas baja efectividad antimicrobiana frente a
las tres cepas indicadoras ensayadas, posiblemente relacionado con la predominancia de Ln ssp.
A su vez, entre las cepas indicadoras, E. faecalis fue la mas resistente a la accion antibacteriana
de los SLC ensayados, en concordancia con lo observado en el ensayo de la gota, mostrando en
este Ultimo caso las cepas de H la mayor efectividad.

En general, el efecto antagonico de los SLC estuvo relacionado a acidez, destacandose
aquellos clasificados como (IA) que revirtieron a (SI) cuando fueron neutralizados. En
concordancia con nuestros resultados, Trias y col. (2008) encontraron en cepas de Leuconostoc
aisladas de frutas frescas y productos vegetales que la produccion de &cidos orgénicos fue
responsable de su actividad antagdnica siendo el mecanismo mas frecuentemente usado entre

las cepa evaluadas y que la actividad debida a la produccién de compuestos de naturaleza
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proteica fue encontrada solamente en dos cepas (CM135 y CM160) frente a L. monocytogenes.

Recientemente, Almeida da Costa y col. (2018) evaluaron la naturaleza de la actividad
antimicrobiana mediante SLC tratados de BAL derivados de diversas frutas contra
Staphylococcus aureus ATCC 952806, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y L.
monocytogenes ATCC 19115 y detectaron similarmente a lo encontrado en el presente estudio
que, la mayoria de las BAL ensayadas mostraron efecto inhibitorio debido a la produccién de
acidos. Estudios previos también informaron la inhibicion de estos patégenos debido a la
produccién de &cidos organicos por BAL de diversos origenes (Hartmann y col., 201; Fatma y
Benmechernene, 2013). Sin embargo, Assohoun-Djeni y col. (2016) estudiando la naturaleza de
la actividad antimicrobiana de BAL contra Listeria innocua ATCC 33090, L. monocytogenes
CIP 7835, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus CIP 78.3 y E. coli ATCC
25922 detectaron la presencia de sustancias inhibitorias de origen proteico. Sin embargo, existe
poca referencia bibliografica disponible respecto a la deteccion y uso de bacteriocinas u otra
sustancia en frutas y verduras recién cortadas (Ma y col., 2017).

En este sentido, resulta muy interesante el descubrimiento, aunque en baja proporcion,
de cepas con actividades antagonicas asociadas a la produccion de una sustancia de otra
naturaleza diferente a acidos organicos, las cuales fueron especialmente activas frente a S.
Typhimurium. Entre ellas, se destacaron cepas aisladas de naranjas con capacidad para producir
peroxido de hidrégeno y cinco de EF, pimiento y berenjena con potencialidad para producir una
sustancia de naturaleza proteica inhibida por tripsina activas contra S. Typhimurium, L.
monocytogenes y/6 E. faecalis. En base a los resultados obtenidos se seleccionaron 19 cepas de
BAL, por presentar actividad inhibitoria (F) asociada solo a acidez, actividad inhibitoria (F o M)
asociada a acidez y una sustancia de otra naturaleza, y actividad inhibitoria (F o M) contra por

lo menos dos cepas indicadoras incluyendo una Gram positiva y una Gram negativa
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(principalmente de frutas y hortalizas enteras) (Tablas 1.15y 1.16).

Tabla 1.15. Cepas de BAL de F/EF seleccionadas por sus propiedades antagénicas

L. plantarum N4 (1)

. plantarum N8 (2)

. plantarum JNB25 (3)
. plantarum EFj1 (4)

. plantarum EFj18 (7)
.plantarum EFj21 (8)

. plantarum EFj24 (9)

. plantarum EFj47 (14)
. plantarum EFf3 (18)

. plantarum EFf29 (23)
Leucnostoc spp EFf6 (19)

rr r—r Or O - - - -

Tipo de actividad antagonica:

Cepas seleccionadas S. Typhimurium L. monocytogenes E. faecalis

M
F >90%*
F>90*
F>90
F>90
F>90
F>90
F >90**
F>90
F >90**
F>90

F>90* F
F >90* F >90
F >90 B
F sI
M sl
M sl
M sl
F F
F sl
F >90 F
F sl

*: Actividad inhibitoria debida a acidez y peroxido de hidrégeno ( Inhibido por catalasa)
**. Actividad inhibitoria debida a acidez y sustancia tipo bacteriocina (Inhibido por Tripsina)

() Cédigo de la cepa

Tabla 1.16. Cepas de BAL de H/EH seleccionadas por sus propiedades antagonicas

Cepas seleccionadas

L. plantarum SLGR1 (1)
L. plantarum SLGR®6 (3)
L. plantarum JLM1 (4)
L. plantarum SB2 (5)

L. plantarum SB5 (6)

L. plantarum JB1 (9)

L. plantarum JP11 (12)
L. plantarum SP33 (13)

S. Typhimurium

F>90

F>90
F>90
F>90

F
F

F>90

Actividad antagonica:

L. monocytogenes E. faecalis
F >90 F >90
F>90 F>90
F >90 M
F M**
F F >90%*
F >90 B
F >90** F >90
F >90 B

*: Actividad inhibitoria debida a acidez y per6xido de hidrégeno ( Inhibido por catalasa)
**: Actividad inhibitoria debida a acidez y sustancia tipo bacteriocina (Inhibido por Tripsina)

() cddigo de la cepa
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1.4.6 Modo de accion de SLC y SLCN de cepas seleccionadas

Se determiné el modo de accion antibacteriano de las 19 cepas seleccionadas sobre los
tres microorganismos indicadores usados anteriormente midiendo el crecimiento (ufc/mL) a 24
h de incubacion a 37 °C en presencia de sus respectivos SLC sin tratar y neutralizado. Como
control positivo se empled medio estéril (BHI) en lugar de SLC (Figura 1.11).

Los resultados demostraron que la mayoria de las cepas ensayadas presentaron un
efecto bactericida, excepto L. plantarum EFj18 y SB5 de EF y hortalizas cuyos efectos fueron
bacteriostaticos, inhibiendo completamente el crecimiento de S. Typhimurium o E. faecalis y las
tres cepas indicadoras respectivamente. Es interesante destacar que un 33% y 61% del total de
las BAL de F/EF presentaron efecto bactericida total y parcial sobre las cepas indicadoras
ensayadas mientras que esta propiedad solamente ocurrié en un 8,35% y 79,2% de las cepas de
H/EH respectivamente. Esta diferencia podria estar relacionada con el efecto sinérgico
encontrado mayoritariamente en BAL de F/EF como se menciono anteriormente.

En el caso de S. Typhimurium, el efecto bactericida de los SLC sin tratar ocurrié en
forma total y parcial a razon del 45,0 y 45,5% 6 12,5 y 75,0% del total de las cepas de F/EF 6
H/EH ensayadas respectivamente (Figura 1.11 A, B) mientras que, sobre L. monocytogenes, esta
propiedad ocurri6 a razén de un 9% y 91% para las cepas de F/EF pero no para las de H/EH.
Las ltimas solamente mostraron efecto bactericida parcial a razén de un 87,5%, sin observarse
efecto bactericida total (Figura 1.11 C, D). Respecto a E. faecalis un 45,5% y 455% 0 17,5y
75% de cepas de F/EF o H/EH presentaron efecto bactericida total y parcial, respectivamente
(Figura 1.11 E, F). De este modo las cepas de F/EF fueron mas efectivas en general que las de
H/EH, presentando un mayor porcentaje de cepas cuyos SLC presentaron un efecto bactericida
tota frente a las tres cepas indicadoras ensayadas. En concordancia con nuestros resultados,

Rodriguez Vaquero y col. (2014) reportaron que SLC sin tratar de BAL homofermentativas
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aisladas de berenjena tuvieron efecto bactericida parcial en 100% de las cepas ensayadas contra
S. aureus 23922.

En el presente ensayo se puso en evidencia que los metabolitos producidos por las
BAL seleccionadas, especialmente de F/EF poseen un modo de accion bactericida contra
bacterias patdgenas transmitidas por alimentos tales como las ensayadas en este estudio en 24 h
de incubacion, lo que les da un valor adicional para su uso como agentes de biocontrol.

Cuando los SLC fueron neutralizados, en general se revirtid el efecto antagdnico,
excepto para las cepas de L. plantarum N8 y JNB25 de naranjas frente a S. Typhimurium, L.
monocytogenes y E. faecalis, y para las cepas 4 y 5 de hortalizas confirmando sus efectos
sinérgicos entre acidez y produccion de peroxido de hidrégeno u sustancia tipo bacteriocina,
respectivamente.

Teniendo en cuenta que la mayoria de cepas provenientes de frutas y EF mostraron
efecto bactericida total o parcial frente a las tres patdgenas ensayadas y en algunas de ellas no
solamente por acidez se selecciond este grupo de bacterias para continuar con las

investigaciones propuestas, mas alla que las de hortalizas también resultaron de gran interés.
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Figura 1.11 Diferencia en la concentracion de células viables entre el indculo (0 h) y tras 24 horas de
incubacidn (fase estacionaria) de S. Typhimurium (A, B), L. monocytogenes (C, D) y E. faecalis (E, F) en
medio control (sin SLC) y suplementado con SLC sin tratar (SLC) y neutralizado (SLCN) de cada BAL
seleccionada de F/EF (A, C, E) y H/EH (B, D, F). Inéculo inicial promedio: 6,72 log ufc/mL. SLC sin
tratar (|| ) y SLC neutralizado, SLCN, (]| ).
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1.5 CONCLUSIONES PARCIALES

> La carga microbiana en EF fue significativamente mayor que en EH,

independientemente del origen de la muestra.

> En EF, las BAL fueron predominante, aun cuando se aislaron levaduras y bacterias
Gram negativas, catalasas positivas en medio PCA y Mac Conkey. En ensalada de hortalizas se
encontré una mayor proporcién de levaduras que de bacterias Gram negativas, catalasas

positivas y BAL.

> En ambas matrices alimentarias se obtuvieron recuentos positivos en medios PCA y
Mac Conkey de microorganismos potencialmente alterantes y patdgenos. Este resultado resalta
la importancia de caracterizar BAL autdctonas de frutas y hortalizas frescas o MP para su

potencial aplicacién de agentes de biocontrol de dichos alimentos.

> La identificacién fenotipica de 81 aislados de muestras de EF y EH de elaboracion local,
demostrd por primera vez, la presencia de cuatro géneros comunes de BAL con aptitud para
crecer eficientemente a pH 4,5; siendo Lactobacillus y Leuconostoc predominantes en cada una

de ellas respectivamente.

> Se evallo la actividad antimicrobiana de los 81 aislados caracterizados fenotipicamente
en esta Tesis Doctoral y, de 23 BAL de frutas y hortalizas frescas a través del ensayo de la gota

frente a cinco cepas indicadoras.

> Del total de bacterias analizadas, independientemente de su origen, 47,1% presentd

actividad antagonica fuerte al menos frente a tres de las cinco bacterias indicadoras ensayadas.
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> En términos cuantitativos, las cepas de EH resultaron menos eficientes en relacion a sus
propiedades antibacterianas en oposicién a las de hortalizas enteras y de F/EF que mostraron un
comportamiento bastante homogéneo. Este hecho podria explicar la menor proporcion de BAL

aisladas de EH en comparacién con EF.

> En base a los resultados obtenidos se seleccionaron 48 cepas por sus actividades
inhibitoria fuerte frente a dos o tres cepas indicadoras. Se evallo su naturaleza antimicrobiana,
empleando SLC, frente a S. Typhimurium (sensibilidad alta) E. coli (sensibilidad intermedia) y
E. faecalis (sensibilidad baja).

» FrenteaS. Typhimurium:

- La mayoria de los SLC presentaron efecto IF, excepto los de EH, lo que estuvo de
acuerdo con resultados obtenidos en la prueba de la gota.

- La actividad antimicrobiana de la mayoria de las cepas, especialmente de H/EH estuvo
asociado a acidez, siendo este efecto mas pronunciado en las que revirtieron su efecto de IF a IB
o Sl cuando fueron neutralizados, lo que se relacionaria con su mayor capacidad acidificante.

- Dentro del grupo de cepas cuyos efectos inhibitorios estuvieron asociado a otro tipo de
sustancia, ademas de acidez, se destacé la produccion de perdxido de hidrégeno (inhibido por
catalasa) por L. plantarum N4, N8, JNB25, y de una sustancia de naturaleza proteica inhibida
por tripsina en L. plantarum EFf29 y EFj47 de F/EF, siendo el primero mas significativo en las
condiciones de ensayo.

- Cabe destacar que la produccion de peréxido de hidrégeno fue demostrada en el 100%
de las cepas aisladas de naranjas.

> Frente a L. monocytogenes:

- Los SLC mostraron efecto antagénico en un porcentaje menor de cepas que lo
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observado para S. Typhimurium, lo que se relaciond con la mayor resistencia del patdgeno
detectada en el ensayo de la gota.

- Nuevamente las cepas de EH presentaron la menor actividad antibacteriana, mientras
que las de hortalizas o frutas enteras fueron las mas efectivas.

- El efecto inhibitorio estuvo asociado principalmente a acidez, excepto para las cepas de
naranjas (acidez y produccion de perdxido de hidrégeno) y la de pimiento, L. plantarum JP11,
(sustancia inhibida por tripsina).

> Frente a E. faecalis:

- La minoria de los SLC ensayados presentd un efecto antagénico significativo, siendo
los més efectivos de cepas de hortalizas.

- La naturaleza de la actividad antimicrobiana estuvo asociada a acidez, y solamente en
dos cepas de hortalizas podria ser débilmente atribuia a otro tipo de sustancia, una de ellas

inhibida por tripsina.

> El anélisis comparativo global demostré que, en general, los SLC sin tratar de bacterias
provenientes de hortalizas, frutas y EF mostraron los mayores porcentajes de inhibicion (F 6 M)
especialmente frente a S. Typhimurium. En general, el efecto antag6nico de los mismos estuvo
relacionada a acidez y en baja proporcién, ademas, a la produccion de peroxido de hidrégeno y

en algunas cepas de EF u hortaliza a una sustancia de naturaleza proteica inhibida por tripsina.

> Se seleccionaron 19 cepas por presentar actividad inhibitoria (F) asociada a acidez, (F o
M) asociada a acidez y una sustancia de otra naturaleza, y (F o M) contra dos cepas indicadoras

incluyendo una Gram positiva y otra Gram negativa.
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CAPITULO 2

2.1 INTRODUCCION

Las BAL constituyen un grupo particular de interés en la industria de los alimentos
debido a sus propiedades tecnoldgicas, siendo ampliamente usadas como cultivos iniciadores
para producir alimentos fermentados (Lahtinem y col., 2012; Limdn-Martinez y col. 2018).
Por otro lado, los vegetales frescos y MP son fuertemente recomendados en la dieta humana,
sin embargo, estan sujetos a rapido deterioro microbiano. En este contexto, la fermentacién
lactica resulta una herramienta biotecnoldgica simple y valiosa para mejorar su seguridad y
calidad.

Para conseguir propiedades deseables del producto fermentado, las BAL deben ser
capaces de adaptarse y crecer en las condiciones fisicoquimicas propias de la materia prima.
El pH de frutas y vegetales, generalmente acido (entre 4,0 y 4,6) y la naturaleza de los &cidos
organicos por si mismos seleccionan el crecimiento de microorganismos acidos tolerantes
tales como BAL (Brackett, 1999), levaduras y hongos filamentosos (Splittstoesser, 1987; Sajur
y col., 2007: Savino y col., 2012). En ese contexto, en el Capitulo 1 del presente trabajo de
Tesis Doctoral evaluamos las respuestas de crecimiento de 81 aislados de EF y EH a pH 4cido
como primer criterio de seleccién. Luego, los caracterizamos fenotipicamente y evaluamos sus
propiedades antimicrobianas lo que permiti6 la seleccion de 11 cepas aisladas de frutas frescas
y EF para continuar con las investigaciones propuestas.

Considerando que fermentaciones espontaneas, resultantes de las actividades
competitivas de una variedad de microorganismos autdctonos y contaminantes corren el alto
riesgo de fallar y, ocasionar dafios inesperados para la salud del consumidor el uso de cultivos
iniciadores o “starters”, capaces de adaptarse y crecer en la matriz alimenticia es
recomendado, desde el punto de vista de higiene y seguridad (Sajur y col., 2007). En este
contexto evaluamos las repuestas de crecimiento de las BAL en estudio en un medio complejo
de laboratorio y un medio natural a fin de aproximarnos a las condiciones propias de las

potenciales matrices alimentarias. Al mismo tiempo determinamos sus capacidades
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acidificantes en relacién con sus propiedades antimicrobianas y potencialidades de uso como
agente biopreservativo.

Un grupo muy importante de constituyentes de los alimentos vegetales son los
compuestos fendlicos cuya presencia en productos frescos y MP ha sido asociada
inversamente a la morbilidad y mortalidad por enfermedades degenerativas y coronarias
(Gillman y col., 1995). Sin embargo, la influencia de estos compuestos sobre el crecimiento y
viabilidad de las BAL no esta clara, mientras algunos presentan efectos estimulatorios, otros
las afectan negativamente (Stead, 1993; Reguant y col., 2000; Campos y col., 2003;
Figueiredo y col., 2008; Rodriguez Vaguero y Manca de Nadra, 2008; Rodriguez VVaquero y
col., 2010; 2011; 2014). Por lo tanto, investigamos la influencia de compuestos fenélicos
puros sobre el crecimiento y viabilidad celular de las BAL seleccionadas a fin de establecer
sus competencias para crecer en los medios naturales y metabolizar dichos compuestos.

Por otro lado, identificar a nivel molecular las cepas aisladas e identificadas
fenotipicamente de EF. Tradicionalmente, la identificacion microbiana ha estado basada en el
estudio de caracteres fenotipicos, fisioldgicos y/o bioquimicos. Estos métodos, aunque
presentan algunos inconvenientes, como por ejemplo su escaso poder discriminante (Kandler y
Weiss, 1986) o el que son muy laboriosos y en ocasiones econémicamente costosos, son
todavia muy utilizados, aunque en ningln caso como Unico método de identificacion. El
avance y la simplificacion de las técnicas moleculares han permitido que éstas se utilicen
como una herramienta de rutina en la identificaciobn de microorganismos, sobre todo en
investigacion, entre otras ventajas por su universalidad, sensibilidad, resolucion y poder
discriminante. Entre ellos, el analisis de la secuencia de bases de los acidos nucleicos es un
marcador genético que puede ser utilizado para la diferenciacion de especies y cepas. En estos
ensayos se utiliza bien el genoma entero o una parte del mismo, como ocurre en la
secuenciacion de los ARNs ribosomales (ARNr). Los ARNr poseen secuencias variables y
secuencias constantes, que pueden ser utilizadas para comparar tanto microorganismos muy

préximos como muy alejados filogenéticamente. Las bacterias poseen tres tipos de ARNTr,
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designados por su coeficiente de sedimentacidn, 23S, 16S y 5S, cuyos genes se encuentran
normalmente organizados en un operdn y separados entre si por secuencias intergénicas
llamadas ITS (internal transcribed spacer). La fraccion 16S del ARN ha sido la méas estudiada
ya que su tamafio permite una secuenciacién rapida y suministra ademas mucha informacion.
Actualmente se dispone de numerosas secuencias del ARNr 16S en las bases de datos
mundiales. Un microorganismo desconocido puede ser identificado en funcién del
alineamiento de la secuencia de su ARNr 16S con las secuencias disponibles en estas bases de
datos. Para especies de un mismo género existe un alineamiento en las secuencias superior al
90% y para cepas de una misma especie este valor es superior al 99% (Betlz et al., 1990). Este
método ha sido utilizado para confirmar la identificacion fenotipica y caracterizar
genéticamente los aislados seleccionados de EF.

Por otro lado, alimentos vegetales biopreservados podrian ser vehiculos de BAL
como una alternativa para la produccion de probidticos no-lacticos (Liu y col., 2011; Perez y
Saguir, 2012; Favaro y col., 2014; Palomino y col., 2015; Gomez y col., 2016). Por ejemplo,
jugos de frutas podrian ser matrices deseables para el cultivo de BAL probidticas ya que
contienen nutrientes beneficiosos (Shah y col., 2001) y un sabor agradable, siendo percibidos
como un alimento saludable y diferente (Sheenhan y col., 2007). Perez y Saguir (2012)
demostraron la capacidad de la cepa L. plantarum N4, seleccionada en el Capitulo 1, para
sobrevivir en jugo de naranja durante un periodo prolongado de tiempo a 4 °C, sin afectar su
composicion quimica ni cualidades organolépticas. Este comportamiento, sumado a la
caracterizacion parcial de algunas propiedades probioéticas tales como tolerancia a acidez y sal
biliar y la resistencia a la exposicion a condiciones gastrointestinales simuladas (Perez, 2013),
la posicionan como buena candidata para usarse en la elaboracion de un jugo natural con valor
agregado para el consumidor. Otra propiedad de interés en este sentido es la capacidad para
formar “biofilm”, ya que la modulacién de la microbiota en muchas condiciones ocurre a

traves de exclusién competitiva por adhesion a sitios y nutrientes.
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Entre los principales beneficios para la salud atribuidos al consumo de probidticos se
encuentra sus propiedades antimicrobianas (Saad y col., 2013), propiedad valorada en las BAL
seleccionadas en el Capitulo 1. En este aspecto, profundizamos los estudios al respecto
determinando la actividad antimicrobiana en una cepa aislada de una matriz alimenticia de
elaboracion local.

Por otro lado, se ha descripto que el uso de BAL mejora el balance o disponibilidad
de aminoacidos esenciales y vitaminas tales como tiamina, riboflavina, niacina o acido félico
y la utilizacién de hierro en presencia de vitamina C en productos vegetales (Di Cagno y col.
2010, 2011; 2013). Sin embargo, las BAL son muy exigentes desde el punto de vista
nutricional, especialmente en factores de crecimiento (Amoroso y col., 1992; Saguir y Manca
de Nadra, 2002; Manca de Nadra y col., 2003; Aredes Fernandez y col., 2003; 2004; Saguir y
Manca de Nadra, 2007). Por lo tanto, realizamos estudios nutricionales en las cepas
seleccionadas a fin de establecer sus competencias para el adecuado crecimiento en el medio
natural, asi como sus potenciales capacidades biosintéticas.

La disponibilidad de aminoacidos libres y presencia de microorganismos pueden
influir en la formacion de aminas bidgenas (AB) en alimentos. Las AB son bases organicas de
bajo peso molecular que poseen actividad biol6gica, y son normalmente producidas por
decarboxilacion de aminoacidos o por aminacién y transaminacion de aldehidos y cetonas. Su
ingestion en altas cantidades constituye un riesgo potencial para la salud humana debido a sus
efectos tdxicos (Alvarez-Cisneros y col., 2017). Se ha reportado una alta incidencia de
presencia de aminodcido-decarboxilasas especialmente en ciertas especies de
Enterobacteriaceae, Clostridium, Lactobacillus, Streptococcus, Micrococcus y Pseudomonas
(Linares y col., 2009).

Considerando la importancia de la actividad bacteriana en frutas frescas y MP, asi
como las exigencias en cuanto a patrones de calidad por parte del consumidor, es fundamental
seleccionar cepas de BAL identificadas fenotipica y genotipicamente con elevadas cualidades

para su potencial aplicacién biotecnoldgica. Mas aun, cuando en el mercado local no se
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encuentran disponibles cultivos iniciadores autoctonos para ser inoculados en la fermentacion
de matrices alimenticias vegetales, listas para consumo, que puedan agregar valor adicional,
evitando alteraciones por deterioro microbiano, y redundando en beneficios para la industria y

el consumidor.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Crecimiento y capacidad acidificante en diferentes condiciones de cultivo. Influencia de
compuestos fendlicos puros.

> ldentificacion molecular de cepas seleccionadas

» Propiedades de interés tecnoldgicos como criterio adicional de seleccion.

> Evaluacién de propiedades antimicrobianas frente a una cepa patdgena aislada de EF

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Microorganismos

Se incluyeron las 11 cepas de frutas y EF seleccionadas en el Capitulo 1 por sus
propiedades antag6nicas (Tablas 1.15; 1.1).

Para ensayos de inactivacion en jugo multifruta comercial (JMC), cuya composicion
se describe en el apartado 2.3.2 se emplearon las cepas S. Typhimurium (ATTC 14028) y L.
monocytogenes descriptas en el Capitulo 1. Las mismas se eligieron por presentar diferentes
perfiles de sensibilidad antimicrobiana y ademas, por tratarse de una bacteria Gram (+) y otra
Gram (-).
2.3.2 Medios de cultivos

e Medio MRS (de Man y col., 1960), cuya composicién ha sido descripto en el
apartado 1.3.3 del Capitulo 1.

e Medio BHI, cuya composicion ha sido descripto en el apartado 1.3.3 del capitulo
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e Jugo comercial multifruta, marca La Campagnola BC®, obtenido de un local
comercial. Este producto de bajas calorias tiene alta aceptacion por parte del consumidor, no
posee azlcares agregados, colorantes ni conservantes, y su composicion segun se describe en
la etiqueta es la siguiente: pulpa de banana (5%), pulpa de durazno (10%), jugo de manzana
(15%), jugo de naranja (20%), pH= 3,49. El jugo pasteurizado se encontraban en recipiente
cerrado y refrigerado al momento de su compra y, de esta manera se trasladé al laboratorio
donde fue mantenido a 4 °C hasta su procesamiento y uso en los ensayos experimentales. El
procesamiento consistié en la clarificacion del jugo por centrifugacién a 7500 g durante 15
min a 4 °C (JMC) y, dependiendo del ensayo experimental, su posterior neutralizacion a pH
6,5 con NaOH 0,1 N.

¢ Medio semisintético adicionado con compuestos fendlicos puros, con la
siguiente composicion basal (MB) en g/L: glucosa, 2; citrato trisédico dihidratado, 0,5; acido
D-L malico, 5; casaminoéacidos, 1; extracto de levadura 6,7. EI pH se ajust6 a 5,5 con HCI 0,1.
El MB se adiciond con una mezcla de 4cido ferulico (10 mg/L), acido galico (50 mg/L) y
catequina (20 mg/L) disueltos en etanol. EI MB se esterilizd en autoclave durante 15 min a
121 °C y 1 atmosfera de sobrepresion. Los compuestos fendlicos se esterilizaron por filtracion
a través de membranas de 0,22 um (Millipore) y se adicionaron al MB estéril en condiciones
asépticas. EI medio se empled para evaluar la influencia de la mezcla compuestos fendlicos
puros sobre el crecimiento de BAL seleccionadas.

e Agar base PALCALM (Merck), medio selectivo y diferencial para L.
monocytogenes compuesto por (g/L): agar base Columbia, 39,0; D-glucosa, 0,5; D-manitol,
10,0; esculina, 0,8; citrato de hierro y amonio, 0,5; rojo fenol, 0,08; cloruro de litio, 15,0, pH
final: 7,2 £ 0,2. El suplemento selectivo para el agar base contiene: Polimixina B 5000,0 Ul;
Acriflavina HCI 0,0025 g, Ceftazidima 0,01. L. monocytogenes desarroll6 formando colonias
lisas, verdosas con un halo negro sobre fondo rojo. Este medio fue empleado para el recuento

de L. monocytogenes en ensayo de inactivacion en JMC.
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e Medio Salmonella-Shigella agar (SSA) (Difco), constituido en (g/L) por:
pluripeptona 5,0; extracto de carne, 5,0; lactosa, 10; mezcla de sales biliares, 8,5; citrato de
sodio, 8,5; tiosulfato de sodio, 8,5; citrato férrico, 1,0; agar 13,5; verde brillante 0,00033; rojo
neutro, 0,025. No se esteriliz6 en autoclave, se calent6 a ebullicién 3 minutos y se dejo enfriar
a 50 °C y se distribuy6 en placas de Petri. pH final 7,0 £ 0,2. Este medio fue empleado para el
recuento de S. Typhimurium en ensayo de inactivacién en JIMC.

¢ Medio minimo decarboxilasa, con la siguiente composicion basal (MB) en g/L.:
peptona de carne, 5; extracto de carne, 5; glucosa, 0,5; piridoxal 5-fosfato, 0,005;
MgS04.7H,0, 0,2; MnS04.4H,0, 0,05; FeSO4.7H,0; tiamina, 0,01; el indicador de pH
purpura de bromo cresol, 0,06 y Tween 80, 1 mL. El medio se llevé a pH 5,3 + 0,2 y se
esterilizé en autoclave. Luego, se adicion6 el aminoéacido precursor (1%, p/v) esterilizado por
filtracion a través de membrana filtrante de 0,22 um (Millipore) en condicidn de esterilidad. El
medio se emple6 para determinar cualitativamente la formacion de AB a partir de la
decarboxilacion del aminoacido precursor, lo que produce su alcalinizacion y cambio de color
de amarillo a violeta (Bover-Cid y Holzapfel, 1999).

e Medio quimicamente definido optimizado para L. plantarum (MSLP),
descripto por Saguir y col. (2007), cuya composicion de aminoacidos y vitaminas se indica en
la Tabla 2.1. EI medio sintético, usado como medio basal (MB), fue esterilizado en autoclave,
cuyo calentamiento fue detenido inmediatamente se alcanzé la temperatura de 121 °C, excepto
el aminoacido cysteina-HCI que se esterilizo por filtracion a través de membrana filtrante de
0,22 um de tamafio de poro (Merck) y luego se afiadié al medio estéril. Este medio fue

empleado para determinar los requerimientos en vitaminas de las cepas seleccionadas.
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Tabla 2.1 Concentracion de vitaminas y aminoacidos en MSLP

Acido p-aminobenzoico 0.01 L-acido glutamico 0.15
Vitamina By, 0.001 L-histidina-HCI 0.20
Pantotenato de calcio 0.001 L-isoleucina 0.20
D-biotina 0.01 L-leucina 0.3
Acido félico 0.001 L-lisina-HClI 0.3
Niacina 0.001 L-metionina 0.2
Pixidoxal etil acetal-HCI 0.001 L-fenilalanina 0.2
Riboflavina 0.001 L-prolina 0.3
Thiamina-HCI 0.001 L-serina 0.3
DL-alanina 0.20 L-treonina 0.2
L-arginina 0.3 L-triptéfano 0.2
Acido L-aspartico 0.20 L-tirosina 0.3
L-cisteina- HCI 0.20 L-valina 0.3

El MB contuvo en agua destilada (L™): glucosa, 10 g; acetato de potasio, 10 g; dihidrégeno
ortofosfato de potasio, 2 g; tioglicolato de sodio, 0.5 g; sulfato de magnesio 7.H,0, 0,15 g; sulfato
de manganeso 4.H,0, 0.02 g; sulfato ferroso 7.H,0, 0,01 g; Tween, 80, 1 mg; adenina, 50 mg; acido
citidilico, 50 mg; desoxiguanosina, 50 mg; guanina-HCI, 50 mg (Saguir y Manca de Nadra, 2007).

e Medio TSI (Triple azucar hierro) con la siguiente composicion en (g/L): extracto
de carne, 3; extracto de levadura, 3; peptona, 20; cloruro de sodio, 5; lactosa, 10; sacarosa, 10;
glucosa, 1; sulfato de hierro y amonio, 0,2; tiosulfato de sodio, 0,2; rojo fenol 2,5 mg%; agar,
13; pH final. 7,3 + 0,2. Este medio se empled para estudiar utilizacion de azlcares y
produccion de sulfuro de hidrégeno durante la identificacion de Enterobacteriaceae

e Urea agar de Christensen con la siguiente composicion en (g/L), peptona, 1;
NaCl, 5; glucosa, 1; KHPO4, 2; solucién alcoholica de rojo fenol 0,2 %; agar, 20. Se ajusto a
pH 6,7+ 0,2. Se esterilizé6 a 121°C 15 minutos, luego se afiadié 100 ml de urea al 20%
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previamente esterilizada por filtracion. Se fracciono en tubos y se solidifico en bisel. El color
del indicador en el medio es amarillo. Este medio se utiliz6 para la prueba de la ureasa.

e Citrato de Simmons agar compuesto por (g/L), citrato de sodio, 2; MgS0O4, 0,2;
NaCl, 5; NH;H,PO,, 1; K;HPO,, 1; azul de bromotimol, 0,08; agar, 15. El pH final se ajusto a
6,9 = 0,2. Luego de esterilizar se dejé solidificar los tubos en bisel. Este medio se utiliz6 para
la prueba de utilizacién de citrato como Unica fuente de carbono.

e Caldo peptona glucosa fosfato (APGP) compuesto por (g/L), peptona, 7,
K,HPQ,, 5; glucosa, 5; pH final: 6,9+ 0,2. Este medio se usé para realizar las pruebas de Rojo
Metilo y Voges Proskauer (\VP).

e Medio Rappaport-Vassiliadis con soja con la siguiente composicion en g/L:
peptona de soja 4,5; cloruro de magnesio 6H,0 29; cloruro de sodio 8; fosfato dipotéasico 0,4,

fosfato monopotasico 0,6; verde de malaquita 0,036, pH final 5,2 + 0,2.

2.3.3 Crecimiento de BAL en diferentes condiciones de cultivo
2.3.3.1 Preparacion del in6culo y condiciones de cultivo

Cultivos puros de las cepas de BAL se activaron por dos transferencias sucesivas en
medio MRS, pH 6,5. A final de fase exponencial tardia (~12 h) las células de la Gltima
transferencia se cosecharon por centrifugacion a 4600 g durante 20 min a 4 °C, se lavaron dos
veces con solucion fisiologica estéril, y se re-suspendieron en la misma disoluciéon a una
DOsgonm: 1,0. Las suspensiones celulares se usaron para inocular, a una tasa de 2 % (v/v) los
medios de pruebas equivalente a una densidad celular de orden 10" ufc/mL.

Los medios de pruebas inoculados y sus respectivos controles: - caldo MRS, - JMC,
- Medio semisintético adicionado con una mezcla de compuestos fendlicos puros (MFP) se
almacenaron a 30 y/o 37 °C durante 1, 2, 3 0 7 dias dependiendo del ensayo experimental
segun se describe en la seccién Resultados y Discusion. A intervalos regulares de tiempo se
midid el crecimiento celular por medidas de turbidez (DOsgonm) Y/0 recuento de células viables

(ufc/mL) y se tomaron muestras de sobrenadantes de cultivos libres de células (SLC) para
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determinaciones analiticas y de pH. A partir de los valores obtenidos de DOsggnm Se graficaron
las curvas de crecimiento (In DOsgo Vs tiempo) y se calcularon las velocidades méximas de
crecimiento (Umax) €n la fase exponencial de crecimiento donde ésta es constante y maxima de

acuerdo a la siguiente formula:

In DO,- In DOy

Umax =

t-ty

Donde, DO: densidad dptica a 560nm; t; tiempo

2.3.3.2 Medidas de pH y velocidad de acidificacion
Las medidas de pH se realizaron en SLC con pHmetro (Microprocesador pH Meter,
Hanna Instruments). A partir de los valores obtenidos durante el crecimiento microbiano se
determind la capacidad acidificante (ApH) a distintos tiempos:
- Enmedio liquido MRS:
ApH1n=pH (0 h) — pH (12 h)
- EnJMC:
ApHys=pH (0 d) — pH (2 d)
ApH7¢=pH (0 d) — pH (7 d), donde t= 2d 0 7d x 24 h=48 h 0168 h, respectivamente
Ademas, se calculo la velocidad maxima de acidificacion (Vmaxa) COMO la pendiente

de la curva donde el descenso fue lineal y maximo segun la siguiente formula:

ApH = (pH2 —pHI1)
At (t2 —t1)

Donde, t: tiempo
2.3.3.3 Determinaciones analiticas
Las determinaciones se realizaron en muestras de SLC obtenidos por centrifugacion
a 4600 g durante 15 minutos a 4 °C a intervalos regulares de tiempo. Los SLC fueron filtrados

a través de membranas filtrantes de 0,22 pum y mantenidos a -20 °C hasta su utilizacion.
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2.3.3.3.1 Métodos enzimaticos

Los metabolitos fueron determinados por métodos enzimaticos, empleando kits de
Boehringer (Mannheim, Alemania). A continuacién se describen sus fundamentos.
2.3.3.3.1.1 Glucosa residual

El método enzimaético se basa en la fosforilacion de D-glucosa a D-glucosa-6-fosfato
(G-6-P) en presencia de la enzima hexokinasa (HK) y adenosina-5-trifosfato (ATP) con la
formacion simultdnea de adenosina-5-difosfato (reaccion 1). En presencia de la enzima
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), la G-6-P es oxidada en presencia de NADP a D-
gluconato-6-fosfato con la formacion de NADPH (2). La cantidad de NADPH formado
(reaccion 2) es directamente proporcional a la cantidad de D-glucosa presente en la muestra y,

se determina espectrofotémetricamente a 340 nm.

HE
1y D-Glucosa + ATP ——i5-6-F + ADP

GBF
2y G6-F +IWADFT ——— » D-Gluconato-6-Fosfato + NADPFH + HY

2.3.3.3.1.2 Acido Dy L- lactico

En presencia de D-Lactato dehidrogenasa (D-DLH), el acido D-lactico es oxidado en
presencia de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) a piruvato. La oxidacion de L-LActico
requiere la presencia de la enzima L-lactato dehidrogenasa (L-LDH). Luego, el piruvato es
transformado a L-alanina en una reaccion catalizada por la enzima glutamato piruvato
transaminasa (GPT) en presencia del L-glutamato. La GPT favorece el desplazamiento del
equilibrio de la reaccion a favor del piruvato y NADH. La cantidad de NADH formada es
estequiométrica a la cantidad de acidos D y L- Lactico. El incremento en NADH es

determinado por medida de la absorbancia a 340 nm.
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D-LDH
1) D- lactato + NAD" <———; Piruvato + NADH+ H"

L-LDH
2) L-lactato + NAD® *=— Piruvato + NADH+ H"

GPT
3) Piruvato + L- Glutamato <—————, L- alanina+ 2- oxoglutarato

2.3.3.3.2 HPLC

AzUcares, acidos L-malico, citrico, D y L- Lactico, acético y propidnico y etanol se
determinaron por HPLC usando un cromatdgrafo Agilent (1260, Agilent Technologies, EU)
equipado con una bomba de gradiente cuaternario (Quat Pump VL), inyector automatico
(ALS), termostato de columnas (modelo TTC), muestreador automatico (modelo G1329B), y
acoplado con un detector arreglo de Diodos (DAD) (modelo G1315D) y un detector de indice
de refraccion (RID) (Modelo G1362A).

Las condiciones analiticas incluyeron una columna Agilent HiPlex H con una
columna (7.7 x 300 mm, 8 um) y; una fase movil compuesta por: un gradiente isocratico de
H,SO, 100%, 0,001M en agua ultrapura; y un flujo de 0,4 ml/m. La temperatura de la columna
fue de 75 °C y el volumen de inyeccién de 20 uL. Los datos fueron procesados utilizando el
Software Open LAB CDS ChemStation Edition TM (Agilent Technologies). Los picos

obtenidos se compararon con los estandares (pureza de 99%; Sigma-Aldrich, St. Louis, EU).

2.3.4. Inactivacion de S. Typhimurium y L. monocytogenes en JMC

Para ensayos de inactivacion en jugo multifruta, los cultivos puros de S.
Typhimurium y L. monocytogenes, se activaron por dos transferencias sucesivas en medio
BHI incubado a 37 °C. A final de fase exponencial (6 y 12 h respectivamente) las células se
recolectaron por centrifugacion a 4600 g por 20 min, se lavaron y resuspendieron en solucion

fisiologica estéril hasta obtener DOsgonm= 1,5. Luego, las suspensiones celulares se emplearon
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para inocular los medios de prueba a una concentracion inicial en el orden de 10°-10" ufc/mL
en cultivos individuales y co-cultivos con las cepas de BAL en estudio.

La exactitud del in6culo fue confirmada por sembrar en superficie 0,1 mL de las
diluciones apropiadas de cada una de las suspensiones bacterianas sobre los medios solidos
MRS (BAL) y BHI (cepas patégenas) incubados a 30 y 37 °C durante 24 y 48 h
respectivamente. Cabe destacar que los recuentos de células viables (ufc/mL) en JMC se
determinaron por triplicado en SSA y Medio Palcam incubados a 37 °C durante 48 h para S.

Typhimurium y L. monocytogenes respectivamente. Figura 2.1.
l
ST 0 LM (10°ufc/mL) -JMC
i - -JMC neutralizado

37°C,72h

BAL (107 ufc/mL)

- Recuento de células viables (SSA, Palcam)
- Medida de pH

Figura 2.1 Diagrama del procedimiento empleado para evaluar el crecimiento de cepas de BAL en
JMC y ensayos de inactivacion de S. Typhimurium (ST) o L. monocytogenes (LM)

2.3.5 Identificacion molecular de BAL seleccionadas aisladas de EF

Se identificaron cepas seleccionadas provenientes de EF identificadas
fenotipicamente tales como: L. plantarum EFj18, EFj24, EFj47 y EFf29, Ln ssp. EFj6. Como
control positivo se emple6 la cepa L. plantarum N8 identificada fenotipicamente y
genotipicamente en estudios previos (Arena y col., 1996), (Numero de acceso a Genbank:

AY082883).
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2.3.5.1 Extraccion de ADN

El ADN genomico de los cultivos bacterianos en estudio se extrajo de acuerdo al
método descripto por Reguant y Bordons (2003) con ligeras modificaciones cuyo protocolo
estandarizado en el laboratorio consistid de tres fases: - lisis celular, - eliminacién de proteinas
y, - precipitacion de ADN. Para ello, las BAL seleccionadas se cultivaron en medio liquido
MRS, pH 6,5 hasta final de fase exponencial de crecimiento. A continuacion, las células
obtenidas por centrifugacion (8000 g, 15 min a 4°C) se lavaron con 500 pL de SSC 0,1x y se
resuspendieron en 60 L de la solucion de lisis (0,01M Na,HPO,; 20% sacarosa y 2,5 mg/L
lisozima). La suspensién celular resultante se incubd durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente se
adiciond 507 pL de buffer TE, pH 8 (10 mM Tris, 1 M EDTA), 30 pL de SDS 10% y 3 pL de
una solucién acuosa de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubd durante 1 hora a 37 °C,
obteniéndose una solucién viscosa. Luego se agregd 100 pL de NaCl 5 M y 250 uL de acetato
de amonio 7,5 M y se mantuvo a 65 °C durante 10 min. EI ADN se extrajo empleando una
mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v). EI material genético recuperado de la fase
acuosa fue precipitado con isopropanol y lavado con una solucién de etanol 70% mantenida en
refrigeracién. Posteriormente se conservo a -20 °C en 100 pL de buffer TE con RNAsa (50
pg/mL), la cual se dej6 actuar previamente a su conservacion durante 10 minutos a 37 °C. Las
muestras obtenidas se emplearon para la técnica de PCR multiple y secuenciacion del ARNr
16S.
2.3.5.2 PCR multiplex para identificacion de L. plantarum, Lactobacillus pentosus y
Lactobacillus paraplantarum

Estas tres especies se encuentran fenotipicamente estrechamente relacionadas entre
si, especialmente L. plantarum y L. pentosus que comparten un elevado indice de identidad (>
99%), por lo que no es adecuado el empleo solamente de secuencias de ADNr 16S para su
identificacion. Como complemento, se empled la técnica de PCR multiple descripta por
Torriani y col. (2001). Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador

Biometra TRIO-Thermoblock. Se emplearon los siguientes cebadores especificos de especie:
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planF (5’-CCGTTTATGCGGAACACCTA-3"), para L. plantarum;

paraF (5’-GTCACAGGCATTACGAAAAC-3’) para L. paraplantarum;

pentF (5’-CAGTGGCGCGGTTGATATC-3’) para L. pentosus y,

PREV (5’-TCGGGATTACCAAACATCAC-3").

Las cantidades de los componentes de la mezcla de reaccion de PCR y el programa
de amplificacion fueron optimizados y las condiciones finalmente utilizadas se detallan en las

Tabla2.2y2.3.

Tabla 2.2. Concentracion de los componentes de la mezcla de
reaccion de PCR

~ Componente ~ Concentracién®
Tampon 10x 1x
dNTP mezcla 12 pM (mix)
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.)
MgCl, 1,5mM
Primer planF 0,12 uM
Primer paraF 0,25 uM
Primer pentF 0,25 uM
Primer pRev 0,25 uM
Taq DNA polimerasa 05U
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.)
ADN molde 5 ng/pL
Agua Milli-Q hasta completar VF

& Volumen final (VF), 20 puL

Tabla 2.3 Programa de amplificacion utilizado en la reaccion de

PCR
N° de Fase de Fase de Fase de
ciclos desnaturalizacion  hibridacion extension
1 3’,94°C 1’,45°C 1°,72°C
30 307,94 °C 10,56 °C 307, 72°C
1 10, 72°C
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En todos los ensayos se incluy6é una muestra-control negativa que no contenia ADN,
para confirmar el buen funcionamiento de la técnica y comprobar si se producian
amplificaciones inespecificas. Al término de la reaccion los tubos con los amplificados se
mantuvieron a 4 °C hasta que se realizd la electroforesis.

Los productos de amplificacion esperados presentan un tamafio de 318 pb para L.
plantarum, 218 pb para L. pentosus y 107 pb para L. paraplantarum.

La separacién y visualizacion de los productos de amplificacion se realizé mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa. Los geles se prepararon con agarosa tipo D-1
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) al 1,5% (p/v) en tampén TBE 1x [54 ¢/L
Tris(hidroximetil)aminometano; 27,5 g/L &cido borico; 20 mL EDTA 0,5 M, pH 8].

Las muestras (10 pL del amplificado con 2 uL de tampon de carga 6x [0,25% azul
de bromofenol; 0,25% xileno cianol; 30% v/v glicerol]) fueron cargadas en el gel y
seguidamente éste se sumergié en tampdén TBE 1x en la cubeta de electroforesis (Bio-Rad,
EU)). La electroforesis se realiz6 a una intensidad constante de 70 A durante 2 horas.

Los geles se visualizaron en un transiluminador ultravioleta (3 UV™ Model LMS-
20E, UVP, Upland CA91786 U.S.A) a 254 nm, y sus imagenes fueron fotografiadas. El
tamafio de los fragmentos se estimd por comparacion con el marcador de pesos moleculares,
100 bp-ladder (Invitrogen). Este marcador tiene 11 fragmentos de ADN, de tamafios
comprendidos entre 80 y 1031 pb.
2.3.5.3 Secuenciacion del gen del ADNr 16S, alineamientos y analisis de secuencias

La identificacion fenotipica se confirmo también a través del andlisis de segmentos
de secuencias del ADNr 16S (Lane, 1991). La amplificacion se realizé6 empleando el par de
cebadores universales 27F (5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3").

Las cantidades de los componentes de la mezcla de reaccién de PCR y el programa

de amplificacion y las condiciones utilizadas se detallan en las Tabla 2.4y 2.5.
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Tabla 2.4. Concentracién de los componentes de la mezcla de

reaccion de PCR

Componente Concentracion®
10X PCR buffer 0,2x
Dntp 100 pM
MgCl, 1,5mM
Primer 27F 0,5 uM
Primer 1492R 0,5 uM
Taq DNA polimerasa 15U
ADN molde 5ng/uL
Agua Milli-Q hasta completar VF

% volumen final (VF), 50uL

Tabla 2.5 Programa de amplificacion utilizado en la reaccién de

PCR
N° de Fase de Fase de Fase de
ciclos desnaturalizacién  hibridacion extension
1 5°,95°C 1’,45°C 1’,72°C
30 1’,94°C 2°,52°C 1’,72°C
1 7’,72°C

El producto de amplificacién de aproximadamente 1465 pb se visualizé en gel de
agarosa (1,5%) luego de corrida electroforética y tincién del mismo de acuerdo a lo detallado
anteriormente. El tamafio de los fragmentos se estim6 por comparacién con el marcador de
pesos moleculares, 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen). La visualizacién de los amplicones se
realizo por exposicion a luz ultravioleta en un transiluminador (3 UV™ Model LMS-20E,
UVP, Upland CA91786 U.S.A).

La secuenciacion de los fragmentos amplificados, luego de su purificacion mediante
el “kit" comercial Prep-A-Gene kit de Biorad (USA), se realiz6 por el método de cadena

terminal didesoxi por Macrogen Inc. (908 World Meridian Venture Center, #60-24, Gasan-
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dong, Geumchun-gu, Seoul 153-781, Korea) empleando un secuenciador Applied Biosystems
3730 XL (USA).

Las cepas se identificaron taxonémicamente por comparacion de sus secuencias con
cepas de referencia publicadas en Bases de datos GenBank, NCBI (National Center for
Biotechnology Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory) y RDP
(Ribosomal Database Project). Se utilizd6 el programa informatico de alineamiento de
secuencias: Basic Local Alignment Search Tool (BLAST
http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para determinar las afiliaciones filogenéticas de las
BAL aisladas (Altschul y col., 1990 y 1997).

Las cepas aisladas que mostraban una homologia > 97% con la cepa de referencia

fueron consideradas de la misma especie (Stackebrandt y Goebel 1994).

2.3.6 Propiedades de interés tecnoldgico de cepas seleccionadas
2.3.6.1 Preparacion del indculo

Se procedi6 de acuerdo a lo explicado en el apartado 2.3.3.1
2.3.6.2 Susceptibilidad a antibiéticos. Determinacion de CIM

Como una propiedad de seguridad, se determiné la concentracion inhibitoria minima
(CIM) de las BAL en estudio frente a diferentes antibidticos a través del método de
microtitulacion en caldo (Carson y col., 1995). Se define CIM como la menor concentracion
del antibidtico que mantiene o reduce la viabilidad del in6culo luego de 24 h de incubacion.
En el presente estudio se prepararon diluciones del producto a evaluar en progresion
geométrica en base 2 utilizando MRS como medio de cultivo. Se evalu6 el efecto de
cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina, amoxicilina y ciprofloxacina en concentraciones
finales de 2,0; 4,0; 8,0; 16; 32; 64; 128 ug/mL. Como controles negativos y de esterilidad se
utiliz6 medio MRS sin antibi6tico y sin sembrar respectivamente. El crecimiento se determind
por triplicado en lector de microplaca midiendo DOgonm durante 24 h a 30 °C. Una cepa se

considerd susceptible cuando la CIM fue igual o inferior al valor de corte establecido por la
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Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2012) mientras que, se considerd
resistente cuando fue inhibido a una concentracion del antibidtico superior a dicho valor.
2.3.6.3 Ensayo de compatibilidad entre cepas de BAL

A fin de evaluar un posible comportamiento antagonico entre las cepas
seleccionadas, se enfrentaron cultivos bacterianos activos en agar MRS, pH 6,5. La siembra se
realizd por estria, entrecruzandose las diferentes cepas en sentido perpendicular. Las placas
sembradas se incubaron a 30 °C durante 48 h. Luego de la incubacién, la ausencia de
desarrollo uniforme de la cepa sensible a lo largo de la estria correspondiente indicé resultado
positivo (antagonismo).
2.3.6.4 Evaluacion cualitativa de produccion de aminas biégenas (AB)

Se utilizé la técnica descripta por Holzapfel (1999) con ligeras modificaciones. Las
BAL seleccionadas se inocularon al 2% (v/v) en medio minimo decarboxilasa suplementado
individualmente con: lisina, ornitina, histidina, tirosina o arginina (0,1%, p/v) para evaluar la
produccién de cadaverina, putrescina, histamina, y tiramina respectivamente. Antes de
inocular a los microorganismos en el medio de prueba, las células se pre-adaptaron mediante
tres pases sucesivos en dicho medio suplementado con el aminoacido precursor. Como control
negativo se utilizé el medio decarboxilasa sin aminoacido. Los cultivos se incubaron durante 7
dias a 30 °C. La produccion de AB se relacion6 con el viraje del indicador plrpura de bromo
cresol de amarillo a parpura debido a la alcalinizacién del medio. Se utilizd Lactobacillus
hilgardii X1B como control positivo (Arenay col., 2001).
2.3.6.5 Hidrofobicidad

La hidrofobicidad de las células se determiné de acuerdo al protocolo propuesto por
Kos y col. (2003) con ligeras modificaciones. Se determind la particion de las células entre
fase organica (p-xileno) (Cicarelli, Argentina) y fase acuosa. Para ello, se mezclaron 500 uL
de la suspension celular con el mismo volumen de p-Xileno e incubé durante 120 seg. a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se elimind cuidadosamente la fase acuosa y se

midio absorbancia (A) a 560nm. La disminucion de la (A) de la fase acuosa se consideré como
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una medida de la hidrofobicidad de la superficie celular (H%), que se calcul6 de acuerdo a la

siguiente formula:

H (%) = [(Ao)-A) / Ao] X100

Donde, Ay y A son la absorbancia antes y después de la extraccion
con p-xileno, respectivamente.

2.3.6.6 Formacion de biofilm en BAL

La técnica se realizé de acuerdo al protocolo descripto por Borges y col. (2012) con
ligeras modificaciones. Las BAL se inocularon en medio MRS en microplaca de poliestireno
de 96 pocillos e incubaron a 30 °C durante 48 h. Para cuantificar la formacion de biofilm, los
pocillos se lavaron dos veces con agua destilada estéril y las bacterias adheridas se fijaron con
metanol durante 15 min, luego los pocillos de la microplaca se vaciaron y se secaron a
temperatura ambiente. Posteriormente las bacterias adheridas se tifieron con 200 pL de cristal
violeta (CV) al 0,1% (p/v) y se mantuvieron a temperatura ambiente durante 5 min. El exceso
de tincion se elimind lavando dos veces con 200 pL de agua bidestilada. Posteriormente, las
células adheridas se extrajeron con 200 uL de acido acético glacial al 30% (v/v) y se midid
DOsgsnm. Se incluyd medio sin inocular como control negativo. Cada ensayo se realizé por
triplicado. El punto de corte (CDO) se definié como el valor de DOsgsnm del control negativo.
Las BAL se clasificaron como no productoras de biofilm (DOsgsym < CDO), débilmente
productoras (CDO < DOsgspm < 2 CDO), moderadamente productoras (2 CDO < DOsgsym < 4
CDO) y fuertemente productoras de biofilm (4 CDO < DOsgsnm)-
2.3.6.7 Inhibicién de la formacion de biofilm de microorganismos patégenos en presencia
de SLC

El ensayo de inhibicion de formacién de biofilm se realizé siguiendo el protocolo de

O'Toole y Kolter (2012) con algunas modificaciones. Para ello, la suspension celular de S.
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Typhimurium o L. monocytogenes se inoculé en 100 pL de medio BHI conteniendo 100 pL de
SLC de cada cepa de BAL en estudio en pocillos de microplaca de poliestireno de 96 pocillos
con fondo plano estéril e incubaron durante 48 horas a 37 °C. Luego, las células no adheridas
se retiraron y los pocillos se lavaron dos veces con agua destilada estéril para su total
eliminacion. Se agreg6 200 pL de CV al 0.1% (p/v) e incubé durante 30 min en la oscuridad a
temperatura ambiente. Luego, los biofilm tefiidos se enjuagaron dos veces con agua destilada
y se extrajeron con 200 pL de etanol 96%. La cantidad de biofilm se cuantifico midiendo la
DOsgsnm €n lector de microplaca (Versa Max, Molecular Devices).

Como control positivo se realiz6 la misma experiencia sin la adicion de SLC y como
control negativo solamente se adicion6 el medio BHI (sin SLC).
2.3.6.8 Requerimientos nutricionales en vitaminas

Los requerimientos nutricionales en vitaminas de BAL seleccionadas se evaluaron
en el medio sintético MSLP (Saguir y col., 2007).

Para la preparacion del inéculo, las cepas cultivadas en medio MRS, pH 6,5 e
incubados sin agitacion a 30 ° C se cosecharon al final de fase de crecimiento exponencial, se
lavaron con solucién fisiologica estéril dos veces para evitar arrastrar nutrientes esenciales y
se precultivaron, bajo las mismas condiciones en un medio semisintético de adaptacion, cuya
composicion fue similar a la del MB excepto que la fuente de aminoacidos, con excepcién de
cisteina-HCI, fue sustituida por triptona (4 g/L). Luego de tres pases sucesivos, las células se
cosecharon por centrifugacion (4600 g, 20 min), se lavaron dos veces con solucion fisiolégica
estéril y se resuspendieron en el mismo disolvente a DOsgonm= 1,0. Las suspensiones celulares
se usaron para inocular a una tasa del 2% el MB (control) y MB privado de: - acido p-
aminobenzoico (MS1), - pantotenato de calcio (MS2); - D-biotina (MS3); - &cido fdlico
(MS4); - niacina (MS5); - piridoxal (MS6); - riboflavina (MS7) y - tiamina (MS8). Los medios
inoculados y sin inocular (control de esterilidad) se incubaron a 30 ° C durante 24 h. El

crecimiento bacteriano se monitore6 espectrofotométricamente a DOsgonm USando un
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espectrofotometro Bausch and Lomb Spectronic-20 y el pH se determind con pHmetro a
distintos intervalos de tiempo (0, 6, 12y 24 h).

Las vitaminas se clasificaron en tres grupos segun el crecimiento de la BAL (%) en
cada medio deficiente con respecto al MB: De 0 a 30% la vitamina se considerd esencial (E);
de 30 a 70% estimulatoria (S), y > 71% no esencial (NE). Los experimentos se realizaron por

triplicado.

2.3.7 Actividad antimicrobiana de cepas seleccionadas frente a una bacteria
potencialmente patégenas aislada de ensalada de frutas

2.3.7.1 Aislamiento e identificacion

2.3.7.1.1 Muestra

Las muestras de ensaladas de frutas (EF) compuesta por manzana, banana, durazno,
naranja, uva, frutilla y jugo de naranja fueron obtenidas del mismo puesto de venta al pablico
de frutas y verduras mencionado en el apartado 1.3.3 del Capitulo 1 de esta ciudad. Las
muestras se conservaron a 4°C hasta el momento de su procesamiento por duplicado.
2.3.7.1.2 Aislamiento de bacterias Gram (-), catalasa (+)

Para el aislamiento de bacterias potencialmente patégenas pertenecientes al género
Enterobacteriaceae, con particular interés en Salmonella ssp. se usé el protocolo descripto por
ANMAT segun el procedimiento establecido por BAM-FDA 2007 (Manual Analitico de
Bacteriologia-Administracion de alimentos y medicamentos, 2007). Para ello se realiz6 un
pre-enriquecimiento en agua peptona bufferada (APB), inoculando 25 mL de la muestra en
225 mL de APB, la cual se homogeneizé durante 60 min a 25 °C y se incub6 a 35 °C durante
24 h. Luego se tomd una alicuota y se sembr6 en el medio de enriquecimiento caldo
Rappaport-Vassiliadis con soja (RVS) e incubé a 41 °C durante 24 h. Posteriormente se
realizaron diluciones sucesivas, las cuales se plaguearon en medios selectivos agar Mac
Conkey y SSA e incubaron a 37 °C durante 24 h. Tras la incubacion, se realizaron los

recuentos microbianos en las placas conteniendo entre 30 y 300 colonias.
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Un total de 20 colonias que presentaron morfologia (color, tamafio, forma) diferentes
se seleccionaron al azar a partir de los medios de aislamiento, se transfirieron a medio BHI
sOlido y se purificaron por trasplantes sucesivos en el mismo medio a 37 °C durante 24 h. Esta
operacion se realizd por lo menos tres veces a fin de asegurar la pureza de los cultivos. Los
cultivos puros se conservaron en medio BHI, pH 6,5 de acuerdo a lo descripto en el apartado
1.3.3.

Los cultivos puros que exhibieron morfologia celular de bacilos, reaccién de Gram
negativa y catalasa positiva, no formadores de esporas se consideraron como pertenecientes al
género Enterobacteriaceae y se identificaron fenotipicamente mediante un conjunto de
pruebas bioquimicas.
2.3.7.1.3 ldentificacion fenotipica de los aislados

Se prepar6 una suspension celular a partir de 3-4 colonias de cada cultivo puro que
fueron inoculadas en 5 mL de medio BHI pH 6,5. Los tubos asi preparados se incubaron a 37
°C hasta observar turbidez (~ 12 h, en general), luego se tomé una alicuota y se inoculé bajo
las mismas condiciones. Después de 12 h de incubacion a 37 °C, las células se recolectaron
por centrifugacion (4000 g, durante 10 min), se lavaron dos veces con solucion fisiologica
estéril y, se resuspendieron en el mismo diluyente a fin de obtener una DOsgonm= 0.8. Esta
suspension celular se utilizd para inocular los medios de pruebas. Para la identificacion
fenotipica se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas:
2.3.7.1.3.1 Fermentacion de azlcares en medio TSI (agar hierro triple azlcar): los aislados se
inocularon con aguja por puncion en el fondo y estria sobre el pico de flauta e inocularon a 37
°C durante 24 h. Tras la incubacion se observaron los diferentes resultados: - Fondo amarillo
se relaciond con fermentacién de glucosa positiva; - Fondo rojo o sin cambio, glucosa
negativa; Fondo negro con formacién de sulfuro de hidrégeno; - Burbujas o ruptura del agar
con produccion de gas a partir de glucosa; - Pico de flauta amarillo se relaciond con

fermentacion de lactosa y/o sacarosa positiva; - Pico de flauta rojo o sin cambio, lactosa y
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sacarosa hegativo. Las cepas tipicas de Salmonella dan reaccién alcalina (color rojo, 90% de
los casos) y formacion de H,S (ennegrecimiento del agar).

2.3.7.1.3.2 Utilizacién de citrato como Unica fuente de carbono: Los microorganismos se
sembraron con ansa por estria en medio citrato de Simmons e incubaron a 37 °C. Luego de la
incubacion se observo el viraje indicador del indicador de pH. Un microorganismo capaz de
utilizar citrato como Unica fuente de carbono y energia debe contar con citrato permeasa entre
sus enzimas constitutivas, que le permita incorporar este acido organico desde el medio
externo. Un ejemplo positivo es Enterobacter aerogenes quien descompone el citrato segin
las siguientes reacciones:

Citrato —» oxalacetato + acetato
l
piruvato + CO,

La utilizacion de citrato permite la liberacién de iones sodio (Na+) los cuales
desplazan a los iones amonio del NH4H,PO,. Parte de estos iones amonio son utilizados como
fuente de N, y parte se combina con el agua del medio de cultivo formando NH,OH, lo que
determina un aumento de pH y cambio de color del indicador de verde a azul, caracteristico de
resultado positivo. Los resultados negativos se incubaron hasta 7 dias, para evitar falsos
resultados.
2.3.7.1.3.3 Hidrdlisis de urea: los aislados se sembraron con ansa estriando el pico de flauta.
Luego se incubaron a 37 °C durante 24 horas, examinandolos durante intervalos més cortos de
tiempo. La reaccion positiva se evidencio por cambio de color del indicador rojo fenol de
amarillo a rosa por alcalinizacion del medio. Algunas bacterias poseen la capacidad de
sintetizar ureasa, enzima hidrolitica que desdobla la urea con liberacién de amonio, lo que
produce el viraje del indicador de pH.
2.3.7.1.3.4 Fermentacion &cido mixta (FAM) o butilenglicélica (BG) a partir de glucosa: El
medio APGF descripto en el apartado 2.3.3 fue sembrado con pipeta a partir de la suspension

celular de cada aislado. Luego de 2 dias de incubacién a 37 °C, se separ6 1 mL del cultivo en
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otro tubo y se realiz6 la reaccion de VP para evidenciar si el microorganismo llevo a cabo
FBG. En este caso, el acetil-metil-carbinol (0 acetoina), producto intermediario de la
biosintesis de butanodiol, en medio alcalino y presencia de oxigeno es oxidado a diacetilo,
cuya formacién se revela con a-naftol-creatina dando un color rojo-fucsia. Para poner en
evidencia si el microorganismo llevd a cabo una FAM, al cultivo se lo dejé incubar 3 dias
mas, luego se realizo la reaccion con rojo de metilo, un indicador de pH con un intervalo entre
6 (amarillo) y 4,4 (rojo). El viraje de amarillo a rojo reveld reaccion positiva. Un color
anaranjado, intermedio entre el rojo y el amarillo no se consider6 positivo.

2.3.7.1.4 ldentificacion genotipica de Enterobacter cloacae: La identificacion molecular se
realizé por secuenciacion del ARNr 16S de acuerdo al protocolo descripto en apartado 2.3.5

del presente Capitulo.

2.3.7.2 Actividad antimicrobiana de BAL frente a Enterobacter cloacae

La actividad antimicrobiana de las 6 cepas en estudio frente a Enterobacter cloacae
aislado de EF en el presente estudio se evalué mediante el ensayo de difusion en agar de
acuerdo al protocold descripto por Schillinger and Lucke (1989) vy, puesto a punto en el
laboratorio. Los SLC se obtuvieron de acuerdo al protocolo descripto en el apartado 1.3.7.2
del Capitulo 1.

Placas de agar BHI se cubrieron con 15 ml de medio BHI semis6lido inoculado en
orden 7 log ufc/mL con el microorganismo indicador, proveniente de un cultivo activo en el
mismo medio de 12 h ("overnight™). Después se dejo solidificar a temperatura ambiente
durante 15 min, se realizaron pocillos de 10 mm de didmetro con un sacabocado estéril y 75 pl
de cada SLC fue inoculado en cada pocillo. Las placas se colocaron a 4 °C durante 2 horas
para favorecer la difusion de los SLC. Posteriormente, se incubaron a 37 °C durante 24 h. La
interpretacién de los resultados se realizé de acuerdo a lo descripto para la prueba de la gota,

en el apartado 1.3.7.1 del Capitulo 1.
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2.3.8 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos a partir de tres o dos experiencias independientes fueron
sometidos a analisis de la varianza (ANOVA) empleando el programa Infostat. Las diferencias
significativas se determinaron por el test de Tukey (P < 0,05).
Los Datos de crecimiento en presencia de compuestos fendlicos, hidrofobicidad,
inhibicién de biofilm, formacion de biofilm, CIM, y requerimientos nutricionales fueron

sometidos a un analisis de permutacién usando programa PermutMatrix.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Crecimiento y capacidad acidificante de BAL en diferentes condiciones de cultivo
2.4.1.1 Medio complejo MRS

El crecimiento de las once cepas de BAL seleccionadas en el Capitulo 1 por sus
propiedades antimicrobianas, se determin6 en medio MRS, pH 6,5 incubado a 30 °C durante
24 h. Al mismo tiempo se establecidé la velocidad méaxima de crecimiento (Ums) Y de
acidificacion (Vmaxac) (Tabla 2.6). El crecimiento, medido como DOsgonm, alcanzé valores
maximos comprendidos entre 1,25 y 1,65 en 12 h de incubacion (Tabla 2.2). Del total de BAL

A, B; B

analizadas, cinco cepas que no presentaron diferencias significativas entre si ( ) alcanzaron

los niveles maximos de poblacién bacteriana con un valor promedio de DOsgonm: 1,60. Una

€ DD 3lcanzé el

cepa que no mostrd diferencias significativas con aquellas clasificadas como
valor mas bajo de DO (Ln. ssp. EFf6) Coincidentemente, las cepas L. plantarum EFf29,
EFj24, EFj18, N8, JNB25, y N4 que mostraron los valores mas altos de DOsgonm también
presentaron los mayores valores de pmax, Capacidad acidificante y Vi @ 12 de incubacion
(Tabla 2.6). Por lo tanto, sus curvas de crecimiento se muestran en la Figura 2.2. Es
interesante destacar que estas cepas mostraron las mayores efectividades antimicrobianas
descriptas en el Capitulo 1. Cabe destacar que Ruiz Rodriguez y col. (2016) encontraron en

cepas de BAL aisladas de diferentes flores y frutas del noroeste argentino, valores de pinax

ApH24 v Viaac Mas bajos que los determinados en el presente estudio, posiblemente
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relacionado con el origen de las cepas. En nuestro estudio las BAL fueron aisladas de medios
naturales con elevada acidez, y por lo tanto podrian estar mejor adaptadas tolerar y crecer en
dichas condiciones.

De este modo, las cepas de L. plantarum aisladas de EF durante este estudio y
provenientes de naranjas de nuestro cepario presentaron los mejores comportamientos en
relacién con sus respuestas de crecimiento y capacidad acidificante en medio MRS, lo que se
asocid, al mismo tiempo, con sus propiedades antimicrobianas. Por el contrario, los valores
significativamente mas bajo encontrados para Ln. ssp. EFf6 estarian relacionados a su
metabolismo heterofermentativo obligado de glucosa. De acuerdo a Di Cagno y col (2013) un
cultivo starter autdctono para ser aplicado en vegetales debe cumplir, en forma indispensable
con la condicion de bajar rapidamente el pH del medio hasta valores de por lo menos 4.5, para
inhibir microorganismos indeseables desde la etapa temprana de la fermentacién. Por lo tanto,
los resultados obtenidos en el presente estudio resultan de especial interés en funcién de una
potencial aplicacién biotecnolégica y, se relacionan con aquellos obtenidos en los ensayos de
actividad antimicrobiana descriptos en el Capitulo 1.

En relacidn con el crecimiento y capacidad acidificante de las BAL en estudio se
evalu6 por HLPC y/ métodos enziméticos el consumo de glucosa y metabolitos formados
(&cidos organicos, etanol) en medio MRS al final del crecimiento exponencial (12 h). Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.7. EI consumo de glucosa vario entre 4,58 y
7,51 g/ L, lo que correspondi6 a 23% y 37,5% de su concentracion inicial respectivamente.
Las cepas L. plantarum EFj24, EFj47, EFf29 y Ln, ssp EFf6 presentaron los mayores
consumos del azlcar, aun cuando la ultima cepa alcanz6 el méas nivel de poblacion bacteriana.
Todas las cepas de L. plantarum ensayadas produjeron ambos isomeros del acido l4ctico,
aunque el isomero (L) fue principalmente formado, lo que representa una ventaja en funcién
de su potencial aplicacion en alimentos. El isomero L (+) es conocido como el “isémero
fisiologico” ya que al ser similar al encontrado en el organismo humano, es mejor asimilado o

mas rapidamente metabolizado (Montafio y col., 1992). Por el contrario, la cepa EFf6 produjo
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exclusivamente al isbmero de D- del acido lactico lo que es una caracteristica distintiva de este
género.

La produccion total de acido lactico varié entre 3,03 y 7,40 g/L dependiendo de la
cepa, siendo producido principalmente por L. plantarum N8, EFf29, EFj18, EFj24, EFj47 y
JNB25 mientras que la cepa EFf6 produjo la menor concentracion. Ademas, ésta Ultima cepa
produjo &cido acético y etanol lo que se relaciond con su metabolismo heterofermentativo
obligado de glucosa. Este hecho explicaria sus menores valores de biomasa, Umax Y capacidad
de acidificacion, ya que como se describid en la Introduccion las bacterias homofermentativas
u heterofermentativas facultativas como en el caso de L. plantarum son capaces de extraer
doble cantidad de energia de la fermentacion de la glucosa que la que genera la ruta
heterofermentativa. Del mismo modo, que la cantidad de acido l4ctico producida es mayor en
la ruta homofermentativa que en la heterofermentativa.

Es interesante destacar que los rendimientos de produccion de &cido lactico por
glucosa consumida (mmoL: mmoL) fueron maximos en aquellas cepas que mostraron los
mayores valores de Umax Y Vmaxac» CONfirmando sus mayores potenciales lactico tales como: L.
plantarum N8, JBN25, EFj18, EFj24, EFf29, EFj47. De este modo sus efectos inhibitorios
fuertes frente a los tres patdgenos ensayados se relaciond con sus respuestas de crecimiento,
capacidad acidificante y potencial lactico; aun cuando en las cepas N8 y JNB25 se demostrd
un efecto sinérgico con la produccion de peroxido de hidrogeno y en EFf29 la posible

presencia de una sustancia de naturaleza peptidica o de otra naturaleza.
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Tabla 2.6 Crecimiento, capacidad y velocidad maxima de acidificacion de cepas de
BAL en medio MRS incubado a 30 °C

L. plantarum N4

L. plantarum N8

L. plantarum JNB25
L. plantarum EFj1
L. plantarum EFj18
L. plantarum EFj16
L. plantarum EFj21
L. plantarum EFj24
L. plantarum EFf29
L. plantarum EFj47

Ln. spp. EFf6

1,45+0,07°¢
1,55+0,08"®
1,62+0,07°
1,35+0,05%°
1,50+0,06"
1,35+0,07°°
1,37+0,04%P
1,60+0,05°
1,65+0,06°
1,60+0,08"°

1,27+0,06°

0,55+0,03"

0,72+ 0,035

0,63+0,04"B

0,60+0,03"
0,76x0,05°
0,43+0,02°
0,58+0,03"
0,73x0,03°
1,10+0,06°
0,44+0,02¢

0,45+0,02°

CAPITULO 2

0,55+0,03"¢
0,72 +0,03°
0,63+0,04°
0,60+0,03°
0,76+0,05°
0,43+0,02°
0,58+0,03*¢
0,73%0,03°
1,10+0,07¢
0,44+0,02°

0,45+0,02°

0,16+0,01*
0,22+0,01°
0,28+0,01°
0,180,01*®
0,33+0,01°
0,16+0,01*
0,21+0,018
0,33x0,02°
0,690,01F
0,37+0,01¢

0,11+0,01°

% Los valores de absorbancia (DO a 560 nm) alcanzados a final de la fase de crecimiento
exponencial se utilizaron para determinar la poblacién bacteriana méxima. En general las cepas
ensayadas alcanzaron el final de fase exponencial de crecimiento al2 h de incubacién. EI menor
tiempo requerido fue 10 h. DO inicial promedio: 0,05 £ 0,003. Los valores son las medias de tres
experimentos independientes + desviacion estandar. Diferentes letras dentro de las columnas
indican diferencias significativas para un valor de P < 0.05.
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Figura 2.2 Curvas de crecimiento (In DO vs tpo) y variacion de pH de las cepas que
mostraron las respuestas de crecimiento y mayores valores de Viaxe.. Cepas N8 (A),
JNB25 (B), EFj18 (C), EFj24 (D), EFf29 (E) y EFj47(F).
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Tabla 2.7 Consumo de glucosa y produccion de acido lactico por
cepas de BAL en medio MRS incubado a 30 ° C.

Glucosa® Acido lactico®
(9/L) (9/L)
L. plantarum N4 514+ 02°®  483:+05°B(1,21) 1,88
L. plantarum N8 6,73+0,5°¢ 7,31+0,65¢(2,12) 2,17
L. plantarum JNB25 6,12+0,4" 6,31+0,5%C (2,04) 2,06
L. plantarum EFj1 4,75+0,3° 4,54+0,3"8 (1,11) 1,91
L. plantarum EFj16 6,23+0,3" 4,82+0,3"" (1,26) 1,75
L. plantarum EFj18 6,38+0,3C 6,48+0,57¢(2,89) 2,03
L. plantarum EFj21 4,58+0,24° 4,33+0,3"(1,23) 1,89
L. plantarum EFj24 7,14+0,5" 7,07+0,55¢ (2,53) 1,98
L. plantarum EFj47 7,28+0,5¢ 7,10+0,8 (2,56) 1,95
L. plantarum EFf29 7,51+0,4° 7,40+0,5°(2,38) 1,99
Ln. spp EFf6 7,380,5° 3,03:02%(299) 0,82

% Las determinaciones corresponden a 12 h de incubacion a 30 °C
Concentracion inicial promedio de glucosa: 19,2+1,8 g/L

Acidos L-malico, citrico y succinico no fueron detectados (< limite de
cuantificacion). Etanol y acido acético fueron detectados en SLC de Ln.
ssp. (2,28 y 0,28 g/L respectivamente) lo que se relacioné con su
metabolismo heterofermentativo.

( ): Concentracion del isémero D del &cido lactico, cuantificado por
método enzimatico

Y® rendimiento de acido lactico producido por glucosa consumida: [total
acido lactico formado (mmol/L)]/[total de D-glucosa consumida
(mmol/L)].

Las determinaciones corresponden a tres ensayos independientes por
duplicados. Medias con una letra comin no son significativamente
diferentes (P < 0,05).

2.4.1.2 Medio natural: jugo multifruta comercial

En jugo de frutas, en general, las BAL se consideraban microorganismos
deteriorantes. Sin embargo, este concepto se ha visto modificado con el advenimiento de las
bacterias probidticas y el empleo de jugos de frutas como vehiculos alternativos para su
distribucion, asi como con la aplicacion del proceso de fermentacion lactica como una
alternativa para la bio-preservacion de frutas y sus derivados (Perez y Saguir, 2012). En este
contexto se evallo el crecimiento de las 11 cepas de BAL seleccionadas en un jugo multifruta
comercial clarificado a fin de determinar sus competencias para adaptarse y crecer en un

medio natural (JMC). Para ello, las cepas se inocularon en JMC e incubaron durante 7 dias a
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30°C. Al mismo tiempo se determinaron la variacién de pH. Es importante destacar que en
JMC sin inocular, control, no se observo crecimiento microbiano ni cambios significativos en
los parametros fisicoquimicos durante el periodo ensayado. Es por ello, que a continuacién se
describe el comportamiento de las cepas inoculadas y sus efectos en JMC a distintos tiempos
de incubacion (Figura 2.3). Todas las cepas crecieron en JMC, con valores comprendidos entre
1,0y 1,7 U log a 2 dias, presentando las cepas EFj24 y EFf29 los mayores recuentos en
concordancia con lo observado en medio complejo. Similares resultados fueron reportados por
Espirito-Santo y col. (2015) quienes evaluaron el comportamiento de diferentes cepas
Lactobacillus sp. aisladas de alimentos artesanales inoculadas en jugos comerciales de
manzana, uva y naranja y, cuyos recuentos celulares incrementaron, en general, alrededor de 2
U log a dos dias de incubacion a 30 °C. En el presente estudio a 7 dias de incubacién se
observo pérdida de viabilidad celular que vario entre 0,24 y 1,6 U log dependiendo de la cepa,
siendo maxima para EFjl y EFj47 (Figura 2.3A). Este hecho estaria relacionado con la
disminucion del pH y elevada acidez del medio fermentado. Similares resultados fueron
descriptos por Sajur y col. (2007) y Perez y Saguir (2012) en Ln. mesenteroides Tsc y L.
plantarum N4 creciendo en puré de tomate y jugo de naranja recién exprimido almacenado a
30 °C respectivamente. Por otro lado, Vinderola y col. (2002) informaron que los jugos de
frutas comerciales pueden contener inhibidores naturales del crecimiento microbiano o
aditivos, tales como colorantes, que pueden estar asociados con la pérdida de viabilidad
microbiana. Sin embargo, en nuestro estudio cabe destacar que las cepas N8, EFf29 y EFj18
permanecieron viables, sin presentar variaciones significativas entre 2 y 7 dias de incubacion
(Figura. 2.3A). En este sentido, Perez y Saguir (2012) demostraron que L. plantarum N4 fue
capaz de permanecer viable en jugo de naranja fresco almacenado a 4 °C durante cuatro
semanas.

Con respecto a la variacion de pH del JMC, éste disminuyo, en general alrededor de
0,2 unidades a dos dias de incubacion, excepto en los medios inoculados con las cepas N8,

JNB25, EFj18 y EFf29. En estos casos disminuyd por arriba de 0,3 unidades, mostrando un
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mayor poder acidificante en el medio natural. Estos resultados se correlacionaron con lo
determinado en medio complejo de laboratorio. A 7 dias de incubacion el pH, alcanzé una
disminucién maxima de alrededor 0,4/0,45 unidades con respecto al valor inicial, excepto para
la cepa Ln. ssp. EFj6 que mostrd la menor capacidad acidificante (ApH-.o4: 0,3) (Figura 2.3B).
Por otro lado, cabe resaltar que no se observé incremento de pH inicial en ninguna condicidn.
Espirito y col. (2015), reportaron que las cepas de BAL ensayadas incrementaron 0,1 unidad el
valor de pH en jugos de manzana y de uva pero no de naranja durante la primera etapa de
incubacion lo que se relacion6 con el mayor contenido de acido malico de los primeros (Del
Campo y col, 2006). La disminucion del pH se relaciond con la fermentacién lactica en

concordancia con lo informado por otros autores (Yanez y col., 2008; Serrazanetti y col.,

2009).
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Figura 2.3 Crecimiento de cepas de BAL (A) y variacion del pH (B) en JMC incubado a 30 °C. L.
plantarum (LP)

Los parametros tmax Y Vmaxac de las cepas en estudio creciendo en JMC, calculados a

48 h de incubacioén, se muestran en Tabla 2.8.
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Tabla 2.8 Velocidad méxima de crecimiento y de
acidificacion de cepas de BAL en JMC.

Hmax(N™) Viasac”
L. plantarum N4 0,42 +0,02 -0,09+0,003"
L. plantarum N8 0,61 +0,03 -0,16+0,007®
L. plantarumIJNB25 0,53 0,02 -0,17+0,006°
L. plantarum EFj1 0,32 £0,03 -0,08+0,003*¢
L. plantarum EFj16 0,34 +0,02 -0,07+0,003¢
L. plantarum EFj18 0,56 +0,03 -0,17+0,008°
L. plantarumEFj21 0,46 +0,02 -0,07+0,002°
L. plantarum EFj24 0,57 0,03 -0,10+0,004*
L. plantarum EFj47 0,63 0,03 -0,10+0,005*
L. plantarum EFf29 0,59 +0,02 -0,07+0,002°
Ln spp EFf6 0,41 £0,03 -0,07+0,002°

% Las determinaciones corresponden a 48 h de incubacién a 30 °C.

Las determinaciones corresponden a tres ensayos independientes por
duplicados. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (P < 0,05).

Se destacaron las cepas L. plantarum N8, JINB25, EFj18 y EFf29 por presentar los
mayores recuentos en 48 h lo que se relacionaria con una mayor Pmax Y Maximas Viyaxac €N
concordancia con los resultados obtenidos en medio MRS. Sin embargo, las cepas EFj47 y
EFj24 también fueron muy eficientes en las diferentes condiciones de cultivo ensayos. Por lo
tanto, se dichas cepas fueron seleccionadas como representativas para evaluar sus efectos en la
inactivacion de S. Typhimurium y L. monocytogenes en el JMC, a fin de aproximarnos a las
condiciones encontradas en matrices de VMP (en este caso el jugo se encontraba
pasteurizado).
2.4.1.3 Crecimiento bacteriano en presencia de compuestos fenolicos

Los compuestos fenolicos comprenden una amplia variedad de compuestos formados
por uno o varios anillos aromaticos unidos a uno 0 méas grupos hidroxilos. Pueden existir como
moléculas simples o grandes macromoléculas (Hannum, 2004). Generalmente, las frutas y las

hortalizas son buena fuente de compuestos fenolicos y su contenido depende de varios

factores, tales como diferencias genotipicas, condiciones climaticas en la precosecha y
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procedimientos de manejo postcosecha (Cano y col., 2005, da Silva Pinto y col., 2008). Los
compuestos fendlicos estan divididos en varias clases, y las mas importantes son: los
flavonoides, los acidos fenodlicos, los taninos (hidrolizables y condensados), los estilbenos y
los lignanos (D”Archivio y col., 2007, Ignat y col., 2011). Los flavonoides y los acidos
fendlicos son los compuestos fendlicos mas importantes encontrados en los vegetales. De
acuerdo a Scalbert y Williamson (2000), existen cientos de diferentes compuestos fenolicos en
los alimentos vegetales, pero dos tercios de los m&s cominmente consumidos son flavonoides
y el tercio restante corresponde a acidos fenolicos.

En el presente estudio, se evalué el efecto de una mezcla de compuestos fenélicos
puros (MCF) constituida por: acidos feralico y galico (acidos fendlicos) y catequina
(flavonoide) en concentraciones normalmente encontrada en frutas sobre el crecimiento de las
cepas seleccionadas en un medio basal semisintético (MB). Los resultados obtenidos se
presentan en la Figura 2.4.

En MB, excepto la cepa EFJj47, el resto de las bacterias ensayadas crecieron entre
1,1y 1,6 U log relativos a su valor inicial en 24 horas de incubacion. Las cepas N8 y JNB25
de naranjas mostraron los mayores recuentos correspondientes a un valor promedio de 9,0 +
0,42 U log, lo que podria estar relacionado con un menor nimero de exigencias nutricionales
(Saguir y Manca de Nadra, 2007). En general, la presencia de la MCP no afecto
significativamente el crecimiento de las cepas ensayadas, excepto en la cepa EFj47 que
produjo un marcado efecto estimulatorio. M&s aun, en esta condicion, la cepa EFj47 fue capaz
de revertir su efecto inhibitorio, posiblemente causado por las deficiencias nutricionales del
MB, especialmente en azucares y factores de crecimiento y, crecer 1 U log, indicando g los
compuestos fendlicos fueron metabolizados (Figura 2.4 A, C, E). Diversos autores realizaron
estudios para evaluar el efecto de compuestos fendlicos sobre el crecimiento de BAL. Tabasco
y col. (2011) investigando el efecto de compuestos fendlicos presentes en extractos de uva,
acido galico, catequina, procianidina en tres concentraciones diferentes (0,25; 0,5y 1,0

mg/mL) encontraron, en general, un efecto inhibitorio sobre sus crecimientos, excepto para
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algunas cepas de L. plantarum y L. casei. Dichos autores también consideraron que la
resistencia a la accion antimicrobiana de los mismos es el primer paso de las bacterias para
metabolizarlos. En ese sentido, varias cepas de Lactobacillus sp. han sido identificadas como
competentes para metabolizar acidos fenolicos tales como, acido clorogénico, acido cafeico,
acido p-cumarico, éacido protocatecuico en medios nutritivos, jugos de frutas, puré de
vegetales o sorgo (Svensson y col., 2010; Sanchez-Maldonado y col., 2011; Filannino y col,
2015). Ademas, se ha descripto la presencia de enzimas microbianas como cinamoil esterasas
en diferentes lactobacilos capaces de hidrolizar el enlace éster del &cido clorogénico, (Couteau
y col., 2001; Guglielmetti y col., 2008; Lai y col., 2009; Esteban-Torres y col., 2013;
Raimondi y col., 2015). Rodriguez y col. (2009). Mousavi y col. (2011) informaron que el
jugo de granada, rico en fendlicos antioxidantes, son sustratos adecuados para la fermentacién
lactica. Sin embargo, otros autores (Garcia-Ruiz y col., 2008) demostraron que polifenoles del
vino controlan completamente el crecimiento de BAL indeseables durante su elaboracion.

En el presente estudio, al final del crecimiento microbiano el pH inicial disminuyo,
en general, 1 unidad, sin observarse diferencias significativas entre MB y MB+MCP, excepto
para EFj47, lo que se correlacion6 con las respuestas de crecimiento (Figuras. 2.4 B, D, E).

En resumen, las cepas en estudio, especialmente EFj47, serian capaces de
metabolizar los compuestos fendlicos ensayados lo cual puede resultar de interés en funcion
de su aplicacion tecnoldgica al producir metabolitos bioactivos con propiedades beneficiosas
mejoradas para el consumidor. Por otro lado sus resistencias a la accion antimicrobiana o su
efecto estimulatorio les confiere a las células una ventaja competitiva para adaptarse y crecer

en las matrices alimenticias de origen vegetal, ricas en estos compuestos.
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Figura 2.4. Crecimiento de cepas de L. plantarum (A, C, E) y variacion de pH (B, D, F) en
medio semisintético (MB) y MB adicionado con mezcla de compuestos fenélicos (MCF). MB
(linea llena), MB+MCF (linea punteada). Valor promedio de in6culo inicial: 7,15+ 0,3 U log
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2.4.2 Inactivacion de S. Typhimurium y L. monocytogenes en JMC inoculado con cepas
seleccionadas

Las Figuras 2.5; 2.6; 2.7 y 2.8 muestran los recuentos S. Typhimurium y L.
monocytogenes inoculados en JMC natural (3,4) y con pH ajustado (6,5) en cultivos
individuales y co-cultivos con cada cepa de L. plantarum a 30 °C durante 72 h. La
concentracion inicial de las cepas indicadoras estuvo en el orden de 10° ufc/mL. Los valores
representados son la media de los obtenidos en dos experiencias independientes.

En JMC natural, S. Typhimurium no creci6, permaneciendo viable hasta 12 h de
incubacion. En presencia de las BAL su tasa de inactivacion aumentd significativamente,
encontrandose una reduccion de ~ 2,0 U log en 12 h, excepto para las cepas EFj24 y EFj47. A
24 h se alcanz6 una completa inactivacion en todas las condiciones ensayadas (Figura 2.5 A).
En esta condicion, el pH inicial disminuyd entre 0,5 y 1,3 unidades, dependiendo de la cepa de
BAL en estudio, alcanzandose, en general la acidificacion maxima a 72 h, siendo el efecto mas
pronunciado para las cepas N8, JNB25, EFj18 y EFf29. Por el contrario, el pH inicial del
control no se modificé significativamente durante el periodo de incubacion ensayado (Figura
2.5 B).

Cuando el JMC fue ajustado a pH neutro, S. Typhimurium creci6 2,3 U log en 24 h
de incubacion en oposicién a lo observado en el jugo natural, luego los recuentos
disminuyeron solamente 0,5 U log en 72 h. Este hecho confirmo el efecto bactericida del pH
acido del jugo sobre la viabilidad de S. Typhimurium.

En presencia de las cepas de L. plantarum, el crecimiento de S. Typhimurium fue
inhibido 100%, sin detectarse células viables en 48 h de incubacion (Figura 2.6A). De este
modo las cepas seleccionadas produjeron rapidamente una completa inactivacion del
patégeno. En esta condicién, la disminucién del pH fue significativamente mayor y mas
rapidamente que en jugo sin neutralizar (hasta 4 unidades menores que el valor inicial en 72
h), lo que se relacion6 con sus efectos bactericida, especialmente para las cepas EFf29 y

EFj47. Por el contrario, en medio control el pH se mantuvo constante (Figura 2.6B). Ha sido
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reportado que la interaccion del acido lactico con la membrana externa de las bacterias

patégenas Gram (-) aumenta su permeabilidad favoreciendo, en consecuencia, que otros

compuestos antibacterianos ingresen a la célula (Alakomi y col., 2000).
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Figura 2.5 Viabilidad de S.Typhimurium luego de 72 h de incubacién co-inoculada con BAL en JMC

sin ajustar pH (A). Variacion de pH (B).
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Figura 2.6 Viabilidad de S. Typhimurium luego de 72 h de incubacion co-inoculada con BAL en

JMC a pH neutralizado (A). Variacion de pH (B)
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Cuando el JIMC se inoculé individualmente con L. monocytogenes, a diferencia de lo
observado para la bacteria Gram (-), se produjo una marcada pérdida de viabilidad celular en
las primeras 12 h de incubacion, luego se mantuvo viable hasta alcanzar una completa
inactivacion a 72 h de incubacion.

Cuando el patdgeno fue co-inoculado con las BAL su inactivacion ocurrid6 méas
rapidamente especialmente en presencia de las cepas N8, EFj18, y EFf29. En esta condicion,
L. monocytogenes alcanzé completa inactivacion a 12 y 24 h respectivamente la que fue
acompafiada por la acidificacién del medio comparado al control (Figura 2.7 A, B). Sin
embargo, este efecto deberia ser atribuido a otra propiedad, ademas de la acidificacién del
medio, especialmente para la cepa EFf29, ya que ésta no fue tan marcada a 24 h comparada
con la obtenida para los demas cultivos co-inoculados. En este contexto, es importante
recordar que la actividad antimicrobiana de las cepas N8 o EFf29 frente a L. monocytogenes
fue asociada a acidez y produccién de perdxido de hidrogeno o una sustancia de naturaleza
proteica inhibida por tripsina respectivamente.

En el JIMC neutralizado, la bacteria patégena increment6 alrededor de 2 unidades a
12 h, luego los recuentos comenzaron a disminuir progresivamente hasta alcanzar un valor de
5,2 U log en 72 h de incubacion.

En presencia de las cepas de BAL, el crecimiento de L. monocytogenes fue
completamente inhibido en forma similar a lo observado para S. Typhimurium, alcanzandose
en la mayoria de los casos una completa o una significativa inactivacion, especialmente para
las cepas N8, INB25 y EFf29 (Figura 2.8 A). En esta condicién, en presencia de las BAL
también se observd una marcada acidificacion del medio, la cual resultd significativamente
mayor en jugo neutralizado, siendo el efecto més pronunciado para las cepas JNB25 y EFf29

lo que se relaciond con su elevada efectividad antibacteriana (Figura 2.8 B).
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a pH neutralizado (A). Variacion de pH (B)

Los resultados obtenidos resultan muy interesantes ya que por primera vez se caracterizd
el efecto biopreservativo de BAL aisladas de frutas y EF de la region sobre S. Typhimurium y
L monocytogenes en un jugo multifruta comercial. En todos los casos las bacterias patégenas

inoculadas fueron significativamente inactivadas en el jugo fermentado, siendo el efecto
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bactericida, en general, mayor para las cepas JNB25, N8, EFj18 y EFf29. En concordancia con
nuestros resultados Hashemi y col. (2017) demostraron el efecto antibacteriano de L.
plantarum LS5 aislado de queso sobre E. coli O157:H7 y S. Typhimurium en jugo de limén
fermentado. Los resultados también mostraron que el jugo fermentado tenia mayores
propiedades antagénicas sobre S. Typhimurium en comparacion con E. coli O157: H7. Por
otro lado, Filaninno y col. (2017) reportaron el efecto antibacteriano de jugo de granada
fermentado con diferentes BAL sobre E. coli 30083, Bacillus megaterium F6, Yersinia
enterocolitica 4780 y Enterococcus aerogenes DSM 30053.

En base a los resultados obtenidos en términos de crecimiento, capacidad
acidificante, utilizacion de glucosa y potencial lactico en medio MRS y JMC, asi como poder
antimicrobiano (Capitulo 1) se seleccionaron las siguientes cepas para continuar con las
investigaciones propuestas sobre sus potenciales propiedades tecnoldgicas, nutricionales y
antimicrobianas:

v' L. plantarum N8 y JNB25. aislados de naranjas

v' L. plantarum EFj18, EFj24, EFj47 y EFf29, aislados de EF durante este estudio

Considerando que las cepas seleccionadas de EF hasta aqui, solamente habia sido
identificadas fenotipicamente, como primera medida y, antes de continuar con su

caracterizacion, se procedié a la identificacion genotipica.

2.4.3 ldentificacion molecular de cepas seleccionadas de BAL aisladas de EF
2.4.3.1 PCR multiple para identificacion de L. plantarum, L. pentosus y L. paraplantarum
Se identificaron las cepas EFj18, EFj24, EFj47 y EFf29 de EF, y se incluyeron,
ademas, aquellas que formaron parte de las 11 BAL seleccionadas al final del Capitulo 1 por
sus propiedades antagénicas. Al mismo tiempo se evalué como controles negativos L. brevis
EFj3 aislada de EF y cepas de O. oeni.
Los resultados obtenidos por la técnica de PCR mdltiple confirmaron la

identificacion fenotipica de todas las cepas de L. plantarum aisladas de EF en estudio, incluida
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la de referencia, al obtenerse un Unico producto de amplificacidén del tamafio esperado (318

pb) (Figura 2.9).

318 pb —p

Figura 2.9 Perfiles de amplificacién de cepas seleccionadas de EF
identificadas fenotipicamente como L. plantarum, L. brevis y Ln. ssp. Linea 1:
cepa de referencia L. plantarum N8, Linea 2: L. plantarum EFj1, Linea 3: L.
plantarum EFj18, Linea 4: L. plantarum EFj21, Linea 5: L. plantarum EFj24,
Linea 6: L. plantarum EFj47, Linea 7: L. plantarum EFf3, Linea 8: L.
plantarum EFf29, Linea 9: Ln ssp. EFf6, Linea 10: L. brevis EFj3, Lineas 11-
14: cepas de O. oeni, Lineas 15-16: controles negativos, Linea 17: Marcador de
PM (100 bp ladder).

De este modo la especie L. plantarum identificada fenotipica y genotipicamente fue
dominante en EF. Savino y col. (2012) describieron que las caracteristicas inherentes a la
variedad de manzanas fueron determinantes en la predominancia de los géneros de BAL. Asi,
la composicion de la variedad Golden Delicious permitié la prevalencia de la especie L.
plantarum.
2.4.3.2 Secuenciacion del ADNr 16S

Ademas, de la técnica de PCR convencional empleada para diferenciar las tres
especies de Lactobacillus, se caracterizaron las cepas EFj18, EFj24, EFj47 y EFf29
seleccionadas de EF, mas las cepas L. brevis EFj3 y Ln. ssp. EFf6 mediante la secuenciacién
parcial del ADNr 16S. Este método de identificacion resulta de alto poder discriminativo y
rapido para tal fin.

La alineacion de las secuencias de las 4 cepas de L. plantarum con secuencias de

referencia depositadas en las bases de datos confirmé también la identificacion fenotipica. Asi
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estas bacterias presentaron altos porcentajes de homologia, superiores a 97% con las cepas L.
plantarum NF3 'y ZJ-174 (nimeros de acceso MK418664 y MK334650 respectivamente). Las
secuencias de las cepas EFj18 y EFf29 fueron ingresadas a Genbank asignandose los
siguientes numeros de acceso: MK504440 y MK504441 (Figura 2.10), respectivamente.

Similares resultados se obtuvieron para las cepas L. brevis y Ln. ssp. De este modo,
L. brevis EFj3 presentd elevada similitud (>97%) con L. brevis RL 1165 (nimero de acceso
MH704159) mientras que, Ln. ssp. EFf6 lo hizo con cepas de referencia de Ln. mesenteroides
(ndmero de acceso XL 1558 y nimero de acceso MH704134). Ambas secuencias fueron
depositadas en Gen Bank con los siguientes nimeros de acceso: MK504369 y MK504634. En
la Figura 2.2 se observa la secuencia en formato FASTA de L. plantarum EFf29.

De este modo los resultados obtenidos confirmaron la identificacion fenotipica de
aislados de EF, soportando la divisién entre los 4 grupos descriptos en el Capitulo 1. Por otro
lado, estos resultados permitieron la identificacién molecular de todas las cepas seleccionadas

mediante el analisis de sus secuencias parciales del ADNr 16s.

Lactobacillus plantarum strain EFf29 16S ribosomal RNA gene Partial sequence
GenBank: MK504441.1

GenBank  Graphics

*MK584441.1 Lactobacillus plantarum strain EFf29 165 ribosomal RMA gene, partial sequence

TOCTTGCATCATGATTTACATT TEAGT GAGTGGCGAACTGETOAGTAACACGTEOGARACCTGCCCAGAS
GLOEEGEEATAACACCTOEAAACAGATEC TAATACCOCATAACAACTTEOACCOCATGOTCCOAGCT TGAA
AGATEECTTCGECTATCACTTTTGEATGETCCCGCGaCGTATTAGCTAGATEGTGGGETAACGECTCACC
ATGECAATGATTACGTAGCCOACCTGAGAGGETAATCGOCCACATTGEGACT GAGACACGECCCAAALTC
CTACGGEAGECAGCAGTAGEGAATCTTCCACAATGEACGARAGTCTGEATGRAGCAACGCCOCOTEAGTG
AAGAGGET TTCOGCTCGTAAAACTCTET TGTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGT TCAGGTATTAGT
COGTATTTAACCAGAAAGCCACGECTAACTAGGTGLCAGCAGICGCGETAATTCGTAGGTEGCAAGCGTT
GTCCGGECTTTAT TGGECGTAAAGCGAGCGCAGGCGETTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAA
CCOAAGAAGTECATCOOAAACTOOEAAACT TEAGTOCAGAAGAGEACAGTORAACTCCATETGTAGCGAT
GAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTEGCGAAGGCEGCTGTCTAATCTATAACTGACGCTEAGEC
TCOAAAGTATEOGTAGCAAACAGEAT TAGATACCCTOGTAGTCCATACCOTAAACGATGAATECTAAGTG
TTEEAGEGETTTCCGCCCTTCAGTGCTECAGCTAACGCATTAAGCATTCCOCCTEOGOAGTACGECCGCAA
GECTEAAACTCAAAGGAAT TOACGEGEGLCCOCACAAGCOETOOAGCATOTGGTTTAATTCGAAGCTALCG
COAAGAACCTTACCAGOTCT TGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGEACATAGE
ATACAGETOOTOCATGGTTETCGTCAGCTCOTGTCOTRAGATOT TGEET TAAGTCLCGUAACGAGCGCAA
CCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGT TGGGCACTCTEGGTGAGACTEGCCGETEACARACCGEAGEAAGG
TOGGEEATGACGT CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGOGCTACACACGTGCTACAATGEATGOTACAAC
GAGTTOCGAACTCGCEAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGT TCEGATTGATAGGCTEGCAALT
COCCTACATGAAGTCOOAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCOCGaTEAATACGTTCCCGEECCTT
GTACACACCOCCOOTCACACCATOAGAGTTTGTA

Figura 2.10 Secuencia parcial del ADNr 16S de L. plantarum EFf29, ingresada en
la base de datos Genbank con el nimero de acceso MK504369
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2.4.4 Propiedades Tecnologicas
2.4.4.1 Susceptibilidad a antibioticos. Determinacion de la CIM

La Tabla 2.9. muestra las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de las 6 cepas
seleccionadas frente a diferentes grupos de antibidticos ensayados: i) inhibidor de sintesis
pared celular (amoxicilina), ii) inhibidores de sintesis de proteinas (tetraciclina, eritromicina y
cloranfenicol) vy, iii) inhibidor de sintesis de ADN (ciprofloxacina). Las cepas fueron
consideradas resistentes cuando mostraron valores CIM superiores a los Puntos de corte
establecidos por EFSA (2012). Cabe destacar que los valores de corte representan una linea
arbitraria con el objetivo de introducir consistencia en la separacion de cepas con resistencia
adquirida y susceptible.

Segun esta clasificacién, la mayoria de las cepas de BAL evaluadas resultaron
sensibles a la mayoria de los antibiéticos ensayados, especificamente a tetraciclina,
ciprofloxacina y cloranfenicol; en este dltimo caso N8, EFj18, EFj24, EFf29 y EFj47
mostraron la mayor sensibilidad. Solamente las cepas en estudios mostraron una muy baja
resistencia a eritromicina, excepto la cepa JNB25 que marco una diferencia mayor y si todas
ellas a concentraciones mayores a 128 pg/mL de amoxicilina.

Tabla 2.9. Resistencia a antibioticos de BAL seleccionadas

T E C A Ci
L. plantarum. N8 420,23  2+0,11% 4+0,22  12846,67° 440,17
L. plantarum. JNB25 ~ 4£0,21  420,24% 840,33  >128+75° 440,21
L. plantarum. EFj18 40,19  2+0,09% 440,21  >128+6,9% 440,22
L. plantarum EFj24  4£0,25  2+0,14% 440,24  >128+72%  4%0,19
L. plantarum EFj47  4#0,23  2%0,13% 40,21  >128+72% 440,20
L. plantarum EFf29 4+0,22  2+0,12% 40,19 >128+6,9% 440,21
Valor de Corte 32 1 8 2 8

R: Resistente de acuerdo a puntos de corte -segtn EFSA (2012)
T: Tetraciclina; E: Eritromicina; C: Cloranfenicol; A: Amoxicilina
Ci: Ciprofloxacina; *Concentracién inhibitoria minima (ug/mL)
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Coincidentemente con nuestros resultados, Ammor y col. (2008) y Ripamonti y col.
(2011) confirmaron la baja resistencia hacia tetraciclina y cloranfenicol de diversas especies
de lactobacilos de origen lacteo y carnico. Sin embargo, Sukmarini y col. (2014) encontraron
en BAL aisladas de alimentos fermentados un nimero tres veces mayor de cepas resistentes a
cloranfenicol comparado con eritromicina. Por otro lado, Argyri y col. (2013) al evaluar la
susceptibilidad de 71 BAL aisladas de aceitunas frente a diversos antibidticos encontraron que
cepas de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, Ln. pseudomesenteroides, asi como la cepa
probidtica L. casei Shirota fueron resistentes a tetraciclina, sélo L. casei Shirota a eritromicina
y 2/37 cepas de L. pentosus y L. casei Shirota a cloranfenicol. El uso de cultivos como
potenciales agentes de biocontrol en productos MP debe ser altamente controlado, ya que la
administracion de ciertos antibidticos en algunos consumidores podria ocasionar una posible
transmision de los factores de resistencia a microorganismos patégenos (Pan y col., 2011). Sin
embargo, hay que considerar que la resistencia a antibiéticos observada en las cepas de BAL
es a menudo intrinseca y no transmisible porque esta codificada cromosémicamente (Zhou y
col., 2005; Mathur y col., 2005) En este sentido, Sukmarini y col. (2014) detectaron la
presencia de los genes cromosdmicos gen ermB en la cepa L. plantarum T8 y ermB y ermC y
Tn554 en las cepas P. acidilactici S23 y DH7 que codifican resistencia a eritromicina. Zhou y
col. (2012) encontraron mediante PCR los genes de resistencia tet(M), ant(6), y aph(3c)-llla
para tetraciclina, estreptomicina y kanamicina, en una gran variedad de cepas de BAL aisladas
de yogurts respectivamente. Teniendo en cuenta que en nuestros estudios detectamos
resistencia a amoxicilina es necesario profundizar las investigaciones en este sentido en
relacion con la posible transferencia de dicha propiedad a otros microorganismos. Sin
embargo, en general, las cepas resultaron susceptibles a los antibidticos ensayados,

principalmente L. plantarum N8 lo que favoreceria su uso en alimentos MP.
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2.4.4.2. Ensayo de compatibilidad entre cepas seleccionadas

Los resultados mostraron que ninguna de las cepas de BAL ensayadas inhibi6 el
crecimiento de las restantes cuando se enfrentaron entre si como se observa en la Figura 2.11.
por lo tanto, las cepas podrian inocularse en la matriz alimentaria en forma combinada lo que
resulta de gran interés; ya que el empleo de cultivos mixtos o multicepas permite lograr
efectos deseados cuando las bacterias se usan como agentes de biocontrol o en procesos
fermentativos, alcanzandose frecuentemente un efecto mas exitoso que cuando se usa una sola
cepa. Siroli y col. (2015) sefialaron que una combinacion adecuada de BAL y la correcta
temperatura de almacenamiento mejoran la seguridad microbiol6gica de VMP. Estudios
recientes revelaron que algunos efectos beneficiosos fueron cepa-dependiente (Galdeano y
col., 2010). Por lo que la combinacion de diferentes cepas con propiedades de interés puede

ser mas efectivo que el uso de una cepa en particular (Timmerman y col., 2004).

Figura 2.11 Prueba de compatibilidad entre las cepas de BAL seleccionadas: L.
plantarum N8, INB25, EFj18, Efj24, EFj47 y EFf29.

2.4.4.3 Evaluacion cualitativa de produccion de aminas biégenas
Se estudié cualitativamente la capacidad de las cepas seleccionadas de producir
aminas bidgenas (AB), especificamente putrescina, tiramina, cadaverina e histamina en medio

minimo decarboxilasa descripto en el apartado 2.3.2 de Materiales y Métodos.
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El total de cepas ensayadas no mostraron produccion de AB a partir de los
respectivos aminoacidos precursores, ornitina, tirosina, lisina e histidina (Tabla 2.10.). Sin
embargo, a partir de arginina todas las BAL mostraron resultado positivo. En la Figura 2.12 se
observa la variacion de color de amarillo a violeta por alcalinizacion del medio en presencia
de arginina para todas las cepas ensayadas. Teniendo en cuenta que el metabolismo de
arginina por las bacterias implica dos vias catabdlicas: i) Arginina-ureasa con produccion de
ornitina y urea y, ii) Arginina dihidrolasa (sistema ADI), con produccion de ornitina, ATP,
amonio y carbamyl-fosfato (Arena y col., 1999; Savino y col., 2012), los resultados positivos
en presencia de arginina estarian relacionados a la produccién de amonio, a través de la via
ADI, y no a la produccion de la AB putrescina dado que, fueron negativos cuando se usé
como ornitina aminoacido precursor. Savino y col. (2012) coincidentemente con nuestros
resultados, informaron que cepas de L. brevis, Ln. dextranicum y L. plantarum, aisladas de
manzanas, fueron capaces de utilizar arginina mediante via ADI con produccion de amoniaco.
Arena y col. (1999) demostraron que el crecimiento de L. plantarum N4 fue mejorado en
presencia de arginina, la cual fue degradada a ornitina, citrulina y amonio produciendo energia
adicional a través de la ADI. Por otro lado, Leuschner y col. (1998) informaron que cepas de
L. plantarum aisladas de diferentes alimentos no produjeron AB a partir de ornitina, tirosina,
lisina e histidina. Por el contrario, Moracanin y col. (2015) detectaron la produccién de
histamina y tiramina en cepas de Ln. mesenteroides y L. brevis aisladas de salchichas, pero no
de cadaverina y putrescina. Sin embargo, Alan y col. (2018) reportaron en BAL aisladas de
pickles que las concentraciones de AB totales se mantuvieron por debajo de los niveles toxicos
y solo el 9% de los aislamientos de L. plantarum produjeron niveles significativos en medios

suplementados con 0.2% de lisina, ornitina e histidina.
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Tabla 2.10. Produccién cualitativa de Aminas Bidgenas por BAL seleccionadas

AMINOACIDOS

|
Arginina  Ornitina  Tirosina Lisina Histidina

L. plantarumJNB25
L. plantarum N8

L. plantarum EFj18
L. plantarum EFj24

+ + o+ o+ o+
1
1
1
1

L. plantarum EFj47
L. plantarum EFf29 + - - - ;

Resultado +: viraje del indicador de pH a color violeta
Resultado -: ausencia de viraje del indicador
Los resultados corresponden a tres repeticiones independientes.

Resultado positivo en
presencia de arginina

Figura 2.12 Ensayo cualitativo para determinar produccion de AB

2.4.4.4 Hidrofobicidad

Se estudio la hidrofobicidad de las cepas seleccionadas como una potencial
propiedad probidtica mediante la medicion de la afinidad por el disolvente organico de las
células cultivadas en sistema de dos fases agua-disolvente organico, como medida predictiva
de su capacidad de adhesion a epitelios. La afinidad de los microorganismos a solventes como
cloroformo, acetato de etilo, xileno, tolueno y hexadecano ha sido ampliamente usado para
medir la hidrofobicidad de la superficie celular de las BAL (Vinderola y Reinheimer, 2003;
Divya y col., 2012). En este estudio, se utiliz6 como solvente organico p-xileno, el cual refleja

una superficie celular hidrofobica.
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Los resultados se muestran en la Tabla 2.11. La mayoria de las cepas presentaron
una hidrofobicidad mayor a 40%; solamente la cepa N8 presentd un porcentaje menor de
12,6%. Las cepas JNB25, EFj18 y EFf29 presentaron valores superiores al 70% y fueron
similares a lo observado en las cepas probiodticas Lactobacillus acidophilus M92 vy
Lactobacillus rhamnosus GG (ambas aproximadamente 70%) y superiores a los valores de
hidrofobicidad, medidos usando el mismo solvente, para las cepas probidticas L. plantarum
DGK-17, L. casei SB93 y L. mucosae (Kos y col, 2003; Caggia y col., 2015; Khan y Kang,
2016; Das y col., 2016). Por el contrario, Bautista-Gallego y col. (2013) detectaron que cepas
de BAL aisladas de aceitunas de mesa presentaron en su mayoria niveles bajos de
hidrofobicidad siendo los valores maximos 25%.

Tabla 2.11. Porcentaje de hidrofobicidad de
cepas de BAL seleccionadas.

L. plantarum N8 12,58 £0,9
L. plantarum JNB25 68,42 + 3,6
L. plantarum EFj18 81,83+4,8
L. plantarum EFj24 45725
L. plantarum EFj47 542+29
L. plantarum EFf29 79,12+ 4,3

Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones

2.4.4.5 Formacion de biofilm por BAL
La capacidad de las BAL de formar biofilm resulta de gran interés en la industria de
los alimentos, especialmente en frutas y vegetales fermentados, ya que durante el proceso de
fermentacion, deben sobrevivir a condiciones ambientales adversas tales como diferentes
temperaturas, niveles de azucar, pH y salinidad (Abdallah y col., 2014).
La Figura 2.13 muestra la capacidad de las seis cepas seleccionadas para formar
biofilm a 30 °C determinada mediante medidas de absorbancia con CV. En general no se

detectd una elevada capacidad para formar biofilm en las condiciones de ensayo. Sin embargo,
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las cepas EFj18, EFj24 y EFf29 presentaron una produccion moderada mientras que EFj47,
N8 y JNB25 mostraron una capacidad débil o nula respectivamente de acuerdo a los puntos de
corte propuestos por Borges y col. (2012). Coincidentemente, las tres cepas que presentaron
produccién moderada de biofilm fueron aisladas de EF, mientras las que presentaron un
fenotipo débil de naranjas. Sin embargo, es necesario considerar que diversos factores pueden
afectar la formacion de biofilm. Muruzovi¢ y col. (2018) detectaron una moderada produccion
de biofilm en BAL aisladas de queso, la cual estuvo influenciada por temperatura, pH y
concentracién de NaCl. Leccese-Terraf y col. (2012) concluyeron que la composicion del
medio de cultivo afecta a la formacién de biofilm o biopeliculas por parte de BAL. Por lo
tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio marcan una tendencia positiva para las
cepas EFj18, EFj24 y EFf29, la cual podria mejorar favorablemente, incluso en las cepas
clasificadas como débil o no productora, dependiendo de las condiciones de ensayo.
Herrnandez Ramirez y col. (2015) demostraron que el medio BHI suplementado con mas
glucosa y manganeso proporciond las condiciones Optimas para la formacion de biofilm

densos en las cepas de BAL ensayadas.
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Cepas de L. plantarum

Figura 2.13. Formacién de biofilm por cepas de BAL
seleccionadas en caldo MRS incubadas a 30 °C durante 48 h.
Control: medio sin inocular. Los resultados se expresan como
la media de tres repeticiones + DE.
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2.4.4.6 Inhibicién de la formacién de biofilm en microorganismos patégenos

Se evalud la formacion de biofilm tras la incubacion durante 48 h de S. Typhimurium,
L. monocytogenes o E. faecalis en presencia de SLC de las cepas de BAL seleccionadas. Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 2.14. Entre las cepas indicadoras ensayadas, L.
monocytogenes mostré la mayor capacidad para formar biofilm. En esta condicidn, las cepas
de BAL inhibieron su formacién en un rango de 53 a 645, siendo EFj18, EFf29 y EFj47 las
mas eficientes (entre 63 y 65% de inhibicion, respectivamente). Por el contrario, los
porcentajes de inhibicion fueron méas bajos frente a E. faecalis y, variaron en un rango
comprendido entre 9 y 66%, siendo nuevamente EFf29 y EFj47 las mas efectivas. En el caso
de S. Typhimurium los valores de inhibicion obtenidos fueron similares a los determinados

para la bacteria Gram (+), variando entre un 54 y 64%.

0,8 - = S. Typhimurium (ST)
L. monocytogenes (LM)
0,7 - I E. faecalis (EF)
0,6 -
0,5 -
o t
o 0,4 I
o) a
0 03 1 I a
0,2 -
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Cepas indicadoras y de BAL

Figura 2.14 Efecto de SLC de BAL (LP) sobre la formacion de biofilm
de las cepas indicadoras: S. Typhimurium, L. monocytogenes y E.
faecalis. Medio control, sin SLC (barras individuales). Los resultados se
expresan como la media £ DE.

De este modo, las cepas seleccionadas poseen buenas actividades antagonicas tanto
frente a células planctonicas como sesiles, lo cual representa una propiedad de gran interes.

Esta propiedad constituye un punto critico de control en la industria de los alimentos, ya que
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desde el aspecto sanitario la eliminacion de patdgenos formando biofilm comprende el uso de
agentes quimicos con potenciales efectos toxicos para la salud (Bermldez-Aguirre y Barbosa-
Cénovas, 2013).

Similares resultados fueron reportados por Singh y col. (2018) al evaluar la
inhibicién de biofilm de SLC de 15 cepas de lactobacilos provenientes de leche de cabra frente
a Pseudomonas aeruginosa y S. aureus. Por otro lado, Rao y col. (2015) también detectaron
buena actividad antibiofilm de SLC de L. plantarum y L. pentosus frente a P. aeruginosa y
Klebsiella pneumonia mientras que, el biofilm formado por una cepa de S. enterica también
fue sensible a diversas cepas de L. plantarum (Arena y col., 2016). Es bien conocido que la
patogénesis de Salmonella spp. consiste en el ataque y posterior invasion de las células del
epitelio intestinal y estd directamente relacionada con la capacidad de formacion de biofilm
(Thirabunyanon y col., 2012). En este sentido, Das y col. (2013) demostraron la capacidad de
una cepa de Lactobacillus para reducir significativamente la adherencia de Salmonella a la
linea celular del colon epitelial HCT-116 cuando fue co-inoculada con la cepa lactica KSBT
56.

Por otro lado, Annous y col. (2005) han demostrado en dos cepas de Salmonella ssp.
inoculadas en la corteza de meldn, su habilidad para formar rapidamente biopeliculas. A través
de microfotografia los autores observaron que el material fibrilar fue visible después de solo 2
horas a 20°C, y que las células se incrustaron en material polimérico extracelular después de
24 horas a cualquier temperatura. Estos resultados indicaron que un patégeno humano es
capaz de formar una biopelicula en el tejido vegetal y que la formacion de biofilm puede ser
responsable del aumento de la resistencia de bacterias patogenas a los desinfectantes acuosos.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este aspecto resultan novedosos, y de gran
interés ya que, en general, las cepas de L. plantarum aisladas de frutas y EF de la region

presentaron una buena actividad antibiofilm frente a las tres cepas indicadoras ensayadas.
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2.4.4.7 Evaluacion de requerimientos vitaminas

Se evalud los requerimientos en vitaminas de las cepas seleccionadas en medio
guimicamente definido optimizado para L. plantarum (Saguir y Manca de Nadra, 2007).

Cabe destacar que todas las cepas evaluadas fueron capaces de crecer
adecuadamente en el medio basal LPSM (MB) a 24 h de incubacion, a pesar de ser
nutricionalmente mas pobre que el medio complejo MRS (Tabla 2.12), en concordancia con lo
informado por Saguir y Manca de Nadra (2007).

En los medios deficientes en una vitamina, el crecimiento bacteriano vario
dependiendo de la cepa y composicion del MB.

En los medios privados de &cido p-aminobenzoico (MB1), D-biotina (MB3), &cido
folico (MB4), piridoxal (MB6), riboflavina (MS7) y tiamina (MS8) las cepas alcanzaron un
crecimiento superior al 70%, indicando que estas vitaminas fueron no esenciales para sus
crecimientos.

En MB privado de pantotenato de calcio (MB2), las cepas EFf29, N8 y EFj18
crecieron entre un 30 y 70% mientras que JNB25, EFj24 y EFj47 lo hicieron en un rango
inferior al 30% por lo que esta vitamina fue considerada estimulante y esencial para sus
crecimientos respectivamente.

En ausencia de niacina (MS5), la mayoria de las cepas crecieron entre 30-70% con
respecto al MB, por lo que fue considerada estimulante, excepto para EFj24 que la requirié en

forma esencial.

172



CAPITULO 2

Tabla 2.12 Requerimientos nutricionales en vitaminas de cepas seleccionadas en medio LPSM

Vitamina omitida

Acido p-aminobenzoico
Pantotenato de calcio
D-biotina

Acido folico

Niacina

Piridoxal

Riboflavina

Thiamina

N8

1,90+ 0,05

1,79+0,09

1,10+0,20

1,86+0,09

1,89+0,20

0,99+0,05

1,87+0,03

1,90+0,04

1,78+0,04

NE

NE

NE

NE

NE

NE

JNB25

1,90 +0,05

1,78+0,08

0,13+0,02

1,80+0,08

1,78+0,09

1,25+0,03

1,87+0,04

1,88+0,03

1,91+0,08

NE

NE

NE

NE

NE

NE

JEF18

2,00+0,09

1,83+0,99

1,02+0,04

1,79+0,07

1,82+0,06

1,30+0,02

1,82+0,06

1,85+0,08

1,93+0,03

NE

NE

NE

NE

NE

NE

JEF24

1,90+0,06

1,85+0,06

0,24+0,05

1,83+0,10

1,79+0,04

0,54+0,22

1,85+0,05

1,82+0,04

1,92+0,05

NE

NE

NE

NE

NE

NE

EFj47

2,10+0,13

1,89+0,09

0,23+0,06

1,91+0,07

1,90+0,08

0,68+0,02

1,88+0,03

2,00+0,05

1,85+0,07

NE

NE

NE

NE

NE

NE

EFf29
A C
1,90+0,09
1,72¢003  NE
092002 S
1,75¢007  NE
1,79¢007  NE
0,78:008 S
1,77¢002  NE
1,77¢005  NE
1,62¢004  NE

A: diferencia de crecimiento entre fase exponencial del crecimiento e inoculo, medida como DOsg,m. Diferentes tiempos fueron requeridos para alcanzar el

fin del crecimiento exponencial. El tiempo promedio requerido fue de 24 horas.

C: categorias asignadas a cada vitamina: Esencial, E, (crecimiento <30%); Estimulatorio, S; (crecimiento entre 31-70% relativo al MB); No esencial, NE,

(>70%). Los valores expresan como la media + DE de 3 experimentos independientes.
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En resumen, las cepas seleccionadas crecieron eficientemente en el medio
quimicamente definido. Mé&s aun los resultados fueron comparables con los obtenidos en
medio complejo MRS en concordancia con lo descripto por Saguir y Manca de Nadra (2007)
para L. plantarum N4. Los requerimientos absolutos para vitaminas mostraron considerables
similitudes. En general, las vitaminas fueron clasificadas como no esenciales y en menor
medida estimulatorias para sus crecimientos. Solamente pantotenato de calcio y niacina fueron
esenciales para EFj24, EFj47 y JNB25, siendo EFj24 las mas exigente al requerir ambos
factores de crecimiento. Asi estas cepas con auxotrofia hacia una o dos vitaminas resultarian
menos favorables para su aplicacién en las matrices alimentarias en relacion con las demas
cepas que no presentaron esta propiedad. Terrade y col. (2009) encontraron que pantotenato de
calcio fue esencial para el desarrollo de cepas de O. oeni, L. buchneri y L. hilgardii de vino,
mientras que riboflavina s6lo fue esencial para las cepas de Lactobacillus. Por otro lado,
Amoroso y col. (1993) demostraron que la mayoria de las vitaminas del complejo B fueron
estimulatorias para el desarrollo de O. oeni.

Cabe destacar que la capacidad de una bacteria para desarrollar en ausencia de algun
factor de crecimiento esta relacionada con su habilidad para sintetizar dicho compuesto. Por lo
tanto, las cepas estudiadas en general presentarian potencial para sintetizar las vitaminas del
medio LPSMun. En este sentido, Juarez del Valle y col. (2014) encontraron que de total 179
BAL pertenecientes a la Coleccion de Cultivos de CERELA evaluadas, solamente 42 fueron
capaces de crecer en medio libre de riboflavina y que, en estos casos su contenido fue
detectado tanto en el medio de cultivo como medio intracelular. En la Gltima década, la
tecnologia de secuenciacion han hecho posible analizar genomas completos de
microorganismos (Heard y col., 2010; Edwards y Holt, 2013), de esta manera la identificacion
de nutrientes esenciales puede acelerarse investigando la presencia de los genes involucrados
en distintas vias biosintéticas; asimismo, el analisis de genomas bacterianos ha permitido
desarrollar medios de crecimiento especificos para cepas de L. plantarum o Campylobacter

jejuni (Teusink y col., 2005; Saguir y Manca de Nadra, 2007; Alazzam y col., 2011).
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CAPITULO 2

2.4.5 Andlisis de permutacion usando Permutmatrix de las propiedades tecnoldgicas
evaluadas

La influencia de la MCF sobre el crecimiento y las distintas propiedades
tecnolégicas evaluadas de las seis cepas seleccionadas se sometié a un analisis de
permutacion, cuyo resultado se muestra en la Figura 2.15. Las BAL se distribuyeron en dos
grupos principales (A y B). El grupo A estuvo constituido por cinco cepas que presentaron
caracteristicas comunes tales como: menores requerimientos en vitaminas, sensibilidad a
tetraciclina, ciprofloxacina y cloranfenicol, mayores porcentajes de inhibicion de biofilm
frente a indicadores, débil o moderada capacidad para formar biofilm, elevado porcentaje de
hidrofobicidad (excepto N8 y EFj24) y resistencia o estimulo por la MCF. El grupo B estuvo
constituido por L. plantarum JNB25, la cual presentd valores mas bajos, en general, para las
propiedades ensayadas en contraste con el grupo A. En base a los resultados las cepas del
grupo A presentaron las mejores propiedades tecnoldgicas y nutricionales. Sin embargo,
dentro del grupo A, el subgrupo C compuesto por las cepas N8, EFj18, EFj47y EFf29 resultd
ser el mas interesante, destacandose especialmente N8 y EFf29 por sus elevadas propiedades
antimicrobianas asociadas a su capacidad acidificante tanto en medios de laboratorio como
jugo de frutas y la produccion de peréxido de hidrégeno y una sustancia de naturaleza proteica
activa frente a S. typhimurium y L. monocytogenes. Por lo tanto serian las mas apropiadas para
evaluar sus efectos como agente de bio-control en matrices alimenticias, que ademas aporten

valor agregado al consumidor, por ejemplo potencialidad para producir vitaminas.
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Figura 2.15. Andlisis de permutacién basado en las propiedades tecnoldgicas de las cepas de
BAL seleccionadas: crecimiento en presencia de la mezcla compuestos fendlicos (MCP);
hidrofobicidad (H); formacion de biofilm; inhibicion de formacion de biofilm de Salmonella
Typhimurium (IBST), Listeria monocytogenes (IBLM) y Enterococcus faecalis (IBEF); CIM
para tetraciclina (T), eritromicina (E), ciprofloxacina (Ci), cloranfenicol (C), amoxicilina (A)
y Requerimientos en vitaminas en MS1 (RNMS1), MS2 (RNMS2), MS3 (RNMS3), MS4
(RNMS4), MS5, (RNMS5), MS6 (RNMS6), MS7 (RNMS7) y MS8 (RNMSS8). La escala de
color se muestra en la parte superior, en donde los colores mas oscuros representan los
valores mas bajos y los colores mas claros los valores mas altos para las propiedades

analizadas.
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2.4.6 Actividad antimicrobiana frente a bacteria patégena aislada de EF

2.4.6.1 Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento de bacterias pertenecientes al género Enterobacteriaceae, con

particular interés en Salmonella ssp. se usé el protocolo descripto por ANMAT segln el

procedimiento establecido por BAM-FDA 2007 (Manual Analitico de Bacteriologia-

Administracion de alimentos y medicamentos, 2007). En la Tabla 2.13 se muestran los

recuentos obtenidos luego del pre-enriquecimiento y enriguecimiento en medio selectivo RVS.

Tabla 2.13. Recuentos microbianos en medios Mac Conkey y SSA de ensalada de

frutas de elaboracion local

Muestra Mac Conkey SSA
Jugo 4,18+0,04 1,88+0,03
Frutas 6,20+0,08 7,10£0,08
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En las muestras de jugo se obtuvieron recuentos celulares entre 10% y 10" ufc/mL en

medio Mac Conkey y SSA, lo que indica un elevado nimero de bacterias potencialmente

patdgenas, ain mayor que el detectado en el Capitulo 1 en medio Mac Conkey donde no se

realizd ningln tratamiento de enriquecimiento, indicando que el mismo permitié recuperar el

ndmero de aislados.

De un total de 20 colonias tomadas al azar de ambos medios, todas fueron Gram

negativas, catalasas positivas con morfologia bacilar, por lo tanto se seleccionaron para la

identificacion fenotipica a nivel de género mediante pruebas bioguimicas.

Solamente tres aislados pudieron ser claramente identificados a nivel de género por

presentar las siguientes caracteristicas:

Pico y fondo amarillo en medio TSI indicando fermentacién de glucosa y lactosa y/o
sacarosa positiva.

Medio Citrato de Simmons de color azul, lo que evidencia viraje del indicador por
utilizar citrato como Unica fuente de carbono.

Medio agar urea de Christensen de color amarillo indicando resultado negativo, es
decir incapacidad para hidrolizar la urea

Medio APGP con turbidez como consecuencia del crecimiento bacteriano, la prueba
de VP resultado positivo (formacion de anillo rojo), indicando que la bacteria llevo a
cabo una fermentacién butilenglicdlica, mientras que la prueba RM dio resultado
negativo.

Fermentacion de glucosa y lactosa en medio liquido, positivas al virar el indicador de
purpura a amarillo por la produccion de acido y aparicion de una burbuja en el tubo de
Durham por produccién de gas

Los aislados restantes Gram (-), catalasas (+), no pudieron ser claramente asociados a
ningun género sobre la base de las pruebas realizadas, aunque se descartd la presencia
de Salmonella ssp., Escherichia coli y Klebsiella spp (Figura 2.16). Por lo tanto en

base a las pruebas bioquimicas realizadas se identificaron fenotipicamente a tres
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aislados como pertenecientes al género Enterobacter. Al mismo tiempo se descarté la
presencia de Salmonella ssp., Escherichia coli y Klebsiella spp como se menciond

anteriormente.

Figura 2.16 Pruebas bioquimicas en diferentes medios de cultivo

La identificacion a nivel fenotipico de los aislados perteneciente al género
Enterobacter se confirmé mediante la secuenciacion parcial del ADNr 16S. La secuencia del
aislado se aline6 con secuencias de cepas de referencia depositadas en la base de datos
GenBank; NCBI; EMBL y RDP. Su afiliacion se confirm6 al obtener porcentajes de
homologia superiores al 97% con Enterobacter cloacae (nimero de acceso ASM2556V1). Por
lo que los aislados se identificaron como E. cloacae (EF1, EF2, EF3). La secuencia del aislado
identificado como E. cloacae EF1 fue ingresada a Genbank asignandose el siguiente nimero

de acceso: MK506242 y se muestra en la Figura 2.17.
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Enterobacter cloacae strain EFel 16S ribosomal RNA gene Partial sequence

GenBank: MK306242 1

GenBank Graphics

*MK5B6242.1 Entercbacter sp. strain 185 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
CTGCCTGATORAGEECATGATAACTACTGEAAACGEGTAGCTAATACCGGOCATAAGTCOCAAGACCAAA
GACGOEGACCTTCOEGCCTCTTOCCATCAGATGTGCCATCAGATOECTGAT TTAGC TCCAGTAGLT GGGG
TTCACCTAGGLOACGOTCCCTAGTOGTCTEAGAGGATGACCAGCCACTCCTOGAAC TOAGACACGOTCCA
GACTCCTACGOOAGECAGCAGTOOAATATTOCACAATGOECGCAAGCCTATOCAGLCATGCCGCOTGTAT
AAAGAAGECCTTCOEEACT TATAAAGTACT TTCAGCGGOGAGGAAGETETTOTGAT TAATAACCOCAGTA
ATTGATTACCCOCAGAARAAGTACCOGCGATTAACTCCOTGCCAACAGTOOCGOTAATACGGAGLBGTAGCG
GOCOTTWACGGAATTACTGGTCOTAAAGCGCACGCAGGCEETCTOTCAAGTCOOATATOAAATCCCCGGE
CTCAACCTOOOOAACTOCAT TCOAAACTGECAGGCTARAGTCTTGTAGAGGOGEGTAGAAT TCCACGTAT
AGCGOTTAAATOCATATAGATCTOOAGGAATACCGETEOCGAAGOCGECCCCCTORACAAAGACTRACGL
TCAGGTECOAAAGCATOOGEAGCAAACATEAT TAGATACCCTOATAGTCCACGUCATAAACGATOT CGAT
TTEEAGETTGTGCCCTTOAGGCGTOGCT TCCEGAGCTAACGCGT TARATCCACCCCCTOGGGAGTACGGL
CACAAGETTAAAACTCAAATGAAT T TACGGOGEGCCCCGCACAAGCTATEOOOCATATTOGAT TACTTCCA
TTCAACCCAAGGAACCTTTACTGOTCTTRACATCCACAGAATTTTCCAGAGATOGAT TOGTGCCTTCGGE
AACTOTGAGACAGETACTACATGRCTATCATCAGCTCOTATTATGARAT AT TEGGT TAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATCCTTTGT TGCCAGCGGTCCOGCCGOGAACT CARAGGLCAGTEATAAACTEOAGGAA
TEaTOEEGEATEACGTCAAGTCATCATGGCCCT TACGACCAGEGCTACACACOTOCTACAAGTGRCGCATA
CAAGAGAAOCOACCTCOCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCOTCATAGTCCGAATT

Figura 2.17. Secuencia parcial de ADNr 16S de E. cloacae EFel aislado de EF de elaboracion local.

Cabe resaltar que E. cloacae es una bacteria patdgena oportunista, por lo tanto su
presencia en EF de elaboracion local resulta un riesgo para la salud del consumidor v,
confirma la importancia de emplear métodos adecuados de conservacion para este tipo de
alimentos.

Se selecciono la cepa E. cloacae EFel como microorganismo indicador para evaluar
las actividades antimicrobianas de las 6 cepas seleccionadas frente a un patdgenos aislado de
una matriz alimenticia de elaboracion (el mismo tipo de muestra que se empled para el

aislamiento de las BAL, Capitulo 1).

2.4.6.2 Actividad antimicrobiana de BAL seleccionadas frente a E. cloacae

La actividad antimicrobiana se evalto mediante el método de difusion en agar. En la
Tabla 2.14 se muestran los resultados obtenidos. Del total de seis cepas ensayadas solamente
tres de ellas (L. plantarum N8, EFj18, EFf29) mostraron resultados positivos, siendo L.
plantarum EFf29 la mas efectiva con un halo de inhibicién de diametro significativamente

mayor que los obtenidos con N8 y EFj18 (Figura 2.18).
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Tabla 2.14 Actividad antimicrobiana de cepas seleccionadas de
BAL frente a E. cloacae EFel aislado de ensalada de frutas.

Microorganismo Indicador

L. plantarum N8 8,3+ 0,06
L. plantarum JNB25 ND
L. plantarum EFj18 7,4 +0,08
L. plantarum EFF24 ND
L. plantarum EFj47 ND
L. plantarum EEf29 23 +0,08

Diametros de los halos de inhibicién en mm
ND: no detectado. Los resultados se expresan como la media + DE

E. cloacae

A

Figura 2.18 Método de difusién en agar. Actividad antimicrobiana frente a
E. cloacae aislado de Ef de elaboracion local. Control negativo MRS (A),
control negativo, agua (B), SLC de JNB25 (C), SLC de EFj24 (D), SLC de
EFf29(E), SLC de EFj47 (F), Control negativo MRS (G), SLC de EFj18 (H),
SLc de N8 (1), control negativo Agua (J).

Los resultados obtenidos demuestran que dentro de las BAL seleccionadas, las que a
su vez presentaron las mejores respuestas de crecimiento, propiedades tecnoldgicas y de
inactivacion fueron capaces de inhibir el crecimiento de una bacteria patégena aislada del
mismo nicho ecoldgico de donde ellas fueron aisladas, lo que confirma el elevado potencial de
las cepas L. plantarum EFf29, EFj18 y N8 para ser usadas como agentes de bio-control. Por lo
tanto, fueron seleccionadas para realizar los ensayos de biopreservacion “in situ” usando

diferentes matrices alimentarias.
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2.5 CONCLUSIONES PARCIALES

» Las 11 cepas de L. plantarum y Leuconostoc spp ensayadas mostraron buen crecimiento en
medio MRS, pH 6,5, sin embargo seis cepas se destacaron por presentar las mayores Hmay,
capacidad acidificante y Vnaxac, todas ellas pertenecientes a la especie L. plantarum lo que se
relaciond con su metabolismo homofermentativo. Entre ellas se destacaron: N8, JNB25,

EFj18, EFj24, EFj47 y EFf29. Ademas, presentaron elevado rendimiento lactico.

» En JMC, todas las cepas ensayadas fueron capaces de crecer, incrementando sus recuentos
celulares por arriba a 1,0 unidad logaritmica a 2 dias de incubacion a 30 °C y permaneciendo
viables hasta 7 dias de incubacién ensayados. Nuevamente se destacaron por sus respuestas
de crecimiento y capacidad acidificante las cepas anteriormente mencionadas, especialmente
L. plantarum N8 y EFf29 que se mantuvieron viables, sin disminuir en sus recuentos hasta los

7 dias de incubacién a 30 °C.

» En ensayos de inactivacion en JMC inoculado con S. Typhimurium o L. monocytogenes y
cada una de cepas: L. plantarum N8, JNB25, EFj18, EFj24, EFj47 y EFf29, se demostré el
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de microorganismos indicadores especialmente en JIMC
neutralizado donde inhibieron el crecimiento e incrementaron la tasa de inactivacion, siendo

este efecto mas pronunciado sobre S. Typhimurium ya que a 48 h no se detect6 células viables.

> La presencia de compuestos fenélicos, naturalmente presentes en los alimentos vegetales
no afectd negativamente el crecimiento de las BAL en estudio. Mas adin, permitié que la cepa
EFj47 pueda desarrollar en el medio semisintético basal, indicando que fueron esenciales para
su crecimiento, posiblemente por aportar una fuente adicional de carbono y energia, en un

medio deficiente en azlicares.
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> En base a los resultados obtenidos en términos de crecimiento, capacidad acidificante se
seleccionaron L. plantarum N8, JNB25, EFj18, EFj24, EFj47 y EFf29 para continuar las
investigaciones. En primer lugar, las mismas provenientes de EF fueron identificadas a nivel
molecular mediante PCR Multiple y secuenciacion del ADNr 16S confirmando su

identificacion fenotipica.

» Las propiedades tecnoldgicas evaluadas demostraron que:

- En general todas las cepas ensayadas fueron sensibles a tetraciclina, ciprofloxacina

y cloranfenicol, pero no a amoxicilina. La cepa N8 fue la méas susceptible a amoxicilina.

- No se detectd produccion de AB por el método cualitativo empleado. Si se observo
alcalinizacion del medio en presencia de arginina lo que se relacionaria con su catabolismo a
través de sistema ADI. Esta propiedad les ofreceria una ventaja competitiva a las células para

crecer en medios acidos debido a la produccién de amoniaco y energia adicional.

- La mayoria de las cepas presentaron elevados porcentajes de hidrofobicidad,
excepto L. plantarum N8. Sin embargo, ninguna de las cepas ensayadas fue fuertemente
productora de biofilm, resultando L. plantarum EFj18, EFj24 o EFf29 y EFj47, N8 0 JNB25

moderada o débilmente productoras en las condiciones de ensayo.

- Todas las cepas ensayadas fueron capaces de inhibir moderadamente la formacion

de biofilm de L. monocytogenes, S. Typhimurium y E. faecalis.

- Todas las cepas desarrollaron eficientemente en el medio quimicamentemte
definido para L. plantarum, LPMS, sin mostrar requerimientos en vitaminas, excepto L.
plantarum JNB25, EFj24 y EFj47 que presentaron auxotrofia para pantotenato de calcio y
niacina, siendo EFj24 la méas exigentes. Contrariamente las cepas L. plantarum N8, EFj18 y
EFf29 presentaron las menores exigencias en vitaminas (NE o y en menor grado S) lo que se

relaciond con una adecuada capacidad biosintética.
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> Las cepas L. plantarum N8, EFj18 y EFf29 mostraron mediante el ensayo de difusion en
agar actividad antimicrobiana frente a E. cloacae, una bacteria patdgena oportunista aislada t
de EF durante esta Tesis Dotoral, este efecto fue mas pronunciado para L. plantarum EFf29.

Las cepas restantes: JNB25, EFj18 y EFj24 no manifestaron esta actividad.

> De acuerdo a los resultados obtenidos en términos de crecimiento, capacidad acidificante,
propiedades tecnoldgicas y antimicrobianas se seleccionaron para ensayos “In situ” las cepas:
L. plantarum N8, EFj18, EFf29, las cuales fueron incluidas en tres tipos de matrices vegetales

derivadas de frutas: jugo, y frutas MP listas para consumo.
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CAPITULO 3

BIOPRESERVACION DE JUGO
OE FRUTAS ¥ FRUTAS
MINIMAMENTE PROCESADAS
CON BAL SELECCIONADAS




CAPITULO 3
3.1 INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, los productos frescos, incluidas las frutas, han surgido como
un nuevo vehiculo para la transmision de enfermedades de origen alimentario asociadas a agentes
etioldgicos que en el pasado se atribuyeron a reservorios animales (Sivapalasingam y col., 2004;
Denis y col., 2016). En este contexto, existen varios estudios dirigidos a determinar el potencial
biopreservativo de BAL aisladas de frutas y verduras en todo el mundo (Tamang y col., 2009; Lee y
col., 2011; Vitali y col., 2012). Originalmente, la fermentacion se realizaba para conservar los
alimentos, aunque actualmente el uso de cultivos iniciadores de BAL que lleven a cabo
fermentaciones controladas resulta de interés (Lai y col., 2013). Sin embargo, existen pocos
estudios al respecto en las matrices alimentarias, particularmente en VMP. En el complejo sistema
de los VMP la sintesis de diferentes metabolitos estaria reguladas tanto por las interacciones
complejas entre los microrganismos iniciadores y la microbioma contaminantes de los vegetales, asi
como por la interaccion entre los microorganismos y los sustratos presentes en el medio (Sajur y
col., 2007). De alli surge la importancia de evaluar y corroborar las propiedades de las BAL
determinadas en los estudios in vitro (Capitulos 1 y 2) con estudios in situ. En ciencia, in situ
designa el analisis de un fendmeno exactamente en el lugar y condiciones donde el mismo se
desarrolla (sin modificacion de las condiciones usuales o natural).

En base a lo mencionado, en este Capitulo se evaluaron la capacidad de crecimiento,
acidificacion y propiedades antimicrobianas de las cepas seleccionadas en tres matrices vegetales
MP, listas para consumo. Al mismo tiempo se determinaron propiedades beneficiosas para la salud

que le aportarian valor agregado al producto final biopreservado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar fermentaciones en matrices alimentarias inoculadas con las cepas seleccionadas a
4y30°C
» Evaluar los cambios microbioldgicos, de pH y fisicoquimicos.

» Determinar propiedades beneficiosas para la salud del consumidor en jugo fermentado.
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CAPITULO 3
3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Microorganismos
Las cepas seleccionadas L. plantarum N8, EFj18 y EFf29. Los microorganismos se
propagaron rutinariamente en medio de cultivo MRS, se conservaron y activaron de acuerdo a lo

que se ha descripto en apartados 1.3.2 'y 1.3.1 (Capitulo 1).

3.3.2  Medios de cultivos

° MRS, descripto en el apartado 1.2.1

° YMPG adicionado con cloranfenicol al 1% (v/iv, YMPG-C) con la siguiente
composicién: en g/L: extracto de levadura, 3; extracto de maltosa, 3; peptona, 5. glucosa, 10. El pH
se llevé a 6,5 y se agregd agar 15% (p/v). Este medio se usO para recuento de levaduras. El
cloranfenicol inhibe el crecimiento de microorganismos procariotas.

° Salmonella- Shigella Agar (SSA), descripto en el apartado 1.2.1

° Mac Conkey agar, descripto en el apartado 1.2.1

3.3.3 Ensayos en matrices alimentarias

Los ensayos se realizaron en tres matrices alimentarias a base de frutas: - frutillas y
manzanas cortadas en trozos (MP, listas para consumo) y - jugo mixto de manzana y naranja recién
exprimido.
3.3.3.1 Jugo mixto de frutas
3.3.3.1.1 Seleccion de frutas y preparacion del jugo: Se seleccionaron 2 frutas para realizar el jugo
mixto recién exprimido: manzana (Pyrus malus L.) y naranja (Citrus X sinensis); para ello, 2,5 kg
de cada fruta de apariencia y caracteristicas organolépticas agradables, libres de defectos visibles
tales como golpes, picaduras, cortes 0 abrasiones se obtuvieron de un puesto de verduleria y se
emplearon para la preparacion del jugo mixto. Ambas frutas se eligieron porque tienen gran
aceptacion por parte del consumidor, en general, y por ser constituyentes comunes del jugo

comercial multifruta (JMC) y de la ensalada de frutas usados durante este estudio.
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El andlisis sensorial de la adicion de diferentes proporciones de jugos de naranja y de
manzana sobre el olor, sabor y aspecto de la mezcla resultante (jugo mixto) fue evaluado por un
panel de 10 personas no entrenadas. Ellos clasificaron los jugos mixtos en base a 4 categorias de
una escala heddnica: 1, agradable (A); 2, aceptable (AC); 3, no aceptable (NA) y 4, desagradable
(D), calificando como agradable los jugos cuyas proporciones en la mezcla modificaron
positivamente el olor, sabor y aspecto de ambos jugos de frutas en relacion con los jugos
individuales. Las muestras de los jugos obtenidas de cada fruta en forma individual fueron también
puntuadas segun las categorias mencionadas. Las muestras de jugos se consideraron dentro de una
categoria cuando el 70% de los panelistas le asign6 la puntacién correspondiente (Tabla 3.1).

Para la preparacion del jugo fresco las frutas se lavaron con agua corriente, se pelaron y se
lavaron nuevamente con agua destilada estéril. Posteriormente se cortaron en trozos pequefios y se
procesaron con un extractor de jugo marca Phillips en condiciones de esterilidad. Luego, el jugo
obtenido se clarificé por centrifugacién a 8000 g durante 15 min a 4 °C para descartar restos de
pulpa. La proporcion de la mezcla del jugo mixto de manzana y de naranja elegida, segun el
analisis sensorial, como la mas aceptable (agradable) consistié de 2:1 (v/v), respectivamente. El
jugo mixto, una vez preparado, no fue sometido a ningun tratamiento de esterilizacion.

Tabla 3.1 Diferentes proporciones de jugos de naranja y manzana
ensayadas para elaboracion de jugo de frutas mixto.

Jugo mixto Naranja (v) Manzana (V)

A 1
B 1
C 2
D 1
E 0

V: volumen

=T = T S =

3.3.3.1.2 Fermentacion del jugo: El inéculo de cada BAL se prepard de acuerdo a lo descripto en

el capitulo 2, apartado 2.3.3.1 El jugo mixto de manzana-naranja (JMN, 2:1), elegido en base al
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analisis sensorial se separ6 en fracciones de 30 ml y se colocaron en frascos de poliestireno
estériles. Cada suspension celular de las BAL se usé para inocular en forma individual y combinada
las distintas fracciones de JMN al 2% (v/v) a fin de obtener una concentracion celular inicial en el
orden de 107 ufc/mL. La inoculacién simultanea con las tres cepas seleccionadas (1:1:1) se realizd
para evaluar un posible efecto sinérgico antimicrobiano entre ellas. Por otra parte y, en forma
comparativa se us6 CaCl; a una concentracién final de 1,5% (p/v). Los tratamientos con calcio se
utilizan para extender la vida atil de frutas y hortalizas ya que ayuda a mantener la integridad
celular de la pared vegetal mediante la interaccion con la pectina para formar pectato de calcio. Por
lo tanto las frutas y hortalizas tratadas con calcio, en general, se mantienen mas firmes que sus
contrapartes (Rico y col., 2007). También se ha reportado su efecto antimicrobiano, siendo utilizado
normalmente en la industria de los alimentos en concentraciones comprendidas entre 0,5 y 2,0%
dependiendo de una serie de factores (solubilidad, sabor, interaccion con el alimento) (Ayala-Zavala
y Gonzales Aguilar, 2011). En este contexto, la concentracion de 1,5% de CaCl. fue elegida en este
estudio en forma arbitraria para su aplicacion. Como control negativo se ensay6 JMN sin inocular.
Los experimentos se realizaron por duplicado a 4 y 30 °C durante 14 dias; se evaluaron 2 lotes de
cada tratamiento mencionado (Figura 3.1). Durante ese periodo, se tomaron muestras a distintos

tiempos para analisis microbiolégicos, determinaciones analiticas y de propiedades antioxidantes.
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- L plantarum N8

- L plantarum Ff29

- L plantarum EFj18

- combinacion tres cepas.

JNM (Control)

JNM + N8

IJNM + EFf29

JNM + EFj18

JNM + Combinacién
JNM + CaCI2

Almacenamiento: 14 dias, 4°Cy 30°C

Figura 3.1 Esquema del proceso de obtencién y fermentacion del jugo mixto de naranja-manzana

3.3.3.1.3 Determinaciones analiticas
3.3.3.1.3.1 AzUcares acidos organicos y pH.

Azulcares, acidos organicos y etanol se cuantificaron en las muestras de JMN de pruebas y
control por HPLC de acuerdo a lo descripto en el punto 2.3.4.2 del capitulo 2 a tiempos 0, 2 y 7 dias
de almacenamiento a 4 y 30 °C. El pH se determind mediante método potenciométrico usando
pHchimetro Hanna Instruments.
3.3.3.1.3.2 Determinacién de compuestos fendlicos

Con la finalidad de determinar si las fermentaciones microbianas produjeron cambios
significativos en el contenido de compuestos fenélicos (CPT), los mismos fueron determinados
utilizando el método de Folin de acuerdo al protocolo descripto por Singleton y Rossi (1965) con
modificaciones puestas a punto en el laboratorio. La mezcla de reaccion, compuesta por 100 pl de
SLC de jugo fermentado, 100 ul del reactivo de Folin-Ciocalteu se agit6 y se incub6 durante 2 min
a temperatura ambiente; posteriormente, se afiadieron 800 ul de una solucion saturada de Na,COs al
5 % (p/v) y las muestras se incubaron a 40 °C durante 20 min. Se tomaron 200 pl de la mezcla de
reaccion y se colocaron en una microplaca y se midié la absorbancia (A) a 740 nm en un lector de
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microplaca modelo Versamax. El contenido de fenoles totales se estimd por comparacion con los
valores de A obtenidos con diferentes concentraciones de acido gélico y mediante la ecuacion de
regresion de la curva (Ecuacion 1). Las determinaciones se realizaron a 0, 2 'y 7 dias en SLC de los
jugos fermentados incubados a 4 y 30 °C. Los resultados se expresaron en mg/L de equivalente de

acido galico (GAE). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

y =0,0084 x +0,1929; r?=0,9842 Ecuacion 1

3.3.3.1.3.3 Evaluacién de actividad antioxidante
3.3.3.1.3.3.1 Actividad reductora del hierro férrico/poder antioxidante FRAP:

Este método se basa en la capacidad de la muestra para reducir un complejo formado por
ion férrico con la molécula tripiridil-s-triazina (TPTZ) a su forma ferrosa. La capacidad para reducir
el hierro se considera un indice del poder antioxidante de la muestra. La mezcla de reaccién
compuesta por 6,67 UL de muestra de SLC de jugo fermentado y 200 uL del reactivo FRAP se
incub6 durante 4 minutos a temperatura ambiente y se medié (A) a 593 nm. EI control positivo se
realiz6 con acido ascorbico y el blanco con H,O destilada. El reactivo de FRAP se prepard
mezclando 50 mL de buffer acetato con 5 mL de TPTZ y 5 ml de FeCls. Antes de usar, se incub6 a
37 °C en bafio de agua. La actividad antioxidante se estimd por comparacién con los valores de una

curva patrén y se determiné mediante la ecuacion de regresion de la curva (Ecuacion 2).

Y=0,0007X —0,0064 R?=0,9963 Ecuacion 2

3.3.3.1.3.3.2 Captura del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH):

Este método se basa en la reduccion del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) por
los antioxidantes de la muestra (Brand-Williams y col., 1995). La decoloracion del radical se
determina espectrofotométricamente a 515 nm y la cuantificacion se realiza empleando una

solucion patron de acido ascorbico luego de 15 min, de manera que la mayoria de sustancias
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completen la reaccion con el DPPH (Schlesier y col., 2002). La mezcla de reaccidén estuvo
compuesta por 5 pl de JNM y 200 ul de DPPH. Como control se emple6 &cido ascorbico y agua
destilada como blanco de reaccion. Las determinaciones se realizaron por triplicado. El porcentaje
de depuracion del radical DPPH en las muestras se calculé de acuerdo a la férmula propuesta por

Yen y Duht (1994):

% Depuracion del radical DPPH = [(A control tO - A muestra t15) /A control t0]* 100

R%Eii}ol t0 = Absorbancia del control (DPPH) a tiempo inicial.

A muestra t15= Absorbancia de la muestra después de 15 min.
3.3.3.1.3.4 Determinacion de vitamina C

El contenido de vitamina C se determiné siguiendo el método de AOAC para acido

ascorbico en preparaciones vitaminicas y jugos. Para ello, 200 uL de cada muestra se afiadié a un
frasco Erlenmeyer de 50 mL y se mezcld con 1,8 mL de agua destilada y 5 mL de una solucién de
acido acético-acido metafosférico. La mezcla (7 mL) se tituld6 con solucion estandar de 2,6-
diclorofenoindofenol, posteriormente el volumen de titulacién se recogio y se usé para cuantificar el
contenido de vitamina C [mg de equivalente de &cido ascorbico (AAE)/L de muestra]. La solucién
de indofenol se estandarizo por titulacion con solucion estandar de &cido ascérbico (1 mg/mL). Para
ello se us6 2 mL de solucion estandar de &cido ascorbico con 5 mL de solucién de &cido acético-

acido metafosférico, ademas de las muestras blanco. Los calculos se realizaron mediante la

siguiente ecuacion:

v.T.100
mg de &cido ascérbico por 100 ml de muestra = Ecuacion 3
V

Donde, v= ml de 2,6 diclorofenolindofenol utilizados para titular un volumen de muestra

T= Equivalente en acido ascdrbico de la solucion de 2,6 diclorofenolindofenol expresado en mg por
ml del colorante.

V= Volumen de la muestra analizada

T=x mg de &cido ascorbico por Y ml de solucion de 2,6 diclorofenolindofenol

T=X/IY
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3.3.3.1.4 Andlisis sensorial cualitativo

El anélisis sensorial de jugos tratados bajo diferentes condiciones se realizd utilizando el
modelo descriptivo de Demiyr y col. (2006), con algunas modificaciones. Se evaluaron atributos
sensoriales de sabor, aroma, color y aspecto mediante el uso de una escala hedoénica de 0 a 5 puntos
con un panel no entrenado compuesto por 10 jueces. Los resultados se clasificaron como agradable
(puntos totales: 14-20), aceptable (puntos totales: 11-13,9), poco aceptable (puntos totales: 8-10,9) y
no aceptable (puntos totales: 0-7.9) (Di Cagno y col., 2008).
3.3.3.2 Manzanas Yy frutillas cortadas en trozos
3.3.3.2.1 Seleccion y procesamiento de frutas cortadas en trozos: Los beneficios para la salud
asociados con el consumo de frutas y hortalizas frescas, en combinacion con el continuo interés del
consumidor por disponer de una variedad de alimentos listos para el consumo, han contribuido a
aumentar considerablemente la popularidad de las frutas y hortalizas precortadas. En este estudio
seleccionamos dos tipos de frutas de gran interés por sus cualidades nutritivas y amplia aceptacion
por parte del consumidor como manzana (Pyrus malus L.) y frutilla (Fragaria x ananassa). En éste
altimo caso, se destaca que las frutillas son un cultivo relevante en la provincia de Tucuman, como
se menciond en la Introduccidn de este trabajo de Tesis. En este contexto trabajamos con las frutas
frescas listas para el consumo peladas y/o cortadas con respecto a su forma original, pero que se
mantuvieron en estado fresco, a fin de determinar el potencial de las BAL seleccionadas como
agentes de biopreservacion natural durante su almacenamiento. La aplicacion de la biopreservacion
es independiente de ddnde se realicen las operaciones (por ejemplo, en el campo, en la explotacion
agricola, en los locales del minorista, en los del mayorista, en el establecimiento de elaboracién,
etc.) Procesamiento de las frutas: Las frutas se obtuvieron (1 kg) en un puesto de verduleria, se
escogieron aquellas con caracteristicas organolépticas agradables y libres de defectos visibles tales
como golpes, picaduras, cortes o abrasiones. Se lavaron con agua corriente, en el caso de la
manzana se pelaron y luego ambas frutas se lavaron con agua destilada estéril. Posteriormente, se

cortaron en trozos de 1 cm?®y de aproximadamente 1,0 g en condiciones asépticas.
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3.3.3.2.2 Inoculacion de las frutas cortadas en trozos y condiciones de ensayo: Las cepas de las
BAL en estudio provenientes de un cultivo activo en medio MRS, pH 6,5 se inocularon (3%, v/v)
en 225 ml del mismo medio para obtener una concentracion celular final de 107 ufc/mL e incubaron
a 30 °C durante 12 h (final de fase exponencial). Al mismo tiempo se prepard 225 mL de una
solucion acuosa de CaCl; al 1,5% (p/v). 25 g de cada fruta (frutilla 0 manzana) cortadas en trozos se
inocularon por inmersion con las cepas en estudios o el agente quimico. Para ello, las frutas
cortadas fueron completamente sumergidas en los cultivos bacterianos de 12 h de incubacion en
medio MRS de densidad celular promedio de 9,30 + 0,35 U log o en la solucion del preservante
quimico durante 30 y 60 min en un Shaker a 150 rpm a temperatura ambiente para inocular las
frutillas y manzanas cortadas, respectivamente. Luego, se descartd el exceso del cultivo bacteriano
o0 solucidn acuosa del agente quimico usando papel de filtro estéril, se dej6 escurrir durante 30 min
y las frutas cortadas se colocaron en pequefios recipientes estériles. Se utilizaron como controles
negativos, 25 g de cada fruta cortada en trozos sin inocular e inoculadas en medio liquido MRS
estéril. Se evaluaron 2 lotes de cada fruta con sus respectivos tratamientos. Las frutas cortadas en
trozos tratadas y los controles negativos se incubaron a 4 y 30 °C durante 21 dias. Antes de
inocular, se separaron 3 g de cada muestra para cuantificar los niveles microbianos de las mismas
(Figura 3.2). Durante el periodo de almacenamiento se tomaron muestras a distintos tiempos (2, 7,
14y 21 dias) para analisis microbiolégicos y microscopia electronica. En las muestras de frutillas se

evallo también firmeza y ° Brix segln se detalla posteriormente.
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Cultivo de BAL en MRS (10° ufc/mL)
(L. plantarum N8, Ff29 o EFj18)
Inoculacién por inmersion

- Agitacion (30 minutos, temperatura ambiente)
- Filtracion

Lotes:

N Fruta (manzana o frutilla) control
” F, \ Fruta + CaCl,
% Lo .
Ry A

Fruta + L. plantarum N8
Fruta + L. plantarum Fff29
Fruta + L. plantarum EFj18

2

o
|4

21 dias, 4°C y 30°C
 /
Toma de muestras a 0, 2, 7, 14, 21 para determinaciones

Figura 3.2 Diagrama del proceso de obtencion y fermentacion de frutilla y manzana trozadas a 4 y 30 °C

3.3.3.2.3 Determinacion de firmeza y ° Brix en frutillas

En el mercado de la frutilla, a diferencia de la manzana, Tucuman participa principalmente
en la produccion de fruta fresca; por otra parte, también produce fruta para la industria de productos
congelados destinados a la exportacion y al mercado interno. Esta situacion genera la necesidad de
determinar, ademas del rendimiento, los parametros de calidad exigidos por cada destino comercial.
La calidad de fruta se define por los siguientes pardmetros: forma y tamafio de la fruta, colores
interno y externo, oquedad, cualidades organolépticas, °© Brix, firmeza, porcentaje de fruta
comercializable y porcentaje de fruta de descarte (Medina y col., 2011). En este estudio, en las
muestras de frutillas trozadas e incubadas a 4 °C, donde los efectos de conservacion por parte de las
BAL seleccionadas fueron notables, se determind firmeza y grados ° Brix a T 0, 7, 14 y 21 dias.

Firmeza: se determind por medio de tres pinchazos ecuatoriales por fruto, utilizando un
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penetrémetro con escala de hasta 500 g con un punzon de 1,5 mm. Grados Brix: se determiné con

brixémetro digital.

3.3.3.2.4 Microscopia electronica de frutas cortadas fermentadas

Muestras de frutas cortadas en trozos bajo diferentes condiciones de tratamiento y las
muestras control se colocaron en fijador Karnovsky [mezcla de glutaraldehido 1,7 % (v/v) y
paraformaldehido 2,7 % (v/v) en Buffer fosfato pH 7,2] durante 24 h. Se deshidrataron con un
gradiente de soluciones alcoholicas de distinta graduacién. Se comenzd con alcohol 30°
seguidamente con alcohol 50°, 70°, 90° hasta alcohol absoluto (100°) en pasajes de 10 min.
Posteriormente, se realizaron dos pasajes de 10 min en acetona 100%. Se realizé el punto critico de
secado en equipo Marca Denton Vacuum modelo DCP-1. Se pasé al montaje de las muestras sobre
soportes de aluminio adherida con cinta conductora doble faz de carb6n, que fueron posteriormente
recubiertas con oro en un lon Sputter Marca JEOL modelo JFC-1100. Por ultimo, se observaron con
un microscopio electronico de barrido (SEM) (Marca Zeiss modelo SUPRA 55VP) en el Centro
Integral de Microscopia Electrénica (CIME, UNT-CONICET).
3.3.4 Analisis microbiologico de las matrices alimentarias: Determinacion de la carga
microbiana

Se determind la carga microbiana de las matrices alimentarias en estudio por el método de

diluciones sucesivas descripto en el apartado 1.3.4 empleando los medios MRS agar; YPG-C agar;
SSA y Mc Conkey agar. Las placas de MRS e YPG-C se incubaron a 30 °C durante 72 h, mientras
que las restantes a 37 °C durante 48 h. Luego, se realizaron los recuentos en aquellas placas que
contuvieron entre 30 y 300 colonias. Para realizar las diluciones sucesivas las matrices alimenticias
se procesaron de las siguientes maneras:

- JMN: alicuotas de 1 ml de las diferentes muestras (de pruebas y control) provenientes de
distintos tiempos se homogeneizaron con 9 ml de solucidn fisiologica estéril para obtener dilucion
1/10. Luego, se realizaron diluciones decimales sucesivas y se plaquearon 100 ul de distintas

diluciones en los medios mencionados.
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- Frutas cortadas MP: 3 g de cada fruta proveniente de cada tratamiento y los
correspondientes controles se mezclaron en 27 ml de solucion fisiologica estéril obteniendo una
dilucién 1/10, se homogeneizaron en un agitador a 150 rpm a temperatura ambiente durante 15 min,
posteriormente se determinaron los recuentos microbianos segln se indicé anteriormente para JMN.

La identidad de las cepas de L. plantarum inoculadas en las matrices, se confirmé por
técnicas de microscopia (coloracién de Gram) y en colonias representativas se aplico la técnica de
PCR especifica multiple con la siguiente modificacion empleando directamente las colonias como

molde (Savino y col., 2012).

3.3.5 Analisis estadisticos
Los resultados obtenidos a partir de dos 0 mas experiencias independientes se sometieron a
analisis estadistico empleando el programa Infostat. Se utiliz6 el test de Tukey para para realizar

comparaciones multiples de las medias (p < 0,05)

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Seleccidén de cepas para ser incluidas en matrices alimentarias

Para realizar la fermentacion de las matrices alimentarias a base de frutas, se seleccionaron
3 cepas (L. plantarum N8 aislada de superficie de naranja, L. plantarum EFj18 y EFf29 aisladas de
EF en el presente trabajo de Tesis Doctoral). Las mismas mostraron Optimas propiedades
antimicrobianas contra S. Typhimurium, L monocytogenes y E. faecalis de acuerdo a lo detallado en
el capitulo 1. Ademas, presentaron capacidad para crecer e inactivar S. Typhimurium y L
monocytogenes en JMC; mayores Hmax, Y poder acidificante, buenas propiedades tecnolégicas
incluidas potenciales propiedades probioticas, bajos requerimientos en vitaminas, actividad
antimicrobiana frente a un aislado de EF de elaboracion local, todas ellas analizadas en el Capitulo

2.
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3.4.2 Jugo Manzana- Naranja fermentado
3.4.2.1 Eleccion de las proporciones para obtencion de jugo de frutas

Para elaborar un jugo fresco con una mezcla de dos frutas se eligié la proporcién de
manzana: naranja (2:1), esta combinacion fue la mas aceptable en base a 10 personas no entrenadas
teniendo en cuenta los siguientes atributos: olor, aspecto y sabor, asignandole los maximos valores
de aceptacion al paladar (Tabla 3.2). La combinacién se eligio por presentar, en general, sabor mas
dulce y acidez menos pronunciada en comparacién con las otras combinaciones. Ruiz Rodriguez y
col. (2017), en un ensayo similar realizaron diferentes combinaciones de jugos individuales
provenientes de dos frutas para obtener un jugo mixto agradable al paladar. Esto dltimo resulta
novedoso, ya que en el mercado existe una tendencia a elaborar jugos combinando diferentes frutas,
lo cual despierta el interés de los consumidores como productos alternativos a los jugos

convencionales elaborados con una sola fruta.

Tabla 3.2 Combinaciones con diferentes proporciones de jugos de naranja y manzana

Proporcion de jugo de naranja y Sabor Aspecto

de manzana (v:v)

1:1 NA AC NA
1:2 A A A
2:1 NA AC NA
1:0 A A A
0:1 AC A A

Escala: 1, agradable (A); 2, aceptable (AC); 3, no aceptable (NA); 4, desagradable (D). El
resultado corresponde a un valor promedio de los puntajes individuales otorgado por cada

panelista.
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3.4.2.2 Recuentos microbianos y variacion de pH en JMN control e inoculado

En Jugo fresco las BAL se inocularon en forma individual y combinada (las tres
simultdneamente en la misma proporcion). En la Tabla 3.3 se muestran los recuentos obtenidos
en distintos medios de cultivos de JNM control (sin inocular), inoculado bajo diferentes
condiciones y en presencia de Ca,CL.

En JMN control, incubado a 30 °C las BAL y levaduras autdctonas, determinadas en
medios MRS y YMPG-C, fueron detectadas en el orden de 5y 6 U log en 2 dias de incubacién
(a tiempo cero no fueron detectadas). A este tiempo, en medio Mac Conkey y SSA la carga
inicial del orden de 3 U log y por debajo del limite de deteccion incrementé alrededor de 1 U log
y 6 U log, respectivamente. De este modo se manifestd un significativo incremento de la
poblacion lactica, levaduriforme y de potenciales bacterias patdgenas en JMN durante las
primeras 48 h de incubacién. Transcurrido este tiempo, la poblacion bacteriana y levaduriforme
autdctona se mantuvo viable, observandose una ligera disminucion en los recuentos (no mayor a
1 log) recién a 14 dias de almacenamiento. Asi el JMN control fue capaz de soportar el
crecimiento y la sobrevida de BAL, levaduras y bacterias potencialmente patégenos durante el
periodo de tiempo ensayado (14 dias). Cabe destacar que el marcado incremento y sobrevida
determinado en medio SSA, seria debido a otra subespecie bacteriana diferente a S.
Typhimurium, ya que ésta no fue capaz de crecer en JMC, sin neutralizar (apartado 2.3.3,
capitulo 2).

En el JMN inoculado, la poblacién lactica inicial en el orden de 107 ufc/mL
determinada en medio MRS, incrementé alrededor de 1,5 U log, y estuvo constituida por las
cepas inoculadas, indicando que su crecimiento y metabolismo inhibié el desarrollo de la
microbiota lactica autdctona a dos dias de incubacion. En este tiempo, los recuentos
determinados en medios YPG-C, y SSA también disminuyeron significativamente con respecto
al control. A los 7 dias de incubacion, las bacterias inoculadas, determinadas en medio MRS
permanecieron casi constantes (N8) o disminuyeron ligeramente. Por el contrario, los recuentos

en medio YPG-C disminuyeron 3,2 U log (N8 o EFf29) y 2,52 (EFj18) U log con respecto al
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control o no fueron detectados (indculo combinado), mientras que, en medios SSA y Mac
Conkey se produjo una completa inactivacion (para todas las condiciones inoculadas con BAL).
A los 14 dias de incubacion, en medio YPG-C también se observo completa inactivacion de la
poblacién levaduriforme autdctona, excepto para EFj18. Asi, las BAL inoculadas ejercieron un
significativo efecto inhibitorio, inactivando completamente la microbiota autoctona detectada en
los medios YPG-C, SSA y Mac Conkey en 7 dias o 14 dependiendo principalmente del tipo de
microbiota, mientras que ellas permanecieron viables. Por lo que la microbiota levaduriforme
detectada en medio YPG-C fue la mas resistente a la accion antagénica de las cepas inoculadas
aun cuando se produjo su completa inactivacion. Cabe destacar que la inoculacion combinada de
las cepas mostro, en general resultados similares a los determinados con N8 y EFf29, excepto en
medio YPG-C donde la inactivacion de la poblacion levaduriforme ocurrié mas rapidamente (a
los 7 dias en lugar de 14).

A diferencia de lo observado con las BAL, el CaCl, en general no afectd
negativamente a la poblacion autdctona, excepto en medio Mac Conkey, comportandose en
forma similar al control (Tabla 3.3).

En medios inoculados, el pH disminuy6 rapidamente en los primeros dos dias de
incubacion, lo que se relaciond con el crecimiento de las cepas inoculadas en las diferentes
condiciones, confirmando sus capacidades acidificante demostrada en capitulo 2, contrariamente
en medio control o tratado con CaCl; el pH inicial permanecio casi sin cambiar, aun cuando se
detect6 crecimiento en medio MRS (Tabla 3.5). Este hecho se relacion6 con la inhibicion de la
microbiota lactica autdctona, posiblemente constituida por otras especies dominantes
probablemente con metabolismo heterofermentativo obligado, menor poder acidificante y baja
resistencia a acidez. De este modo. las cepas N8, EFj18 y EFf29 inoculadas individualmente o
en forma combinada, produjeron completa inactivacion de la microbiota autoctona desde el
inicio hasta 7 o 14 dias de incubacion a 30 °C, resultando las levaduras las mas resistentes,
excepto para el indculo combinado. La actividad inhibitoria fue acompafiada por la acidificacion

del medio y se diferencié del agente quimico que mostré un comportamiento similar al control.
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En JMN control incubado a 4 °C (Tabla 3.4), se observaron incrementos en los
recuentos microbianos determinados en medios MRS, YPG-C, SSA y Mac Conkey de 3,5; 5,0;
53y 1,5 U log U a 2 dias de incubacién respectivamente. A 7 dias, los recuentos en medios
YPG-C y SSA permanecieron constantes, en medio MRS incrementaron alrededor de una
unidad log y en Mac Conkey disminuyeron ligeramente. A 14 dias, no se detectaron células
viables en la poblacién levaduriforme, en MRS no se observaron variaciones significativas,
mientras que en medios SSA y Mac Conkey disminuyeron alrededor de un log, manteniendo un
orden elevado de 10* ufc/mL en SSA. En los jugos inoculados, las BAL no crecieron (MRS se
detectd el valor del recuento inicial en dos dias), a diferencia de lo observado en jugo sin
inocular; sin embargo, se mantuvieron viables durante todo el periodo de incubacién ensayado.
En esta condicion, a 2 dias se observo, en medio YGG-C, una disminucidn en los recuentos con
respecto al control en presencia de L. plantarum EFf29 y el in6culo combinado (reduccién de 3
U log), mientras que en medios SSA y Mac conkey el efecto inhibitorio fue observado en
presencia de todas las cepas inoculadas con reducciones entre 1y 2 U log. A 7 dias la cepa de L.
plamtarum N8 y el indculo combinado fueron capaces de inactivar completamente el
crecimiento microbiano de bacterias potencialmente patégenas y levaduras, sin detectarse
celulas viables en medios en medio SSA e YPG-C respectivamente. Sin embargo la cepa EFf29
también presentd un marcado efecto inhibitorio sobre la poblacion levaduriforme, reduciéndola
alrededor de 3 U log. A 14 dias no se detectaron células viables en los medios SSA y Mac
Conkey independientemente de la cepa inoculada y condicién a diferencia de lo observado en el
jugo control. Nuevamente las cepas N8 y EFf29 mostraron, en general los mejores efectos
inhibitorios, aun cuando la efectividad de EFj18 también fue destacable. En esta condicion,
similarmente a lo observado en jugo almacenado a 30 °C la inhibicién comenz6 a los 2 dias de
incubacion, mostrando la combinacion de cepas resultados similares, en general, a los in6culos
individuales, especialmente a la cepa N8, que fue la mas efectiva.

Como ocurrio a 30 °C vy, a diferencia de lo observado en presencia de BAL

inoculadas, el CaCl,, en general no afect6 el crecimiento de la microbiota autctona en medios
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YPG-C y SSA, aunque el comportamiento en medio Mac Conkey fue similar al obtenido en
presencia de BAL (Tabla 3.4). En esta condicién, las variaciones del pH fueron
significativamente menores que las detectadas a la mayor temperatura de incubacién, ain en
presencia de las cepas inoculadas lo que se correlaciond con la ausencia de crecimiento.
Solamente se produjo una ligera acidificacion del medio a 7 dias de incubacion, la cual fue
similar al jugo control. En presencia de Ca,Cl se observé la mayor disminucién de pH (de 4,5 a
4,1) (Tabla 3.6). Este resultado es de gran importancia por varias razones: - (i), las tres cepas
inoculadas aun cuando no crecieron fueron capaces de mantenerse viables en elevada
concentracion hasta el final del almacenamiento, sin afectar a las cualidades organolépticas
(aspecto, pH, color), (ii) la elevada sobrevida de las cepas inoculadas favoreceria su adecuado
uso como vehiculo de probi6ticos, en ese sentido algunas propiedades, ademas de la actividad
antimicrobiana, se demostraron en el capitulo dos, (iii) las cepas inoculadas especialmente N8 y
EFf29, aun cuando no crecieron ni acidificaron significativamente el jugo demostraron una
eficiente actividad antagdnica relativa al control, especialmente sobre bacterias potencialmente
patdgenas, logrando su completa inactivacion, ademas de acelerar la de levaduras. Por lo tanto,
gueda claramente demostrado su importancia en el control de la microbiota de jugos
refrigerados, (iv) la inoculacién individual fue suficiente para inactivar la poblacion bacteriana
contaminante asi como acelerar la inactivacion de levaduras, aunque en este Gltimo caso la
mezcla fue mas efectiva.

Similares resultados fueron demostrados por Perez y Saguir (2012) en relacién con la
capacidad de L. plantarum N4 para sobrevivir en jugo de naranja almacenado a temperatura de
refrigeracion durante 4 semanas, sin alterar sus propiedades organolépticas. Mas aun, estos
autores proponen que el jugo de naranja podria ser usado para transportar BAL probidticas. Sin
embargo, dichos autores no demostraron la actividad antimicrobiana de la cepa N4 en el medio
natural. Por otro lado, Sajur y col. (2007), en coincidencia con nuestros resultados demostraron
que la cepa Ln. mesenteroides ssp mesenteroides Tsc inoculada en puré de tomate almacenado a

30 °C inhibi6 completamente el crecimiento de la microbiota bacteriana, incluida la lactica, y un
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retardo en el de las levaduras, aunque en este Gltimo caso no se produjo su inactivacién a
diferencia de lo observado en nuestro estudio. Ademas, dichos autores no investigaron el

comportamiento de la cepa Tsc a baja temperatura.
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Tabla 3.3 Recuentos microbianos en JMN control e inoculado con las cepas L. plantarum N8, EFj18, EFf29 incubado a 30 °C durante 14

dias.

Recuento microbiano (log ufc/mL) en los siguientes medios durante diferentes tiempos (dias)

Control 583 6,00 5,804 6,117 6,574 6,18 50448 450" 3,301 493% 5594 4104

L. plantarum N8 724 8,148 8,008 6,508 ND 5,678 3,308 ND ND 4,658 ND ND 3,35%8 4,008 ND ND
L.plantarum EFj18 7,334 8,72 7,00° 5,904 ND 4,23¢ 4,07¢ 2,708 | ND  4,91BP ND ND 3,437BC 4054 ND ND

L. plantarum EFf29 7,36 8,82° 8,008 6,90¢ ND 5,478 3,338 ND ND 3,66° ND ND 3,608¢ 3,68° ND ND
Combinacion 7194 873 7,39° 6,00% ND  5,228P ND ND ND 3,39¢ D ND 351ABC  341° ND ND
CaCl, ND 750°  6,84° 6,15 | ND 5,17° 6,76* 580° | ND  5,0758P 5,628 4,804 3,37A8 5,037 ND ND

ND: No detectado
Los valores corresponden a las medias de tres experimentos. Valores con diferentes letras como superindice dentro de cada columna son significativamente
diferentes de acuerdo al test Tukey (p<0,05)
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Tabla 3.4 Recuento microbiano en JNM control e inoculado con las cepas de L. plantarum N8, EFj18 y EFf29 incubado a 4 °C
durante 14 dias

Recuento microbiano (log ufc/mL) en los siguientes medios a diferentes tiempo (dias)

YPG-C

Control 3,28%  340%  293°

L. plantarun N8 7,424 6,718 7,068 6,808 | ND 4,108 3508 ND | ND 236% ND ND 3,338 2,048 1,608 ND
L. plantarum EFj18 7,38 7,1¢ 7,3¢ 6,908 | ND 510° 4,69° ND | ND 2,00° 2,148 ND 3,65°¢ 2,90¢ 2,00¢ ND
L. plantarum EFf29 7,45% 7,13¢ 6,98° 6,40° | ND 2,50 2,000 ND | ND 299° 3,10° ND 3,58¢ 3,01¢ 2,32P ND
Combinacion 7,29 AB 7,30¢ 7,038 6,908 ND 2,00° ND ND | ND 2,04¢ 2,178¢ ND 3,48B¢ 3,6° 1,3F ND
CaCl, ND ND ND ND ND 4,20® 3,795 35° | ND 1,788 2,30 1,18% | 3,38”B 2,58 1,25F ND

ND: No detectado
Los valores corresponden a los promedios de tres experimentos
Valores con diferentes letras como superindice dentro de cada columna son significativamente diferentes de acuerdo al test Tukey (p<0,05)
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dias

Tabla 3.6 Variacion de pH en JNM inoculado con cepas de L. plantarum incubados a 4 °C durante 14

dias

Capitulo 3

Tabla 3.5 Variacion de pH en JNM inoculado con cepas de L. plantarum incubados a 30 °C durante 14

0 2 7 14
Control 455+0,24 423+022  4,23+0,33 4,00+ 0,33
L. plantarum N8 4,54 +0,23 3,77 £0,20 3,62 +0,25 3,60 £0,15
L. plantarum EFj18 4,51+ 0,33 3,44+ 0,33 3,47+0,25 3,44 +0,24
L. plantarum EFf29 453+0,23 365+022  3,67+0,33 3,59 +£0,33
Combinacién 452+0,19 360+035 362+0,21 3,58 £ 0,22
CaCl 454+033 380+021 371+024 3,56 +0,13

Los valores corresponden a los promedios de tres experimentos.

0 2 7 14
Control 455+036 446+032  431+013 430022
L. plantarum N8 453+027  449+022  442%025  443+0.23
L. plantarum EFj18 ~ 452+0,16  4,49%0,13  441+034  440+024
L. plantarum EFf29  456+0,17 455014  440+035  4,42+0,15
Combinacion 4541026  452+024 4341034 4362024
CaCl, 455+0,25 436+013  418+022  412+0.25

Los valores corresponden a los promedios de tres experimentos.

3.4.2.3 Metabolismo de AzUcares y acidos organicos en JMN fermentado a 30 °C

Se investigd los cambios quimicos que tuvieron lugar durante la fermentacion de JMN
incubado a4y 30 °C (Tabla 3.7).

A 30 °C la utilizacién de azlcares (glucosa y fructosa) y acidos orgénicos comenzo
inmediatamente se inici6 el crecimiento microbiano, detectandose los mayores consumos de
glucosa a 2 dias de incubacion correspondientes a 7,15; 8,43 y entre 12,87 y 14,47% 0 3,02; 4,31y

entre 6,70 y 19,53% de la concentracion inicial de glucosa o fructosa en JMN sin inocular (control),
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JMN tratado con CacCl; e inoculados con las cepas seleccionadas. Con respecto al acido malico, se
detect6 un contenido inicial de 10,44 mmol/L, el cual fue practicamente consumido a los 2 dias en
los JMN inoculados, mientras que en JMN control y tratado con CaCl, s6lo se consumi6 un 13,60 y
12,93% de su valor inicial respectivamente, sin observarse diferencias significativas a los 7 dias de
almacenamiento. De igual manera, el &cido citrico fue totalmente consumido a 2 dias en JMN
inoculados pero no en el control o tratado con CaCl,, cuyos consumos maximos a 2 dias fueron de
52,90 y 38,54% de su concentracion inicial respectivamente. Asi, las significativas diferencias
encontradas en los perfiles de consumo de azucares y acidos organicos entre el control, JMN tratado
con el agente quimico (similar al control) y los jugos inoculados con las BAL se relacion6 con la
inhibicion del crecimiento de la microbiota autdctona en los medios inoculados.

La utilizacion de los carbohidratos estuvo acompafiada por un incremento principalmente
de &cido lactico en los jugos inoculados en oposicion al jugo control o tratado con el agente
quimico. En menor proporcion se detectaron &cidos acético, succinico y de etanol, siendo éstos
Gltimos principalmente encontrados en jugos sin inocular. La relacion molar de lactico producido
por glucosa + fructosa consumidos (mmol/mmol) fue menor a 1,0 y cercana o0 mayor que 2,0 en
jugos sin inocular e inoculados, respectivamente (Tabla 3.8). Asi, el rapido descenso del pH en los
jugos inoculados estuvo relacionado con la rapida y significativa produccion de los acidos
organicos, especialmente Iactico. Por el contrario, la relacion molar entre acido acético o etanol por
azlcares consumidos fue mayor en medio control que en los jugos inoculados, aun cuando en esta
Gltima condicion ambos compuestos fueron detectados (Tabla 3.8). En esta condicién la relacion
molar de alrededor 1 mmol/mmol entre citrato y acido acético, indico que el acido organico provino
de catabolismo de citrato, completamente consumido.

Los resultados obtenidos indicaron que la microbiota autdctona utilizé glucosa y fructosa,
aunque el primer azGcar en mayor proporcion y, produjo cido lactico acético y etanol, aunque el
altimo en baja proporcion en oposicién a lo determinado en jugos inoculados con las cepas N8,
EFj18 o EFf29. En base a estos resultados se pudo deducir que la microbiota bacteriana nativa del

JNM, inhibida por las cepas inoculadas, estuvo principalmente constituida por microorganismos
205



Capitulo 3

heterofermentativos a diferencia de lo encontrado en EF. Coincidentemente con nuestro resultados,
Sajur y col. (2007) y Pérez (2012), reportaron que las cepas inoculadas de Ln. mesenteroides Tsc y
L. plantarum N4 utilizaron preferentemente glucosa en lugar de fructosa para su crecimiento. Por
otro lado, Ellendersen y col. (2012) mostraron que el contenido de &cido malico en jugo de manzana
Gala fermentado con L. casei disminuy6 en un 87%, mientras que el contenido de &cido lactico
aumentd en un 31%. Asi dependiendo del metabolismo bacteriano, las cepas de las BAL pueden
ejercer distintos efectos en relacion con los metabolitos producidos durante la fermentacion, los
cuales finalmente impactan en el sabor del jugo fermentado (Ekinci y Gurel, 2008). Chen y col.
(2018) detectaron que las concentraciones de &cido malico en todas las muestras disminuyeron
apreciablemente durante la fermentacion y esta tendencia fue mas pronunciada en presencia de L
acidophilus; el &cido malico, principal &cido organico en jugo de manzana genera un sabor fuerte y
agudo (Toit y col., 2011; Ye y col., 2015), dichos autores también detectaron acido lactico con
valores ligeramente menores al final de la fermentacion (alrededor de 55,50 mmol/L) q lo
encontrado en el presente estudio. El acido lactico se produce via de Embden-Meyerhof a partir del
acido piravico (Zhang y col., 2008), pero también a través de la fermentacion malolactica. Por lo
tanto en los jugos inoculados derivaria del metabolismo de glucosa y acido malico, este Gltimo

completamente consumido.
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Tabla 3.7 Utilizacion de azlcares, acidos organicos y metabolitos producidos en JMN control y tratado almacenados a 30 °C

0 dias

2 dias

7 dias

Control
Control

L.plantarum N8

L.plantarum EFf29

L.plantarum EFj18

Combinacion
CaCl
Control

L.plantarum N8

L.plantarum EFf29

L.plantarum EFj18

Combinacion

CaCl2

Glucosa

223,83%11,12
207,77+11,15
195,01+9,67
192,02+8,65
191,88+9,56
191,44+8,75
204,94+12,15
198,77+9,86
184,01+9,82
185,11+8,76
189,38+8,99
184,61+10,24

195,11+9,67

Fructosa

282,88+14,56
274,33+13,45
263,94+12,95
227,61+11,32
254,94+12,55
252,61+12,76
270,66+11,98
245,22+14.02
259,66+13,45
224,88+11,23
248,01+12,34
238,61+11,67

259,55+12,98

Acido malico

10,44+0,54
9,02+0,45
0,52+0,03
0,59+0,03
0,45+0,02
0,45+0,02
9,09+0,48
8,12+0,42
0,22+0,01
0,29+0,01
0,22+0,02
0,22+0,01

6,38+0,04

Acido

citrico
43,87+0,22
20,6610,12
2,49+0,12
2,96+0,13
6,87+0,35
2,91+0,14
16,91+0,86
16,60+0,85
1,66+0,08
2,23+0,12
4,84+0,23
1,14+0,06

2,2340,14

Acido acético

0,16+0,001
33,01+1,89
20,12+2,23
18,79+2,12
19,96+2,56
21,45%3,12
27,14+1,67
34,13+1,98
21,78+3,56
23,45+3,76
19,95+3,65
19,45+3,21

43,13+2,12

Acido lactico

0,22+0,01

8,88+0,43
154,86+8,54
149,08+8,12
143,31+7,16
153,41+7,36

7,32+0,38
12,07+0,67
171,18+8,87
167,96+7,45
176,84+9,23
168,07+8,12

10,87+0,54

Capitulo 3

Acido
Succinico

0,25+0,01
10,41+0,61
12,27+0,65
9,23+0,48
13,97+0,74
13,37+0,68
11,43+0,55
11,26+0,48
14,22+0,78
9,56+0,63
16,76+0,89
14,56+0,71

12,95+0,60

Etanol

0,06+0,001
78,14+3,54
45,97+4,31
39,14+4,56
39,1445,75
44,97+4,39
73,80+4,13
80,3145,12
48,14+4,87
40,3145,42
50,31+4,89
40,3145,75

78,14+5,62

Los valores representan los promedios de dos experimentos + DE.
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Tabla 3.8 Relacién molar entre metabolitos formados y sustratos consumidos en JMN control y tratado almacenado a 30 °C

Control L. plantarum N8 L. plantarum EFf29 L. plantarum EFj18  Combinacién

Glucosa® 16,05+0,87 28,83+1,36 31,83+1,76 31,94+1,65 32,38+1,79 18,88+0,98
Fructosa® 8,55+0,45 18,94+0,98 55,27+3,12 27,94+1,45 30,27+1,67 12,22+0,66
Acido citrico?® 23,24+1,23 41,41+2,34 40,95+2,15 37,03+1,87 40,97+2,18 27,00+1,26
Y Lictico” 0,30+0,01 3,03+0,15 1,60+0,07 2,22+0,11 2,28+1,12 0,24+0,02
Y Lictico” 0,29+0,02 2,92+0,13 1,57+0,06 2,16+0,13 2,22+1,16 0,23+0,01
Y Lactico 0,32+0,02 3,50+0,17 3,40+0,19 3,60+0,17 3,50+0,18 0,31+0,02
Y acético” 2,56+0,15 0,43+0,03 0,21+0,01 0,34+0,02 0,35+0,02 1,53+0,85
Y acético” 0,47+0,03 0,23+0,02 0,21+0,02 0,33+0,02 0,33+0,02 0,49+0,03
Y acético” 1,42+0,06 1,05+0,05 1,14+0,06 1,13+0,06 1,18+0,06 1,15+0,06
Y Etanol® 3,17+0,02 0,95+0,07 0,44+0,04 0,65+0,07 0,71+0,06 2,37+0,12

2; sustratos consumidos a 2 dias (mmoL/L)

b: Y Acido lactico o acético producidos por glucosa y fructosa consumida: [total &cido lactico o acético formado (mmol/L)] / [total de azlcares
consumidos (mmol/L)]

¢ Y Acido l4ctico o acético producidos por glucosa, fructosa y acido citrico consumidos: [total &cido lactico o acético formado (mmol/L)] / [total de
azucares consumido (mmol/L) + total de acido citrico consumido (mmol/L)]

d: ¥ Acido lactico o acético formado por &cido citrico consumido: [total 4cido lactico o acético formado (mmol/L)] / [total de &cido citrico
consumido (mmol/L)]

&Y Etanol producido por glucosa y fructosa consumida: [total etanol formado (mmol/L)] / [total de D-glucosa consumida(mmol/L) + total de
fructosa consumido (mmol/L)]
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3.4.2.4 Metabolismo de Azlcares y acidos organicos en JMN fermentado a 4 °C

Los cambios guimicos producidos en JMN almacenado a 4 °C se muestran en la Tabla
3.9. Los maximos consumos de glucosa y fructosa ocurrieron a 7 dias de almacenamiento y fueron
significativamente menores a lo detectado en JMN almacenado a 30 °C (entre 2 y 6%), lo que se
relacioné con el menor crecimiento, especialmente en medios inoculados. A su vez, los &cidos
malico y citrico, no fueron completamente consumidos en ninguna condicion, variando entre
24,4% y 48,4%. El hecho de que las cepas de L. plantarum inoculadas hayan consumido
parcialmente los acidos orgénicos a 7 dias se relaciond con la ausencia de crecimiento, indicando
gue los mismos podrian ser utilizados como fuente de energia para el mantenimiento de las células
de acuerdo a lo descripto por Vaningelgem y col. (2006). En cuanto a los metabolitos producidos,
se detect6 acido lactico, acético y succinico a 7 dias, coincidiendo con los maximos consumaos, sin
embargo en menor concentracion que lo determinado a 30 °C. Los balances de fermentacion del
acido lactico fueron inferiores a lo determinados a temperatura abusiva, resultando inferiores a 2
mmol/mmol en la mayoria de los casos lo que estaria indicando un cambio en el metabolismo de L.
planatrum en la condicion de refrigeracion, ain cuando los balances resultaron superiores que en

jugos no inoculados (Tabla 3.10).
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Tabla 3.9 Utilizacién de azcares, acidos organicos y metabolitos producidos en JMN control y tratado almacenados a 4 °C

0 dias Control

2 dias Control
L.plantarum N8
L.plantarum EFf29

L.plantarum EFj18

Combinacion
CaCl

7 dias Control
L.plantarum N8
L.plantarum EFf29
L.plantarum EFj18
Combinacion

CaCl2

Glucosa

223,80+11,45
220,16+10,12
218,5+10,25
217,66+12,56
219,72+11,20
218,55+10,78

220,55+13,56
216,01+13,79
217,66+11,23
211,33+11,89
210,16+9,45
212,16+9,70

217,38+10,33

Fructosa

282,79+13,45
280,44+15,56
279,05+13,69
278,88+14,45
278,83+14,99
277,66+13,45

282,06+15,60
277,11+16,60
271,11+17,23
270,22+13,20
272,88+14,45
272,44+13,56

273,38+14,34

Acido malico

10,41+0,06
9,70+0,06
9,22+0,04
9,20+0,05
9,16+0,06
9,25+0,04

9,63+0,05
8,29+0,04
7,87+0,03
7,76+0,03
7,06+0,04
8,05+0,05

8,05+0,05

Acido
citrico

43,81+2,34
38,07+2,15
33,54+1,79
32,15£1,65
34,45+1,98
34,12+2,13

37,32+2,56
26,12+1,24
21,23+1,15
19,34+0,13
20,23+1,23
21,50+1,26

28,66+1,58

Acido acético

0,15+0,01
3,89+0,21
2,54+0,15
2,06+0,11
2,40+0,12
2,83+013

3,25%0,19
15,15+0,77
19,52+0,12
20,65+0,13
21,5840,11
21,55+0,15

14,12+0,87

Acido lactico

0,11x0,01
5,27+0,23
7,10+0,34
7,13+0,40
7,65+0,41
7,15+0,34

2,44+0,13
14,32+0,76
28,69+1,32
27,69+1,45
28,50+1,65
27,54+1,35

16,44+0,85

Acido

Succinico

2,20£0,09
5,78+0,24
13,19+0,65
14,66+0,81
14,02+0,65
12,44+0,59

5,21+0,25
13,21+0,78
33,79+1,56
32,09+1,48
29,63+1,39
25,82+1,35

13,80+0,77

Capitulo 3

Etanol

0,06+0,002
19,53£1,15
19.43+1,06
18,21+0,98
17,36+0,87
21,70+0,97

17,10+0,87
48,14+2,56
42,56+2,35
41,25+3,10
38,77+2,89
39,50+2,13

34,68+1,98

Los valores representan los promedios de dos experimentos + DE.
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Tabla 3.10 Relacion molar entre metabolitos formados y sustratos consumidos en JMN control y tratado almacenado a 4 °C

Glucosa?

Fructosa?

Acido citrico?

b
Y D-Léctico

Y D—LélcticoC
Y D-LéCtiCOd
Y A acéticob
Y A alcéticoC
Y A alcéticod

e
Y Etanol

Control
7,79+0,34
5,68+0,26

17,69+0,78

0,89+0,04
0,39+0,01
0,68+0,03
1,11+0,04
0,48+0,02
0,85+0,05
3,56+0,18

L. plantarum N8

6,14+0,25

11,69+0,56
22,48+1,14

1,46+0,07
0,66+0,04
1,15+0,05
1,08+0,05
0,48+0,03
0,86+0,05
2,38+0,13

L. plantarum EFf29
12,47+0,66
12,57+0,72
24,47+1,23

0,99+0,05
0,50+0,04
1,02+0,04
0,82+0,03
0,41+0,03
0,84+0,05
1,64+0,08

L. plantarum EFj18

13,64+0,72

9,91+0,45

23,58+1,25

1,06+0,55
0,53+0,03
1,06+0,05
0,91+0,04
0,45+0,02
0,91+0,05
1,64+0,09

Combinacion

11,64+0,5
10,35+0,6

22,31+1,23

1,14+0,06
0,57+0,02
1,12+0,07
0,97+0,05
0,48+0,02
0,96+0,06
1,79+0,08

Capitulo 3

CaC|2
6,42+0,3
9,41+0,45

15,15+0,69

0,88+0,05
0,45+0,02
0,92+0,06
0,88+0,04
0,45+0,03
0,92+0,06
2,18+0,13

a7 dias (mmol/L)

by Acido lactico o 4cido acético por glucosa y fructosa consumida: [total acido D-lactico o acido acético formado (mmol/ L)] / [total de D-glucosa
consumida(mmol/l) + total de fructosa consumido (mmol/L)]

¢ 'Y Acido lactico o acido acético por glucosa, fructosa y acido citrico consumidos: [total &cido D-lactico o acido acético formado (mmol/ L)] / [total

de D-glucosa consumida (mmol/l) + total de fructosa consumido (mmol/L) + total de &cido citrico consumido (mmol/L)]

d: ¥ Acido lactico o Acido acético por acido citrico consumido: [total acido D-lactico o Acido acético formado (mmol/ L)] / [total de &cido citrico
consumido (mmol/l)]
€. Y Etanol por glucosa y fructosa consumida: [total etanol formado (mmol/ L)] / [total de D-glucosa consumida(mmol/l) + total de fructosa

consumido (mmol/L)]
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3.4.2.5 Determinacion de compuestos fenolicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales (CPT) se muestra en la Tabla 3.11. El
JMN presentd una concentracion inicial promedio de 318 mg/L GAE, la cual incrementé 5,0y
17,7%, a 2 dias de incubaciéon a 4 y 30 °C respectivamente. A 7 dias, CPT del JMN control
incubado a 4 °C se mantuvo practicamente constante, mientras que se observé una disminucién a
30 °C En JMN inoculado con BAL, el contenido de CPT, en general no mostrd diferencias
significativas a 2 y 7 dias de incubacion a 4 y 30 °C, aun cuando en presencia de L. plantarum
EFf29 al igual que en el indculo combinado incrementd 27,6%, indicando que, en general las
BAL tuvieron un efecto positivo sobre la composicion fendlica del JMN. Este resultado se
relaciond con los estudios de cinética de crecimiento, en los cuales las cepas seleccionadas
fueron capaces de crecer eficientemente en presencia de una MCF (capitulo 2). Similares
resultados fueron informados por Krapasob y col. (2017) en ensayos de fermentacion con BAL
en jugo de manzana a 30 °C. Diversos autores han demostrado que fermentaciones llevadas a
cabo por BAL seleccionadas pueden mejorar el contenido de CPT de jugos fermentados (Gan y
col., 2016; Kachouri y col., 2015; Kaltsa y col., 2015), lo cual podria atribuirse a la habilidad de
BAL de producir enzimas hidroliticas que degradan fitoquimicos complejos en formas simples
(Gan y col., 2016; Kaltsa y col., 2015; Kwaw y col., 2017). Por otro lado, Kwaw y col. (2017)
elaboraron jugos de mora fermentado con BAL y reportaron valores notablemente mas elevados
los cuales estuvieron comprendidos entre 600 y 800 mg/L GAE. Giacaman y col. (2014)
informaron que estas diferencias se deben principalmente a la naturaleza de la fruta y al
procesamiento del jugo. En resumen, los resultados indicaron que a 7 dias de almacenamiento, la
concentracion de CFT en JMN fermentados no es significativamente diferente a la del JMN
control o al JMN tratado con CaCl;, aun cuando se produjo un ligero incremento almacenado a
30 °C, indicando que las BAL no modifican negativamente la composicién fendlica propia de
los JMN naturales, lo cual resulta de interés en funcion de su potencial aplicacion

biotecnoldgica.

212



Capitulo 3

Tabla 3.11 Concentracién de compuestos fenolicos totales (CPT) en JMN control y
fermentado con cepas de L. plantarum seleccionadas y almacenados a 4 y 30 °C durante 7

dias.
0 dias - 317,98 £ 15,23 318,23 £ 13,45
2 dias Control 333,94 + 16,12 374,41 + 18,34
L. plantarum N8 330,01 + 16,23 332,63 + 14,87
L.plantarum EFf29 296,91 + 13,45 405,84 + 22,98
L.planarumEFj18 331,32+ 14,34 393,70 + 18,23
Combinacion 291,20 £ 14,45 404,65 + 20,12
CaCl; 227,05 £ 14,65 378,94 £ 17,34
7 dias Control 323,22 + 15,56 214,77 £ 14,78

L. plantarum N8
L. plantarum. EFf29
L.plantarum. EFj18

Combinacién
CaC|2

330,13+ 17,54
284,77 + 16,67
321,32+ 18,23
320,72+ 17,34
286,91 + 15,56

316,32 + 13,43
395,01 + 15,06
381,08 + 14,09
371,44 + 14,98
312,03 + 15,69

Los valores representan las medias de dos experimentos + DE

3.4.2.6 Determinacioén de actividad antioxidante

3.4.2.6.1 Actividad reductora del hierro férrico/poder antioxidante FRAP

Se evalud la actividad reductora del hierro de JMN clarificado por centrifugacion

control y fermentado con las cepas de L. plantarum seleccionadas. En la Figura 3.3 se observa
una actividad reductora de 156 umol FESO./L a inicio de la fermentacion, valor que incrementd
a los 2 dias un 15,8; 24,1; 14,7 y 31,0% en JMN incubado a 30 °C e inoculado con L. plantarum
N8, EFf29, EFj18 y con el inoculo combinado respectivamente. A los 7 dias dichos valores en
general, no mostraron diferencias significativas respecto a los 2 dias, excepto en presencia de L.
plantarum EFj18 cuya disminucion fue significativa. En JMN incubado a 4 °C no se registraron
diferencias significativas respecto al control y el tiempo 0. Coincidentemente a lo observado

para las cepas con mayor actividad, Hashemi y col. (2017) encontraron que la fermentacion
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lactica de jugo de limén mejord significativamente la actividad antioxidante. Por otro lado,
Mousavi y col. (2013), demostraron que durante la fermentacion de un jugo de granada, la
concentracion de compuestos fendlicos disminuyd, mientras que la actividad antioxidante
aumentd. Duefias y col. (2005) informaron que la fermentacién de harinas de frijol por L.
plantarum también incrementd la actividad antioxidante, contrariamente, Rua y col. (2018)
investigaron la actividad reductora de jugo de mel6n fermentado con BAL y almacenado a 4 °C
durante 4 dias; los autores encontraron que la misma disminuyé aunque no de manera
significativas con respecto al valor inicial. En muestro estudio, se confirmaria que la
fermentacion lactica estaria teniendo un efecto positivo al no disminuir o incluso mejorar
suavemente la actividad antioxidante del JNM. Por el contrario, en presencia de CaCl, se

observé una disminucién de la propiedad en estudio.
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Figura 3.3. Actividad reductora del hierro en JMN fermentado con cepas de L. plantarum
seleccionadas almacenados a 4 y 30 °C durante 7 dias.

3.4.2.6.2 Captura del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Los resultados de DPPH mostraron una actividad antioxidante de 12,06 % del JMN en el
tiempo inicial. A 30 °C en JMN control ésta disminuyé 62% a los 2 dias y, luego se mantuvo
constante hasta los 7 dias. Por el contrario cuando el JMN fue tratado con BAL, la actividad
antioxidante aumento significativamente a los 2 dias presentando incrementos de 56, 84, 60% en

presencia de L. plantarum N8, EFf29 y EFj18 respectivamente, mientras que en presencia de
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CacCl; se produjo una reduccion de 35% y a los 7 dias de iniciada la fermentacion practicamente
no hubo diferencias significativas en todos los tratamientos respecto a 2 dias. Por el contrario,
JMN fermentado e incubado 4 °C no mostré incrementos en sus actividades antioxidantes, lo
gue se relaciond con la falta de crecimiento. De este modo los resultados indicaron que la
fermentacion lactica tuvo un efecto positivo en la actividad DPPH en JMN incubados a 30 °C lo
cual estaria positivamente relacionado con el contenido y composicion de CPT (Figura 3.4).
Kwaw y col. (2017) en jugos de mora fermentados con BAL detectaron valores superiores a los
nuestros, comprendidos entre 65,31 y 73,64%. Ademas, en este caso y junto a lo encontrado en
los JMN fermentados e incubados a 30 °C, después de la fermentacion; en este sentido, Dani y
col. (2007) concluyeron que valores de polifenoles elevados generalmente determinan una
elevada actividad antioxidante aunque dicho fenémeno podria depender de la maduracion de la
fruta y de las practicas de cultivo (Burin y col., 2010). El aumento en la actividad depuradora
DPPH estipula que la fermentacion lactica podria aumentar la disponibilidad de compuestos con
propiedades donadoras de protones, ya que durante la actividad depuradora del radical DPPH, el
electron andmalo del atomo de nitrégeno se reduce al aceptar el atomo de hidrégeno de los
antioxidantes a la hidracina correspondiente (Kedare y Singh, 2011). Randazzo y col. (2016),
encontraron en bebida tipo kéfir de manzana y jugo de kiwi fermentado con BAL comerciales de
agua de kefir valores méas elevados de actividad antioxidante siendo al inicio de 37,6% y 94,7%
respectivamente, mientras que el valor mas bajo fue de 15,1% y correspondi6 a una bebida tipo
kéfir de uva fermentada con los mismos microorganismos y reportaron que al final del proceso
de fermentacién dicha actividad disminuyé entre 3,34 y 19,08% dependiendo del tipo de bebida

fermentada.
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Figura 3.4. Porcentaje de depuracion del radical libre DPPH en JMN fermentado con
cepas de L. plantarum seleccionadas e incubados a 4 y 30 °C durante 7 dias (L. plant: L.
plantarum).

34.2.7 Determinacion de vitamina C

El acido ascorbico (AA) es uno de los compuestos bioactivos mas importantes presente
en la mayoria de las frutas y la fermentacion lactica podria aumentar ciertos beneficios en la
salud del consumidor modificando el contenido del mismo (Shrestha y col., 2013). Por lo cual se
evalu6 el contenido de vitamina C o &acido ascérbico (AA) en JMN inoculado con cepas de L.
plantarum seleccionadas e incubados a 4 y 30 °C. En la Figura 3.5 se puede observar que al
inicio de la fermentacién el contenido de AA fue de 2.475 mg AAE/L, valor que aumenté a los 2
dias en todos los tratamientos a 30 °C, aunque cuando JMN fue inoculada con L. plantarum
EFf29, EFj18 y la combinacion se registraron los aumentos mas significativos siendo del 15,15;
11,11 y 14,34% respectivamente. Krapasob y col. (2017) encontraron valores similares en jugo
de manzana fermentado por BAL y almacenados a 30 °C y coincidentemente informaron que la
fermentacion tuvo un efecto positivo en el contenido de AA al inicio de la fermentacién, hecho
que al final del proceso de fermentacion fue revertido de manera poco significativa. A los 7 dias
de incubacion el contenido de AA disminuy6 en todos los casos, en general, sin mostrar
variaciones significativas. El incremento de AA durante la etapa inicial podria deberse al hecho
de que AA estaria siendo adicionalmente sintetizado por microorganismos (Adetuyi y col., 2014)

Zheng y col. (2014) también informaron un aumento en el contenido de AA de jugo de litchi
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(fruta originaria del sur de china) cuando se fermentd durante 18 h por L. casei. En el presente
estudio, por el contrario, cuando JMN se almacen6 a 4 °C los valores no mostraron diferencias
significativas respecto al tiempo inicial en todos los tratamientos. Por otro lado la disminucion
de AA durante la Ultima etapa de fermentacion podria deberse a la degradacion del oxigeno
residual por medio de la &cido ascdrbico oxidasas de manera que cuando el oxigeno se agota

totalmente se debe cambiar de una fase microaerobica a una anaerdbica (Valente y col.,2011)
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Figura 3.5 Contenido de vitamina C en JMN fermentados con cepas de L. plantarum
seleccionadas e incubados a 4 y 30 °C durante 7 dias. (L. plant: L. plantarum).

3.4.2.8 Andlisis sensorial cualitativo de JMN.

Al final del almacenamiento de 14 dias, todos los JMN fermentados con las cepas
individuales, combinadas y en presencia de CaCl, y a ambas temperaturas (4 y 30 °C) se sometieron
a un anélisis sensorial cualitativo (Figura 3.6).Los JMN fermentados con cepas individuales y
almacenados a 4°C obtuvieron un puntaje significativamente mas elevado para todos los atributos
sensoriales analizados en comparacion con el control, el aroma y el color fueron los principales
atributos que se diferenciaron entre JMN control y el inoculado. En general, la cepa que obtuvo
mayor puntaje fue L. plantarum EFf29, mientras que por el contrario, la combinacién de las tres
cepas obtuvieron bajos puntajes. En JMN almacenado a 30°C el tratamiento que obtuvo mayor
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puntaje en los atributos fue el tratado con CaCly, y el JMN inoculado con BAL que mostrd los
valores mas altos fue L. plantarum EFf29, coincidentemente con el JMN almacenado a 4°C. En el
presente estudio el sabor dulce no fue tan bien percibido como otros atributos, aunque las cepas
L.plantarum EFf29 y N8 mostraron valores significativamente mayores al control, esto podria
deberse a la conversion del acido malico en acido lactico més débil (Toit y col., 2011), por lo que
ciertas cepas de Lactobacillus plantarum podrian haber reforzado la sensacion dulce en boca. En
general la fermentacién mejor6 algunos atributos sensoriales de JMN, en este sentido, Di Cagno y
col. (2011) confirmaron al fermentar batidos con BAL. Espirito-Santo y col. (2015) evaluaron las
propiedades sensoriales de jugo de manzana fermentado con diferentes BAL y encontraron que
teniendo en cuenta la puntuacion media en la escala hedonica para el total de aceptabilidad, el jugo
de manzana fermentado por L. plantarum 299 recibié la peor aceptacion y los fermentados por L.
acidophilus L10 y por L. casei L26 fueron los mejores aceptados, lo cual estaria indicando que los
efectos sobre las propiedades sensoriales son especie/cepa dependientes. Por otro lado, Maldonado
y col. (2017), investigaron la fermentacion lactica de cuatro frutas, para obtener nuevas bebida a lo
cual la evaluacién sensorial de las mismas arrojaron resultados similares a los nuestros, obteniendo
puntuaciones mas elevadas aquellas bebidas fermentadas en comparacion con la no fermentadas.

sabor sabor
5

aspecto color

aspecto color

aroma

aroma

Figura 3.6 Analisis sensorial de los JMN A) almacenado a 30 °C y B) almacenado a 4 °C y fermentados por
las siguientes BAL: === (control negativo), === (L. plantarum N8), === (L. plantarum EFf29), s (L.
plantarum EFj18), === (mezcla de las 3 cepas) y === (CaCl,).

218



Capitulo 3

3.4.3 Matrices alimenticias cortadas en trozos, listas para consumo
3.4.3.1 Frutillas trozadas
3.4.3.1.1 Analisis microbiologicos

La Tabla 3.12 muestra la evolucion de los recuentos obtenidos durante el almacenamiento
de la matriz alimenticia control y tratada bajo diferente condiciones a temperatura abusiva (30 °C).
En la muestra control, los recuentos de BAL Yy levaduras autdctonas en medios MRS e YPG-C
(carga inicial de 5,4 y 2,1 U log) incrementaron alrededor de 2 y 3 U log mientras que en SSA y
Mac Conkey (carga inicial de 1,60 y 2,67 U log) incrementaron 4,6 y 3,5 U log a 2 dias
respectivamente. En medio YPG-C los recuentos de levaduras continuaron creciendo hasta 7 dias,
aungue, en todos los medios ensayados no se detectaron recuentos viables a 14 dias de incubacion.
En muestras inoculadas con las BAL, los recuentos iniciales en medio MRS en el orden de 10° ufc/g
incrementaron alrededor de 2 U log y estuvieron constituidos por las cepas inoculadas (bacilos
Gram positivos, catalasa negativos). Interesantemente, en medios YPG, SSA y Mac Conkey a dos
dias de incubacién no se detectaron células viables, es decir las cepas inoculadas inhibieron
completamente el crecimiento de la microbiota autoctona, produciendo ademas su completa
inactivacién. Solamente en Mac Conkey agar este efecto ocurrié mas lentamente en presencia de L.
plantarum EFj18 dado que la inactivacion completa fue detectada recién a 7 dias, aunque a 2 dias
no se detect6 crecimiento microbiano. De este modo las cepas N8 y EFf29 fueron mas efectivas que
EFj18 para inactivar completamente la carga microbiana inicial detectada en medio Mac Conkey.
En presencia de CaCl; el efecto inhibitorio fue notablemente menor al detectado en presencia de
BAL, ya que en los medios YPG, SSA y Mac Conkey se observaron niveles altos de células viables
incluso hasta los 7 dias, en forma similar a lo determinado para la muestra control (Tabla 3.12).
Cabe destacar que en esta matriz no se evaluo el efecto del inoculo combinado dado que en JMN
éste, en general no fue significativamente méas efectivo q lo determinado para los inoculos
individuales.

En frutilla control almacenada a 4 °C, las BAL y levaduras autdctonas crecieron

alcanzando, en medios MRS y YPG-C agar, recuentos maximos (6,6 y 6,9 U log) a 2 y 7 dias
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respectivamente, luego permanecieron constantes hasta el final del almacenamiento. En medios
SSA y Mac Conkey agar los recuentos iniciales incrementaron 54 y 4,1 U log a dos dias
respectivamente, luego se mantuvieron constantes hasta los 7 dias, sin ser detectados a 14 dias de
almacenamiento. En muestras inoculadas, las BAL determinadas en medio MRS agar
incrementaron solamente alrededor de 0,3/0,4 U log, manteniendo sus recuentos contantes,
similarmente a lo observado en JMN control, sin embargo, ejercieron un efecto inhibitorio. De este
modo, en medio YPG-C se logré una inactivacion total a los 2 dias, mientras que en medio SSA 'y
Mac Conkey este efecto ocurrié recién a los 7 dias. Se destaco L. plantarum EFf29 que inhibio el
crecimiento microbiano en ambas condiciones produciendo una reduccion de una unidad log de la
carga inicial en medio agar Mac Conkey. A 7 dias, en presencia de las BAL inoculadas no se
detectaron células viables en ningin medio ensayado, excepto agar MRS. De este modo las BAL
inhibieron el crecimiento de la microbiota autoctona produciendo su completa inactivacion, siendo
la cepa EFf29 la méas efectiva. En general, la inactivacion sobre Enterobacterias potencialmente
patégenas ocurri6 mas lentamente que lo observado a 30 °C, donde las BAL crecieron
eficientemente. La presencia de CaCl, no modificé significativamente la evolucion de la microbiota
natural, la cual se comport6 de forma similar al control (Tabla 3.13).

De esta manera, los resultados obtenidos, por primera vez en este tipo de matriz con BAL
locales seleccionadas inoculadas nos permitieron concluir que, entre los agentes ensayados,
solamente el uso de las BAL seleccionadas fue efectivo para inhibir e inactivar completamente las
poblaciones microbianas contaminantes de frutillas trozadas durante el almacenamiento a
temperatura abusiva y de refrigeracion. En este Gltimo punto cabe destacar que la refrigeracion no
impidio el crecimiento e incluso la sobrevida de levaduras y bacterias potencialmente patégenas, lo
que representa un gran riesgo para la salud del consumidor y, resalta la importancia de las
investigaciones realizadas y potencial aplicacion de las cepas inoculadas, especialmente EFf29

como agente de biocontrol de frutillas MP.
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Tabla 3.12 Recuento microbiano en diferentes medios de muestras de frutilla trozadas e inoculadas con cepas de L. plantarum e
incubadas a 30 °C durante 21 dias.

Recuento microbiano (log ufc/g) en los siguientes medios durante 21 dias

Mac Conkey

CEPA

Control 5,447 6,174 560"

L. plantarum 6,788 8,378 7,758 nd nd 2,094 ND ND nd nd 1,63~ ND ND nd nd 2,66% ND ND nd nd
N8

L. plantarum 6,858 8,278 7,678 nd nd 2,104 4,718 2,178 nd nd 1,504 ND ND nd nd 2,77 2,608 ND nd nd
EFf18

L. plantarum 6,818 8,118 7,908¢ nd nd 2,11~ ND ND nd 1,63~ ND ND nd nd 2,684 ND ND nd nd
EFf29

CaCl 5,354 7,17 6,20° nd nd 2,128 6,16 5,70¢ nd nd 1,60 6,104 5,298 nd nd 2,704 6,174 4,608 nd nd

ND: No Detectado

nd: No determinado por muestra completamente deteriorada

Los valores corresponden a los promedios de tres experimentos

Valores con diferentes letras como superindice dentro de cada columna son significativamente diferentes de acuerdo al test Tukey (p<0,05)
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Tabla 3.13 Recuento microbiano en diferentes medios de muestras de frutilla trozadas e inoculadas con cepas de L. plantarum e
incubadas a 4 °C durante 21 dias.

Recuento microbiano (log ufc/g) en los siguientes medios durante 21 dias

Mac Conkey

Control

L. plantarum 6,788 7,358 7,458 6,98 6,758 2,098 ND ND ND ND 1,73~ 3,438 ND ND ND | 266" 4,318 ND ND ND

N8
L. plantarum 6,858 7,00¢ 6,85¢ 6,88% 6,778 2,104 ND ND ND ND 1,408 3,10¢ ND ND  ND 2,77 4,58¢ ND ND ND
EFf18
L. plantarum 6,818 7,268 7,498 6,90% 6,908 2,117 ND ND ND ND 1,617 1,60°P ND ND ND | 2,684 1,69° ND ND ND
EFf29
CaClz 5,43 6,07° 5,19P 4,19¢ 3,98¢ 2,127 2,178 3,58 4,448 3,68 1,614 3,908 3,48 ND  ND 2,77 4,108 3,508 ND ND

ND: No Detectado
Los valores corresponden a los promedios de tres experimentos
Valores con diferentes letras como superindice dentro de cada columna son significativamente diferentes de acuerdo al test Tukey (p<0,05)
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La Figura 3.7 A se observan muestras de frutillas frescas recién cortadas en trozos
antes de inocular (tiempo cero) de buen aspecto, color y textura, y tratadas bajo diferentes
condiciones a 21 dias de incubacion a 4 °C. Se destaca la presencia de un moho blanco (tratadas
con CaCl,, Figura 3. 7 B) y hongos filamentosos de color gris cubriendo completamente la
muestra control (Figura 3. 7 C). En las Figuras 3.7 D, E, F se muestran frutillas MP e inoculadas
con BAL. Las mismas conservaron un aspecto aceptable, sin la presencia de hongos
filamentosos en su superficie, la muestra inoculada con la cepa EFf29 muestra el mejor aspecto

lo que se relaciond con su mayor efectividad antimicrobiana.

N .
e ”

Figura 3.7 Fotografias de muestras de frutillas cortadas en trozos, sin inocular a tiempo
cero (A) y a 21 dias de incubacion a 4 °C: tratada con 1,5% CacCl; (B) sin inocular (C), e
inoculadas con L. plantarum EFj18 (D), L. plantarum EFf29 (E), L. plantarum N8 (F).

3.4.3.1.2 Microscopia electrénica de frutillas cortadas en trozos

Se observd mediante microscopia electronica las frutillas cortadas en trozos en diferentes
condiciones de ensayo en muestras frescas sin inocular y a 21 dias de almacenadas a 4 °C.

En la figura 3.8 se observa la microestructura de la frutilla fresca madura sin inocular. La
Figura A corresponde a un corte transversal del fruto donde se aprecian las células epidérmicas y
parenquimaticas internas del tallamo comestible, organizadas de forma isodiamétrica. La Figura B

muestra las células epidérmicas superficiales turgentes, de forma poliédricas, de paredes celulares
223



Capitulo 3

bien definidas en la que se diferencian células especializadas como pelos o tricomas. En la Figura
C, se aprecia la presencia del verdadero fruto llamado aquenio dispuesto regularmente en la

superficie del talamo carnoso y conico.

Figura 3.8 Microfotografias electronicas de muestra fresca de frutillas cortadas en trozos sin inocular a
tiempo cero. Corte transversal de la epidermis y subepidermis (A), Células epidérmicas, tricomas y presencia
del aquenio (B y C).

La Figura 3.9 corresponde a la muestra de frutilla cortada en trozos sin inocular (control) e
incubada a 4 °C a los 21 dias de almacenamiento. En la Figura 3.9 A se aprecia como el tejido
epidérmico superficial del fruto presenta una estructura celular desorganizada con pérdida de la
morfologia y tamafio. Ademas, coincidentemente con los recuentos microbianos descriptos
anteriormente, se observa presencia de células levaduriformes y bacterias en contraste con la Figura
3.8 A correspondiente al fruto fresco maduro por lo que existe una clara diferencia entre la muestra
fresca recién cortada y luego del desarrollo de microorgansimos de deterioro como levaduras que
permanecieron viables hasta los 21 dias de almacenamiento, segin lo descripto anteriormente. En
las Figuras 3.9 B y C se observan levaduras de forma y tamafio variados pertenecientes a la
microbiota autdctona y/o contaminante de la fruta. Asi mismo, muchas de estas células muestran
diferentes estadios de reproduccion asexual mediante brotacion o gemacion y en alguna de ellas se
observan cicatrices consecuentes del proceso de division. En las Figuras 3.9 D y E se aprecia la
superficie del aquenio cubierto totalmente por hifas de hongos fitopatdgenos totalmente
diseminados. En la Figura 3.9 F se observa la presencia de bacterias en plena division celular por
fison binaria. Las Figuras G y H muestran claramente abundantes hifas de hongos contaminantes
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con sus respectivos conidios, coincidentemente con las fotografias tomadas en donde se observa la
muestra completamente cubierta con un hongo grisdceo de aspecto belloso, muy probablemente
Botrytis cinerea (B.cinerea). Esto podria deberse a que las fresas después de la cosecha perecen
rapidamente y los frutos son altamente susceptible a la infeccidon por este hongo fiilamentoso
(Ugolini y col., 2014); este moho gris fitopatdgeno representa una de las principales enfermedades
de las fresas (Fragaria x ananassa) que se producen en el campo y post-cosecha (Droby y Lichter,
2007). La Figura H muestra en mayor escala los conidioéforos y un gran cimulo conidios, indicando
el elevado grado de contaminacion de la muestra. En esta muestra, es interesante destacar que a los
21 dias de incubacién los microorganismos de deterioro (hongos y levaduras principalmente) no
mostraron su integridad celular alterada ni deteriorada, permaneciendo viables después de 3

semanas, lo cual es coincidente con los recuentos en medio YPG-C.
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Figura 3.9 Microfotografias electrénicas correspondiente a muestras de frutillas sin inocular e incubada a 4
°C durante 21 dias. Superficie de frutilla con presencia de células levaduriformes y bacterias (A), Levaduras
en brotacion y bacteria en division (B y C), Aquenio contaminado con hifas y conidios de hongos (D),
Micelio de hongos contaminantes con conidios y levaduras adheridas (F y G), Conidios adheridos a hifas

(H).

La Figura 3.10 corresponde a muestras de frutilla tratadas con CaCl; e incubadas a 4 °C
a 21 dias de almacenamiento, en las cuales se observa el desarrollo de microorganismos de
deterioro principalmente levaduras y hongos filamentosos en coincidencia con lo determinado en
los recuentos celulares, asi como cumulos de cristales cloruro de calcio. Este hecho explicaria la

ausencia de efecto por parte del agente quimico al permanecer insoluble en la matriz alimenticia.
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En la Figura 3.10 A se puede observar la superficie del aquenio cubierto por hifas de hongos
contaminantes. La Figura 3.10 B muestra la presencia de conidiéforos y abundantes conidios del
moho contaminante. Las Figuras 3.10 C, D y E se observan células levaduriformes con
diferentes morfologia y tamafio, algunas de ellas con pequefios brotes y dividiéndose y cimulos
de bacterias, confirmando que el tratamiento con CaCl, no fue efectivo para controlar la
microbiota contaminante de la fruta y por lo tanto no es un método adecuado en las condiciones
de ensayo para la conservacion de alimentos. La resistencia de hongos filamentosos a diversos
tratamientos debe recibir una atencion considerable lo que sugiere la necesidad de emplear
alternativas a estos métodos, particularmente en la agricultura organica donde no se permiten los
tratamientos con fungicidas sintéticos (Fernandez-Ortuno y col., 2013) , En este sentido los

resultados obtenidos son de gran interés. En la Figura 3.10 F se observa depdsito de cristales de

cloruro de calcio.

Figura 3.10 Microfotografias electrénicas correspondiente a muestra de frutilla tratada con CaCl; e incubada a
4 °C durante 21 dias. Superficie del Aquenio cubierto con abundantes hifas (A), Conidiéforos, conidios (B),
abundantes levaduras sobre la superficie del tdlamo (C), Presencia de bacilos y levaduras en proceso de
division sobre superficie del tdlamo (D y E), Cristales de Cloruro de calcio (F)
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La Figura 3.11 corresponde a muestra de frutillas inoculadas con BAL. En las Figuras

3.11 A y B se puede observar la presencia de la cepa inoculada L. plantarum EFf29 sobre las
células epidérmicas del aquenio de las frutillas (quizds debido a la estructura celular rugosa del
mismo), ausencia de flora contaminante autdctona y/o de deterioro, y con una estructura
morfoanatdmica muy similar a la muestra fresca (tiempo cero). La Figura 3.11 C muestra la
microfotografia de células bacterianas con forma bacilar dispuestas de a pares o en cadenas cortas
pertenecientes a la cepa L. plantarum EFf29. La Figura 3.11 D muestra las células poligonales de la
superficie del tAlamo de la frutilla cortada en trozos e inoculado con L. plantarum N8, las cuales
conservan la morfologia, tamafio y estructura celular comparada a la muestra fresca, en oposicién a
la muestra control de 21 dias de almacenamiento, sin inocular, confirmando la efectividad
antimicrobiana de la cepa EFf29 para reducir y/o eliminar microorganismos de deterioro y
conservar la ultraestructura de los tejidos, lo que se relacion6 con la buena apariencia de las
mismas. Las Figuras E y F corresponde a un cumulo de bacilos de la muestra inoculada con la cepa
de L. plantarum N8, algunos de ellos en pleno proceso de divisién celular, estas microfotografias
resultan interesantes ya que pone de manifiesto la capacidad no sélo de adherencia sino de
mantenerse viables incluso a los 21 dias de almacenamiento. La Figura G muestra en un corte
transversal del fruto, los tejidos internos del tdlamo totalmente conservados en tamafio, forma y
estructura celular, sin signos de deterioro comparable con la Figura 3.8 A de la muestra en fresco a
tiempo cero. Las Figuras H e | corresponden a microfotografias de conidios y conidi6foros que
perdieron la integridad celular (desintegradas o en via de desintegracion) por efecto de la BAL
inoculada, en este caso L. plantarum EFf29 las cuales se pueden observar completamente adheridas
a la estructura de la hifa. En este aspecto, Lavermicocca y col. (2000) describieron que el &cido 3-
fenilactico (PLA) producido por algunas BAL esta relacionado con la inhibicion de la germinacion
conidial y la posterior desintegracion de hifas de Penicillium expansum, Penicillium. roqueforti,

Aspergillus flavus, A.niger, Moniliasitophila, y Fusarium graminearum, entre otros.
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durante 21 dias. Frutilla inoculada con L. plantarum EFf29, mayor concentracion de L. plantarum EFf29 sobre
células epidérmicas del aquenio(A, B ), Presencia de L. plantarum EFf29 sobre la superficie del aquenio (C),
Células poligonales de la superficie del tdllamo (D), Células con morfologia bacilar correspondiente a L.
plantarum N8 sobre las células superficiales del tdlamo (E, F), Estructura de tejidos internos del tdlamo
totalmente conservados en un corte transversal del fruto (G), conidios y conidiéforos que perdieron su
integridad celular en presencia de L .plantarum EFf29 (H, I).
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3.4.3.1.3 Determinacion de ° Brix y Firmeza en frutilla cortada fermentada

Los resultados de firmeza y solidos solubles totales (SST) medidos como °Brix en
frutilla cortada en trozos fermentada y almacenada a 4 °C durante 21 dias se muestran en la
Tabla 3.14. Al inicio de la fermentacién, la firmeza tuvo un valor de 7,5 ° Brix de SST y de 108
g (promedio de las 3 determinaciones por puncién) y, a los 7 dias de incubacion, se observé una
disminucién del 100% en el valor de la firmeza en la frutilla control, mientras que en las
muestras inoculadas la disminucion, en general, fue del 36% comparada con el valor inicial.
Respecto a SST en las muestras de frutilla control e inoculadas se detectd una disminucion de 48
y 12,85%, respectivamente; es decir en la frutilla inoculada no se modificaron de manera
significativa los SST, lo que se relaciond con los resultados descriptos anteriormente. A los 14
dias la muestra de frutillas inoculada con EFf29 fue la que presentd la menor reduccién en el
valor de la firmeza (73%), mientras que en el control, la reduccién de la misma fue del 100%.
Similares resultados fueron demostrados por Iglesias y col. (2018) quienes no detectaron
cambios significativos en los valores de SST al final de un proceso de almacenamiento de 9 dias
a 5 °C en muestras de peras frescas cortadas y tratadas con L. rhamnosus GGasi como con
Abadias y col. (2014) quienes estudiaron el efecto de una cepa biopreservante de Pseudomonas
graminis CPA-7 en meldn fresco cortado y almacenado a 5y 10° C. En este sentido, de hecho, la
maduracion de la fruta se caracteriza por el ablandamiento tisular asociado con la degradacion
enzimatica de los compuestos de la pared celular como sustancias quimicas y fibras como
celulosa, hemicelulosa y lignina (Oms-Oliu y col., 2007). Cabe destacar que en cada fruta los
cambios que tienen lugar en la pared celular constituyen un fenémeno particular, debido a que
cada fruto posee diferencias en la composicion de los polimeros que la integran. Por ende, una
bateria enzimatica especifica inciden en la dindmica de ablandamiento de cada fruto, lo que
constituye un problema para la adecuada conservacion de su calidad (Carrasco-Orellana y col.,
2018). Esto podria ser el motivo principal de la mayor pérdida de firmeza en la frutilla, en

comparacion con otras frutas. En nuestro estudio, las cepas inoculadas ayudaron a mantener la
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firmeza de los tejidos (al menos hasta los 7 dias), posiblemente al inhibir actividades enziméticas

involucradas en el proceso como consecuencia de la rapida acidificacién del medio.

Tabla 3.14 Pardmetros de calidad de JMN fermentado con cepas de BAL seleccionadas e
incubado a 4 °C durante 21 dias.

Firmeza (gr) ° Brix

0 L. plantarum N8 105+4,8 7,5%0,40
L. plantarum EFf29 11045,2 7,6+0,38
L. plantarum EFj18 108+5,9 7,6+0,34
Control 11045,6 7,610,33
7 dias L. plantarum N8 70442 6,5+0,35
L. plantarum EFf29 70£3,8 6,8+0,36
L. plantarum EFj18 68+3,7 6,7+0,4
Control 0 4+0,2
14 dias L. plantarum N8 0 4,5+0,18
L. plantarum EFf29 25+1,1 540,24
L. plantarum EFj18 0 4,0+0,18
Control 0 4+0,2
21 dias L. plantarum N8 0 4,4+0,23
L. plantarum EFf29 12+1,2 4,7+0,21
L. plantarum EFj18 0 3,8+0,22
Control 0 0

Los valores representan los promedios de dos experimentos + desviacion estandar

3.4.3.2 Manzanas cortadas en trozos
3.4.3.2.1 Recuentos microbianos en manzanas

La Tabla 3.15 muestra la evolucion de los recuentos microbianos obtenidos durante el
almacenamiento de manzanas cortadas control y almacenada a temperatura abusiva (30 °C). En la
muestra control, los recuentos de BAL y levaduras autoctonas en medios MRS y YPG-C (carga
inicial de 5,85 U log y no detectada) incrementaron hasta valores maximos de 8,39 y 7,39 U log a
los 7 dias respectivamente, luego se mantuvieron constantes hasta 21 mientras que, en SSA 'y Mac
Conkey agar los maximos recuentos se registraron a los 2 dias con incrementos de alrededor 3
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unidades logaritmicas, sin detectarse células viables a 7 y 14 dias respectivamente. En esta
condicion, la presencia de BAL inoculadas inhibi6 el crecimiento microbiano similarmente como se
observé en frutillas trozadas, no detectdndose células viables en ningin tiempo y condicién
ensayada, excepto en medo Mac Conkey inoculado con L. plantarum EFj18 cuya inactivacién
completa ocurrid recién a los 14 dias, de manera que las cepas méas efectivas fueron L. plantarum
N8 y EFf29, lo que estuvo de acuerdo con lo observado en frutillas. Al igual que en frutilla en esta
matriz no se evallo el efecto del inoculo combinado dado que en JMN éste, en general no fue
significativamente mas efectivo q lo determinado para los inoculos individuales. El agregado de
CaCl, en general no tuvo efectos antagénicos significativos sobre la microbiota autéctona
determinada en medios YPG-C y Mac Conkey, aunque si fue mas notorio en medio SSA
produciendo inactivacién total a 7 dias (Tabla 3.15). Asi, las BAL inoculadas inhibieron la
microbiota autdctona bacteriana y levaduriforme contaminante de manzanas trozadas, listas para
consumo, almacenadas a 30 °C, mientras que ellas crecieron alrededor de 2 unidades logaritmicas
en concordancia con lo observado en frutillas trozadas.

En manzana cortada en trozos almacenada a 4 °C los maximos recuentos en MRS e YPG-
C correspondientes a 6,99 y 5,80 log ufc/g se detectaron a 2 dias, mientras que en medios SSA y
Mac Conkey agar no se detectaron células viables y el recuento inicial de 3,92 log ufc/g
permanecio, sin crecer, viable hasta los 14 dias inclusive respectivamente. En presencia de BAL
inoculadas, las cuales no crecieron pero si permanecieron viables durante todo el periodo de
almacenamiento, se observo, en general, una completa inactivacién de la carga microbiana a 2 dias
en medos YPG-C y SSA mientras que en medio Mac Conkey este efecto tuvo lugar a los 14 dias. El
agregado de CaCl,, en general no tuvo efectos antagénicos significativos en los medios YPG-C y

Mac Conkey hasta los 21 dias (Tabla 3.16).
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Tabla 3.15 Recuento microbiano en diferentes medios de muestras de frutilla trozadas e inoculadas con cepas de L. plantarum e incubadas a 4 °C
durante 21 dias

Recuento microbiano (log ufc/g) en los siguientes medios a diferentes tiempo (dias)

Control 5,854 7,54 8,39AD 8,407 7,80%

L.plantarum 6,778 8,408¢ 7,438 7,008 6,128 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3,904 ND ND ND ND
N8

L.plantarum 6,618 8,108 8,00°P 7,50¢ 6,138 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3,904 6,904 3,178 ND ND
EFf18

L.plantarum 6,718 8,50¢ 8,2Ab 7,80¢ 6,208 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3,854 ND ND ND ND
EFf29

CaCl 5,904 6,46° 7,308 7,208¢ 6,208 ND 5,8~ 4,908 3,908 ND ND 2,308 ND ND ND 3,934 3,468 3,238 3,108 ND

ND: No Detectado
Los valores corresponden a los promedios de tres experimentos
Valores con diferentes letras como superindice dentro de cada columna son significativamente diferentes de acuerdo al test Tukey (P < 0,05)
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Tabla 3.16 Recuento microbiano en diferentes medios de muestras de frutilla trozadas e inoculadas con cepas de L. plantarum e incubadas a 4 °C
durante 21 dias

Recuento microbiano (log ufc/ml) en los siguientes medios a diferentes tiempo (dias)

Control 5,85A

L. plantarum 6,80B 6,854C 6,80% 6,824 6,508 ND 5,704 ND ND ND ND ND ND ND ND 3,904 3,178 3,948 1,108 ND
N8

L. plantarum 6,62C 6,588 6,578 6,538 6,258 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3,804 4,17¢ 3,908 ND ND
EFf18

L. plantarum 6,68C 6,708¢ 6,804 6,79~ 6,3584 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 3,86 3,90° 2,50¢ ND ND
Ff29

CaClz 5,88A 5,86° 5,85¢ 5,26° 511¢ ND 6,308 4,908 2,408 ND ND ND ND ND ND 3,874 4,47¢ 4,25° 3,91¢ ND

ND: No Detectado

Los valores corresponden a los promedios de tres experimentos

Valores con diferentes letras como superindice dentro de cada columna son significativamente diferentes de acuerdo al test Tukey
(p<0,05)
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De este modo, las BAL inoculadas, fueron capaces de inactivar rapidamente la microbiota
levaduriforme y acelerar la tasa de muerte de bacterias potencialmente patdgenas determinadas en
medio Mac Conkey, sin embargo no evitaron el amarronamiento de las muestras a diferencia de lo
observado en presencia de cloruro de calcio (Figura 3.12). Sin embargo, en esta condicién se
observo que su textura fue alterada por deshidratacion (Figura 3.12 B) al igual que en la manzana
sin inocular luego de 21 dias (Figura C), aunque en este caso también se aprecia la presencia de un
hongo filamentoso de color negro, muy probablemente perteneciente a Aspergillus sp. Las Figuras
3.12 D, E y F corresponde a las manzana cortadas en trozos e inoculadas con BAL luego de 21 dias
de almacenadas a 30 °C, las cuales no conservaron su color respecto a la muestra sin inocular a
tiempo cero, produciéndose empardecimiento de la fruta como se coment6 anteriormente pero
mantuvieron la firmeza y textura de los tejidos de modo adecuado excepto la muestra inoculada con
la cepa N8. En ningln caso se observé signos visibles de contaminacion microbiana en

concordancia con el analisis microbiol6dgico realizado.

Figura 3.12 Fotografias de muestras de manzanas cortadas en trozos, sin inocular a tiempo cero (A) y a 21
dias de incubacion a 4 °C: tratada con 1,5% CaCl, (B) sin inocular (C), e inoculadas con L. plantarum
EFj18 (D), L. plantarum EFf29 (E), L. plantarum N8 (F).
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3.4.3.2.2 Microscopia electronica de manzanas cortadas en trozos

Se observd, al igual que para las frutillas trozadas, mediante microscopia electronica
muestras de manzanas cortadas en trozos en diferentes condiciones de ensayo (Figuras 3.13). Las
microfotografias obtenidas de las muestras de manzanas frescas, recien cortadas en trozos
pequefios, en corte transversal, muestra una porcion de la parte comestible del fruto (hipanto)
constituido por una capa de células epidérmicas superficiales cutinizadas con abundantes ceras, sin
estomas Y, varias capas de células colenquimaticas subepidérmicas, fuertemente cohesionadas, sin
espacios intercelulares (Figura 3.13 A). Los tejidos mas internos del hipanto muestran células y
espacios intercelulares en un arreglo en forma de red. En las Figuras 3.13 B y C se puede apreciar
células poliédricas redondeadas, bien turgentes, con paredes celulares consistentes. Los espacios
intercelulares se presentan de varias formas y tamafios, siendo irregulares, algunos de ellos

alargados.

Figura 3.13. Microfotografias electronicas correspondiente a muestras de manzana frescas cortadas en trozos
sin inocular a tiempo cero. Corte transversal de epidermis y subepidermis (A), Células del tejido interno del
hipanto (B y C):

En la Figura 3.14 A se aprecia desorganizacion de la estructura y contenido celular de los
tejidos internos del talamo de la manzana sin inocular después de 21 dias de almacenamiento, con
pérdida de morfologia, tamafio y de la disposicion en forma de red celular, lo que se relacion6 con
la pérdida de textura y, firmeza de la muestra (Figura 3.14 A). Asi mismo, se aprecié una
disminucién del nimero y tamafio de los espacios intercelulares, posiblemente debido a la

deshidratacion considerable de los tejidos por el crecimiento de microorganismos contaminantes
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demostrado en el analisis microbioldgico. La actividad de agua (aw) es uno de los factores
ambientales claves que influyen tanto en la tasa de deterioro de frutas por los hongos como en la
produccién de micotoxinas (Magan yAldred, 2007). En la Figura 3.14 B se observan abundantes
hifas de hongo filamentoso, lo que concuerda con el aspecto registrado en las fotografias donde se
aprecia la superficie cubierta con un moho velloso de color negro negro. Se ha reportado especies
de Aspergillus. niger, Aspergillus. carbonarius, Aspergillus. japonicus/aculeatus como
responsables frecuentes de pudriciones a campo y post cosecha en manzanas, peras, duraznos,
citricos, uvas, higos, berries, tomates, melones, etc.) (Perrone y col., 2007). En la Figura 3.14 C se

puede observar células con morfologia bacilar

Figura 3.14. Microfotografia electrénica de manzana cortadas en trozos sin inocular (control) luego de 21
dias de almacenamiento. Tejidos internos del hipanto (A), conjunto de hifas sobre células epidérmicas
superficiales B), células con morfologia bacilar (C)

La Figura 3.15 corresponde a muestras de manzana cortadas e inoculadas con la cepa L.
plantarum EFf29 a 30 °C durante 21 dias de almacenamiento. La Figura 3.15 A muestra un corte
transversal del tejido interno del hipanto, donde se conservan la morfologia, tamafio y estructura
celular comparados con la microestructura de la fruta fresca, se observa claramente la disposicion
en forma de red de las células, sin embargo, se aprecia un ligero engrosamiento de las paredes
celulares y menor nimero de espacios intercelulares. A pesar de ello, la microestructura no se
modifico significativamente, lo que se relaciona con la adecuada textura y apariencia de las

muestras inoculadas comparables a la fruta fresca, recién cortada excepto por el pardeamiento de las
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mismas. Desde el punto de vista microbioldgico en las muestras inoculadas, solamente se aprecia la
presencia de cimulos de bacilos con morfologia celular tipica de las cepas inoculadas, lo que estuvo
de acuerdo con sus efectos antagonicos sobre la microbiota bacteriana, levduriforme y fungica
demostrada en los resultados obtenidos. La figura 3.15 B corresponde a la muestra inoculada con la
cepa L. plantarum EFf29. Se observa que las células bacilares presentan afinidad para localizarse en
las zonas de la laminilla media bien definida y de alta densidad en contacto con las paredes
celulares y en las zonas de contacto triangular de tres o mas células. En la Figura 3.15 C, se
observan células con morfologia bacilar en cadenas cortas pertenecientes a la cepa inoculada de L.

plantarum EFf29 sobre la superficie catonizada de células epidérmicas de las muestras de manzana.

Figura 3.15. Microfotografia electronica correspondiente a manzana inoculada con L. plantarum EFf29
después de 21 dias de almacenamiento a 30 °C. Tejidos internos del hipanto conservados (A), presencia de L.
plantarum EFf29 en la zona de laminilla media en contacto con ambas células (B), Bacilos en cadenas cortas
pertenecientes a la cepa L. plantarum EFf29 sobre la superficie de trozos de manzana.

Los resultados obtenidos en manzanas trozadas, como en frutillas trozadas, listas para
consumo, inoculadas, resultan muy novedosos y con elevado potencial de aplicacion
biotecnoldgica, ya que muestra el potencial efecto biopreservante de BAL seleccionadas contra
bacterias, levaduras y hongos alterantes y potencialmente patdgenos contaminantes de las
matrices en estudio. En este sentido, la microscopia electrénica confirmd los resultados
obtenidos, ademéas de demostrar claramente el efecto antifingico de las cepas inoculas no
estudiado particularmente en este trabajo de Tesis pero que se proyecta investigar dado el

enorme interés que presenta. Se ha reportado que los hongos filamentos y las levaduras son la
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principal causa de deterioro de frutas provocando pérdidas devastadoras de cultivos, de frutas
postcosecha y frescas en todo el mundo, Abbaszadeh y col. (2017) en este sentido investigaron
la capacidad de BAL para inhibir el crecimiento de diversos hongos, incluyendo A. niger y
encontraron elevada actividad antifdngica coincidentemente con nuestros resultados. Chen y
col., 2008 y Lavermicocca y col., 2000 demostraron que Lactobacillus alimentarius,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Ln citreum y L. plantarum produjeron diversos tipos de acidos
durante su crecimiento que fueron capaces de inhibir algunas especies de hongos.
Coincidentemente con nuestros resultados, Ryu y col. (2014) detectaron actividad antifungica de
L. plantarum HD1 y la misma fue significativamente mayor en comparacion con otros
conservantes de alimentos aprobados en elevadas concentraciones. En el presente estudio, cabe
resaltar que las cepas seleccionadas e inoculadas en las matrices alimentarias ensayadas, incluido
JMN resultaron muy efectivas en cuanto a su actividad antimicrobiana, e incluso notablemente
mayor que la del agente quimico ensayado en las frutas MP, que en general se comport6 de
manera similar al control, sin tratar.

La efectividad antimicrobiana de las cepas de L. plantarum seleccionadas en las
matrices vegetales fue en general mayor para las cepas EFf29 y N8, las cuales, ademas de sus
propiedades cinéticas, acidificantes y elevado potencial lactico como fue demostrado en el
Capitulo 2 y luego en el JMN, se destacan por producir sustancias con propiedades
antimicrobianas activas contra bacterias patogenas de naturaleza proteica y perdxido de
hidrogeno respectivamente de acuerdo a lo descripto en el Capitulo 1. En este sentido nos
proponemos profundizar las investigaciones dado el gran potencial que demostraron estas
bacterias como agentes de biocontrol, que ademas le aporten valor agregado al producto final,
manteniendo sus cualidades sensoriales. BAL con compuestos antiflngicos de origen proteico,
asi como compuestos de bajo peso molecular como reuterina, acidos carboxilicos y sus
derivados, &cidos grasos y sus derivados, dipéptidos ciclicos, entre otros han sido reportados
(Wang y col., 2012; Li y col., 2012). Bouroni y col. (2012) ha descripto el efecto inhibitorio de

acidos lactico y acético, producido por Lactobacillus sp. contra microorganismos patégenos y de
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deterioro en matrices alimentarias. Estos acidos organicos débiles son capaces de difundir a
través de la membrana citoplasmatica de células y provocar la acidificacion del citoplasma,
inhibiendo la glucdlisis, debido a la sensibilidad de sus enzimas a bajo pH (Stoyanova y col.,
2012). De este modo, las formas protonadas y disociadas de dichos acidos en el interior de las
células, causan alteraciones en las funciones metabdlicas, como en la sintesis de proteinas e
inhibicién de la sintesis de ATP (Melo y col., 2017). Por otro lado, es interesante resaltar que las
BAL inoculadas fueron capaces de inactivar la microbiota contaminante de las frutas MP aln a
temperatura de refrigeracion, condicion en la que no desarrollaron, aunque si mantuvieron una
elevada sobrevida. Asi, este resultado estd de acuerdo con la produccion de otra sustancias de
naturaleza diferente, ademas de competencia por sustrato y acidez, implicadas en el control de la

microbiota contaminante de jugo y frutas MP.

2.5 CONCLUSIONES PARCIALES

> Se evaluo el comportamiento de tres cepas seleccionadas L. plantarum N8, EFj18 y EFf29
por sus propiedades antimicrobianas, de crecimiento, metabdlicas y tecnoldgicas "in situ”,
empleando tres matrices alimentarias:

« Jugo mixto fresco de manzana y naranja, cuya composicion, 2 partes de manzana, 1
parte de naranja fue ensayada Yy seleccionada por sus atributos sensoriales (olor,
aspecto y sabor) por un panel de catadores no entrenados (JMN, 2:1).

» Frutas cortadas en trozos (MP), listas para consumo que formaron parte de las
muestras de ensaladas de frutas empleadas en los ensayos de aislamiento de BAL.
Especificamente, manzanas MP la cual fue seleccionada por la gran aceptacién por
parte del consumidor y frutilla, la cual ademés de su amplio consumo es un cultivo

de gran importancia en la provincia.
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Los ensayos en JMN, 2:1 a 30 y 4 °C demostraron:

A 30 °C, se manifestd un significativo incremento de la poblacidn autéctona constituida por
BAL, levaduras y bacterias potencialmente patdgenas en 48 h de incubacion, las cuales
permanecieron viables hasta 14 dias.

En esta condicidn, la inoculacion de las cepas seleccionadas inhibid el crecimiento de la
microbiota bacteriana y levaduriforme autoctona, produciendo su completa inactivacion en
7 dias, excepto para la poblacion levaduriforme, lo cual fue acompafiada por una rapida
acidificacion del medio.

Los cambios producidos en los perfiles de utilizacion de azlcares y &cidos organicos y
metobolitos producidos confirmaron el efecto inhibitorio sobre la microbiota lactica
autéctona. Las BAL inoculadas consumieron mayores cantidades de azUcares,
completamente los acidos organicos y produjeron elevados niveles de acido lactico en
relacion con su metabolismo homofermentativo de glucosa, mientras que la microbiota
lactica autdctona predominante seria heterofermentativa obligada.

La actividad antagdnica de las BAL inoculadas también fue observada a 4 °C. A esta
temperatura la microbiota autoctona levaduriforme y de cepas potencialmente patdgenas
fue capaz de crecer y sobrevivir a elevadas densidades en JMN sin inocular, lo que
representa un riesgo para la salud. Por lo tanto el efecto antimicrobiano de las cepas
inoculadas indica la necesidad de aplicar en forma combinada ambos parametros para
asegura la calidad sanitaria de jugos naturales conservados a temperatura de refrigeracion.
A 4°C no se produjeron cambios significativos en el pH y la disminucién de los sustratos
residuales fue menor que a 30 °C, lo que se relacion6 con la ausencia de crecimiento
microbiano y sobrevida de las BAL inoculadas. Sin embargo las cepas inoculadas,
especialmente N8 y EFf29 manifestaron un marcado efecto inhibitorio lo que se
relacionaria con sus capacidades para producir otra sustancia, ademas de acidos organicos,

tales como perdxido de hidrogeno y de naturaleza proteica.
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En general los compuestos fendlicos totales, las actividades antioxidantes y el contenido de
vitamina C mostraron un ligero incremento en dos dias en los jugos fermentados a 30 °C,
indicando que las BAL tuvieron un efecto positivo, aunque no fue muy marcado. A 4°C no
se observaron diferencias significativas respecto al control.

El analisis sensorial demostré que los jugos fermentados con cepas individuales y
almacenados a 4 °C obtuvieron puntajes significativamente mas elevados para los atributos
analizados, comparado con el control. El jugo mejor aceptado fué el inoculado con L.
plantarum EFf29, la cual, a su vez, presentd la mayor efectividad antimicrobiana. A 30 °C,
los JMN con mejor aceptabilidad fueron los inoculados con L. plantarum EFf29 y la
combinacion de las tres cepas de BAL.

El in6culo combinado de las tres cepas en JMN mostré una tendencia similar a los jugos
inoculados individualmente, especialmente en presencia de EFF29 y N8.

El cloruro de calcio en general se comport6 en forma similar al control.

En frutas MP, listas para consumo:

En frutillas MP, se detect6 crecimiento microbiano en los medios de prueba similarmente
como en JMN a 30 °C, lo que confirma la necesidad de aplicar un método de conservacién.
La inoculacion de las frutillas MP con L. plantarum N8, EFf29 o EFj18 inhibi6 el
crecimiento de la poblacion autoctona levaduriforme y bacteriana produciendo su completa
inactivacion a dos dias de incubacién, excepto EFj18 que lo hizo méas lentamente sobre la
poblacion levaduriforme (7 dias).

A 4 °C, también se observé un marcado efecto antagénico sobre la microbiota
levaduriforme y de cepas potencialmente patdgenas, capaces de crecer y/o sobrevivir en la
matriz sin tratar, especialmente en presencia de L. plantarum N8y EFf29. La microscopia
electrénica confirmé el efecto inhibitorio sobre bacterias y levaduras asi como la actividad

antifungica de las cepas seleccionadas.
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Las matrices inoculadas conservaron una apariencia y textura adecuada, similar a las frutas
frescas recién procesadas a diferencia del control sin tratar.

El CaCl,, fue menos efectivo que las cepas inoculadas, comportandose en la matriz de
manera similar al control.

En manzanas MP, se observaron resultados similares a los de frutillas MP. De este modo la
inoculacion con las tres BAL impidié el crecimiento de la microbiota natural, manteniendo
la textura y ultraestructura de los tejidos como lo confirmd la microscopia electronica.
Ademas mediante la microscopia electrénica se observé un marcado efecto antiflingico en
las matrices ensayadas.

De este modo, los resultados novedosos y con gran potencial de aplicacion demostraron la
capacidad de las cepas seleccionadas, especialmente L plantarum N8 y EFf29 para
controlar la microbiota autdctona, manteniendo e incluso mejorando ciertos atributos
nutricionales y organolépticos tanto a temperatura abusiva y de refrigeracion.

Cabe destacar que en manzana MP, aun cuando la fruta se conservé microbiolégicamente,
asi como la ultraestructura de sus tejidos, la inoculacion con las BAL no pudo evitar el
pardeamiento enziméatico o quimico de la fruta a diferencia del CaCl,. En frutillas se
obtuvieron excelentes resultados en cuanto a su apariencia, textura y control microbiolégico
y por lo tanto proponemos continuar las investigaciones en dicha matriz alimenticia de gran

importancia regional.
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» Aislamiento e identificacidn de la microbiota de hortalizas y frutas MP, listas para consumo:

» La carga microbiana de ensalada de frutas (EF) fue superior a la de ensalada de hortalizas
(EH), independientemente del origen de la muestra. En EF las BAL fueron predominantes,
mientras que en EH las levaduras, aun cuando se aislaron BAL en proporcion alrededor de 1
ciclo log menor.

» En ambas matrices alimentarias, se obtuvieron recuentos positivos en medios solidos PCA 'y
Mac Conkey de microorganismos potencialmente alterantes y patdgenos. Este resultado resalta
la importancia de caracterizar BAL autdctonas de frutas y hortalizas frescas o MP para su
potencial aplicacion como agentes de biocontrol de dichos alimentos.

« La caracterizacién fenotipica de 81 aislados de EF y EH de elaboracion local demostré, por
primera vez, la presencia de cuatro géneros comunes de BAL con aptitud para crecer
eficientemente en medios acido; siendo Lactobacillus y Leuconostoc predominantes en cada

una de ellas, respectivamente.

» Actividad antimicrobiana de los aislados caracterizados en esta Tesis Doctoral y de las cepas
de frutas y hortalizas frescas no procesadas frente a cepas indicadoras (S. Typhimurium, E.
faecalis, L. monocytogenes y dos cepas de E. coli), cuyas especies han sido asociadas a

intoxicaciones alimentarias:

« Casi la mitad de las BAL evaluadas presentaron actividad antagénica fuerte al menos frente
a tres de las cinco bacterias indicadoras ensayadas, lo que represent6 un total de 48 cepas.
» En orden decreciente las BAL de hortalizas, frutas o EF y finalmente de EH presentaron

mayor grado de efectividad antimicrobiana.
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» Las actividades antimicrobianas estuvieron relacionadas principalmente a acidez y, en menor
medida a produccién de perdxido de hidrogeno (cepas L. plantarum N4, N8 y JNB25 aisladas
de naranjas), o de una sustancia de naturaleza proteica inhibida por tripsina (L. plantarum
EFf29 y EFj47 aisladas de EF, L. plantarum SB2, SB5 y JP11 aisladas de berenjenas y
pimientos respectivamente). Sin embargo, en algunas bacterias la naturaleza antimicrobiana no
pudo ser completamente establecida.

+ Se destaca la produccion de perdxido de hidrogeno por las tres aisladas de naranja, indicando
que ésta es una propiedad bastante comun en bacterias provenientes del citado nicho ecoldgico.
* En base a los resulfitados obtenidos se realiz6 una segunda seleccién de cepas (19), 11 de
frutas o EF y 8 de hortalizas o EH para evaluar el modo de accion antimicrobiano en SLC.
 EI modo de accién de las 19 cepas seleccionadas por sus propiedades antagénicas fue, en
general bactericida en forma total o parcial, siendo este efecto mas pronunciado en las 11 cepas
de frutas/EF, lo que les da un valor adicional para su potencial aplicacion como agentes de
biocontrol en matrices alimenticias. Por lo tanto, este grupo de 11 bacterias de se seleccion6

para continuar con las investigaciones propuestas,

» Crecimiento bacteriano en diferentes condiciones de cultivo, capacidad acidificante y

actividades metabdlicas de cepas seleccionadas:

» En medios de laboratorio y natural, MRS y jugo multifruta pasteurizado y clarificado de
origen comercial (JMC), en general, las bacterias seleccionadas crecieron adecuadamente y
mostraron buena capacidad acidificante, la cual fue mayor en medio de laboratorio, pH 6,5.
Sin embargo, se produjeron diferencias significativas dependiendo de la cepa, presentando las
cepas de L. planatarum y especialmente EFf29, N8, INB25, EFJ18, EFj47 y EFj24, las mejores
respuestas en término de velocidades de crecimiento y, capacidad acidificante..

« En medio MRS, toda slas cepas ensayadas formaron &cido lactico a partir de glucosa, sin
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embargo, Ln ssp. EFf6 present6 el menor rendimiento, ademas, de formacion de acido acético
y etanol lo que se relacion6 con su metabolismo heterofementativo obligado. Contrariamente
las cepas de L. plantarum principalmente produjeron acido lactico con rendimientos superiores
a 1,0 mmol:mmol, especialmente las cepas destacadas anteriormente lo que se relacioné con
sus notables efictos antimicrobianos.

« Estudios de inactivacion de S. Typhimurium y L. monocytogenes en JMC inoculados con las
seis cepas de L. planatrum, N8, JNB25, EFJ18, EFj24, EFj47 y EFf29 a 30 C confirmaron su
accion antimicrobiana en una matriz alimenticia, especialmente cuando ésta fue neutralizada,
condicion en que las BAL inoculadas, inhibieron tanto sus crecimientos asi como
incrementaron su tasa de inactivacion, sin detectarse células de S. Typhimurium en 48 horas
de incubacion.

« De este modo, los resultados obtendios “in vitro™ se correlacionaron con los observados en el
medio natural.

 La presencia de una mezcla de compuestos fendlicos puros, naturalmente presentes en
vegetales, no afect6 e incluso mejoro el crecimiento bacteriano, sugiriendo que los mismos
fueron utilizados por las BAL en estudio, especialmente la cepa EFj47. Esta propiedad podria
favorecer la formacion de nuevos metabolitos con propiedades funcionales mejoradas. Por otro
lado, dichos compuestos podrian ser usados como fuente adicional de carbono y energia.

« En base a los resultados obtenidos se seleccionaron las cepas L. plantarum N4, N8, JNB25,
EFj18, EFj24, EFj47.para continuar las investigaciones.

* Las cepas de EF aisladas en esta Tesis Doctoral se identificaron a nivel molecular, mediante
PCR especifica de especie y la secuenciacion de ADNr 16S. Los resultados confirmaron la

identificacion fenotipica. Se evaluaron, entonces sus propiedades tecnolégicas y nutricionales.

» Propiedades tecnoldgicas y nutricionales de cepas seleccionadas de L. plantarum:
« En general no presentaron resistencia a los antibiéticos ensayados, excepto amoxicilina,
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siendo N8 la més susceptible a amoxicilina. Esto es beneficioso para su uso en alimentos.

» No mostraron capacidad para producir las aminas biégenas putrescina, tiramina, cadaverina
e histamina en medio minimo decarboxilasa a partir de sus respectivos aminoécidos
precursores, las cuales pueden ser toxicas para el consumidor.

« Catabolizaron arginina, lo que alcalinizé el medio, posiblemente a través del sistema ADI.
Esta propiedad les ofreceria una ventaja competitiva a las células para crecer en medios &cidos
debido a la produccion de amonio y energia adicional en forma de ATP.

* En general, presentaron elevados porcentajes de hidrofobicidad, excepto L. plantarum N8, lo
que influiria en su capacidad de adhesion.

« Las cepas ensayadas fueron capaces de inhibir moderadamente la formacion de biofilm de L.
monocytogenes y S. Typhimurium, lo que favoreceria su actividad antimicrobiana frente a
patégenos.

« Sin embargo, presentaron capacidad moderada o débil para formar biofilm, siendo esta
propiedad destacada en orden decreciente en L. plantarum EFj18, EFj24 o EFf29 y EFj47, N8
0 JNB25 en las condiciones de ensayo.

* Todas las cepas desarrollaron eficientemente en el medio quimicamente definido para L.
planatrum, LPMS. En general, presentaron bajo requerimientos en vitaminas. Solamente
pantotenato de calcio y niacina fueron esenciales para EFj24, EFj47 y JNB25, siendo EFj24
las méas exigente. Contrariamente las cepas L. plantarum N8, EFj18 y EFf29 no presentaron
auxotrofia, siendo las vitaminas (NE) y en menor nimero (S) para su crecimiento. Esta
propiedad favoreceria su uso en las matrices alimenticias, al otorgarle una ventaja competitiva
frente a microorganismos mas exigentes nutricionalmente. Ademas, se relacionaria con una
mayor capacidad biosintética, lo que podria influir positivamente en la composicion nutricional
del alimento biopreservado.

« El analisis mediante el programa Permutmatrix, dividié a las cepas en dos grupos: (A) que
mostraron, en general, las mejores propiedades ensayadas, y dentro de éste el subgrupo C, el
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cual resulto ser el mas interesante, constituido por L. plantarum N8, EFj18, EFj47 y EFf29.

+ Se aisld y caracterizd fenotipica y genotipicamente Enterobacter cloacae, considerado un
patdgeno oportunista, de EF de elaboracion local para ampliar los estudios de actividad
antimicrobiana. Los ensayos, mediante el método de difusién en agar, permitieron corroborar
el potencial de las cepas N8, EFf29 y EFj18 para inhibir microorganismos patogenos aislados
del mismo nicho ecolégico, 0 muy relacionado, al de las BAL en estudio.

» Las cepas L. plantarum N8, EFj18 y EFf29 resultaron las méas cepas atractivas para ser usadas
como cultivos iniciadores para la preservacion de frutas y productos derivados listos para

consumo. Por lo tanto, fueron seleccionadas para ensayos en matrices alimenticias.

» Comportamiento de L. plantarum N8, EFj18 y EFf29 "in situ” empleando las siguientes
matrices alimentarias:
1- Jugo mixto fresco de manzana y naranja, 2:1 seleccionado por sus atributara sensoriales
(olor, aspecto y sabor) en esta Tesis Doctoral (JMN, 2:1).
2- Frutas cortadas en trozos (MP), listas para consumo, que formaron parte de las muestras de
EF empleadas en los ensayos de aislamiento de BAL.
Especificamente, manzanas MP la cual fue seleccionada por su gran popularidad vy
aceptabilidad y frutilla que, ademas, de su amplio consumo es un cultivo de gran importancia
en la provincia.
1- IMN (2:1)
* A 30 °C, se detectd en diferentes medios de ensayo, el crecimiento y sobrevida de
microorganismos autéctonos incluyendo BAL, levaduras y bacterias potencialmente patdgenas
durante los 14 dias de ensayo.
« En esta condicion, la inoculacion de las cepas seleccionadas no solo inhibio el crecimiento
de la microbiota bacteriana y levaduriforme autdctona, sino que, ademas, produjo su completa
inactivacion de la microbiota bacteriana y levaduriforme a 7 y 14 dias respectivamente, excepto
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EFj18 sobre las levaduras que las inactivo mas lentamente (alrededor de 2 ciclos log en 14
dias). La actividad antimicrobiana fue acompafiada por rapida acidificacion del medio,
especialmente para EFf29 y N8.

» Los cambios producidos en los perfiles de utilizacion de azucares y acidos organicos y
metabolitos producidos confirmaron el efecto inhibitorio por parte de las BAL

« La actividad antagonica de las BAL inoculadas se observo también a 4 °C. En esta condicion.
la microbiota autdctona levaduriforme y bacteriana, incluida cepas potencialmente patégenas
fueron capaces de crecer y sobrevivir a elevadas densidades hasta 7 y 14 dias respectivamente,
lo que representa un riesgo para la salud. Por lo tanto, es evidente la necesidad de aplicar las
BAL para asegurar la calidad sanitaria de jugos naturales conservados a temperatura de
refrigeracion.

* A 4 °C, en los jugos inoculados no se produjeron cambios significativos en el pH y los
sustratos fueron ligeramente consumidos lo que se relaciono con la ausencia de crecimiento
microbiano y sobrevida de las BAL inoculadas. Esto sugiere que otra sustancia, ademas de la
produccion de acidos y competencia por sustratos, estarian involucradas en la actividad
antimicrobiana tales como peréxido de hidrégeno v tipo bacteriocina en las cepas N8 y EFf29,
respectivamente.

« En general, los compuestos fendlicos totales, las actividades antioxidantes y el contenido de
vitamina C mostraron un ligero incremento en dos dias en los jugos fermentados a 30 °C,
indicando que las BAL tuvieron un efecto positivo, aunque no fue muy marcado. A 4 °C no se
observaron diferencias significativas respecto al control.

« El analisis sensorial demostré que los jugos fermentados con cepas individuales y
almacenados a 4 °C obtuvieron puntajes significativamente mas elevado, comparado con el
control y los jugos incubados a 30 °C. El jugo inoculado con L. plantarum EFf29 fue el méas

aceptado.
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* En jugos fermentados se mantuvieron menores pérdidas de firmeza y grados Brix a 7 dias
comparado con el control sin tratar.

« El in6culo combinado de las tres cepas, en general, mostré una tendencia similar a los jugos
inoculados individualmente especialmente con las cepas EFF29 y N8.

« La adicion de cloruro de calcio en general, no fue efectiva.

2- Frutas MP, listas para consumo:
« En frutillas MP, se detect6 crecimiento microbiano, en los medios de pruebas, similarmente
como en JMN a 30 °C, lo que confirma la necesidad de aplicar un método de conservacién.
« La inoculacion de las frutillas MP con L. plantarum N8, EFf29 o EFj18 inhibi¢ totalmente el
desarrollo de levaduras y bacterias, inactivandolas completamente a dos dias- La EFj18 lo hizo
mas lentamente sobre la poblacion levaduriforme (7 dias de almacenamiento).
* A 4 °C, también se observd un marcado efecto antagdénico sobre la microbiota natural
levaduriforme y bacteriana incluidas BAL y cepas potencialmente patdgenas, las cuales fueron
capaces de crecer y/o sobrevivir en la matriz sin inocular. El efecto fue més pronunciado para
N8y EFf29.
« La microscopia electronica confirmé el efecto inhibitorio sobre bacterias y levaduras asi
como una notable actividad antifingica de las cepas seleccionadas.
« Al final del almacenamiento, las matrices inoculadas conservaron una apariencia y textura
adecuada, similar a las frutas frescas recién procesadas, a diferencia del control sin tratar que
se encontraba totalmente deteriorado.
« El cloruro de calcio, como ocurrié en JMN, fue menos efectivo.
» En manzanas MP, se observaron resultados similares a los de frutillas trozadas. De este modo
la inoculacion con las tres BAL impidi6 el crecimiento de la microbiota natural, manteniendo
la textura y ultraestructura de los tejidos como lo confirmo la microscopia electronica. En esta

condicion también se observo un marcado efecto antiflngico, tanto a 4 como 30 °C.
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» De este modo, los resultados obtenidos, novedosos y con gran potencial de aplicacién demostraron
la capacidad de las cepas seleccionadas, especialmente N8 y EFf29 para controlar las microbiota
autoctona contaminante de jugos y frutas MP. Al mismo tiempo permitié mantener e incluso mejorar

atributos nutricionales y organolépticos, tanto a temperatura abusiva y de refrigeracion.

» En frutillas trozadas listas para consumo, se obtuvieron excelentes resultados en cuanto a su
apariencia, textura y control microbioldgico, especialmente a 4 °C, por lo tanto, nos proponemos
continuar las investigaciones en dicha matriz alimenticia de gran importancia en la provincia de

Tucuman.

Las investigaciones propuestas en esta Tesis Doctoral permitieron ampliar los
conocimientos sobre la ecologia bacteriana de vegetales MP, en particular ensaladas de frutas
y de hortalizas de elaboracién local, hasta ahora no descripta. Al mismo tiempo, profundizar
los conocimientos a nivel bioquimico de BAL autdctonas en relacién con sus propiedades
antimicrobianas en ensayos “in vitro” e “in situ”, y la mejora de la seguridad de jugos y frutas

MP, asi como la seleccién de cepas para su potencial aplicacion biotecnoldgica.

De los resultados obtenidos, se propone seleccionar tres cepas de L. plantarum cuyas
propiedades antimicrobianas, tecnolégicas y metabdlicas fueron, por primera vez, probadas en
tres matrices alimentarias derivadas de frutas, lo que garantiza su potencial aplicacion

tecnoldgica para la obtencion de jugos y frutas MP de calidad y 6ptima seguridad.

En particular, se destacan las cepas L. plantarum EFf29 y N8 para ser aplicadas en la
conservacion de frutillas cortadas listas para consumo, de gran interés regional, lo que

representa un aporte valioso tanto para el sector productivo como la salud del consumidor.
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» Profundizar y ampliar estudio sobre los mecanismos de accién antimicrobiana de las cepas
seleccionadas, especialmente EFf29 en relacion con la caracterizacion y purificacion de una sustancia

tipo bacteriocina.

» Aislar e identificar los hongos filamentosos contaminantes de frutillas frescas y MP. Determinar
los mecanismos de accion de las cepas seleccionadas, especialmente N8 y EFf29 involucrados en la

actividad antimicrobiana-

» Profundizar los estudios sobre las potenciales propiedades probidticas de las cepas seleccionadas,
especialmente EFf29 y N8 para su aplicacion en frutillas MP y JMN como vehiculos de

microorganismos beneficiosos para la salud del consumidor.

» Realizar estudios a nivel andlisis sensorial de las matrices frutales fermentadas con panel

entrenado.

» Tipificar las cepas seleccionadas a fin de establecer marcadores especificos para ensayos de

dindmico poblacional y su rapida deteccion en matrices alimenticias.
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