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RESUMEN



Una de las técnicas actuales para la conservacion de alimentos es la utilizacion de
productos naturales como las bacteriocinas. La enterocina AS-48 es un péptido
antimicrobiano de amplio espectro producida por Enterococcus faecalis subsp.
liquefaciens S-48. Su actividad antimicrobiana ha sido muy estudiada tanto en cultivos
liguidos como en alimentos. Estudios previos indican que la eficacia de esta
bacteriocina puede variar significativamente sobre el tipo de alimento, las condiciones
del tratamiento y las bacterias diana, por lo que esta tesis se ha centrado en el estudio de
la aplicacion de la enterocina AS-48 en combinacion con otras técnicas como
recubrimientos, alta presion hidrostatica o antimicrobianos, frente a bacterias patégenas
como Listeria, Staphylococcus o Salmonella en diferentes alimentos.

Una de las posibles estrategias para aplicar las bacteriocinas es mediante
incorporacion en recubrimientos comestibles. El objetivo del primer estudio fue evaluar
el efecto de la enterocina AS-48 incorporada en diferentes soluciones de recubrimiento
frente a un coctel de cinco cepas de Listeria monocytogenes previamente inoculadas
sobre trozos de manzana. Se prepararon soluciones de recubrimiento con quitosano,
caseinato, alginato, carragenato potasico, goma de xantana, pectina, almidén,
carboximetil celulosa o metilcelulosa. Los recubrimientos se aplicaron individualmente
0 combinados con la enterocina AS-48 a concentraciones de 20 o 40 pg/ml. Las
muestras se almacenaron a 4°C durante 7 dias. La aplicacion de los recubrimientos solos
no tuvo casi efecto (como es el caso del alginato y metilcelulosa) o mostré un efecto
bajo sobre la viabilidad de las listerias (con descensos en los recuentos inferiores a 2.0
unidades logaritmicas), con la excepcion del recubrimiento de quitosano que mostrd una
fuerte actividad frente a Listeria (con la reduccién de 3,7 unidades logaritmicas en el
séptimo dia de almacenamiento). Los recubrimientos combinados con la enterocina AS-
48 a una concentracion de 20 pg/ml redujeron gradualmente los recuentos de Listeria
durante el almacenamiento en la mayoria de los casos, logrando reducciones
significativas (p<0,05) de 1,0 a 1,9 logaritmos después de 7 dias con el carragenato, la
goma xantana, la pectina, la carboximetil celulosa y la metilcelulosa. Adicionando una
concentracion de 40 pg/ml de enterocina AS-48 se observo una reduccion significativa
de los recuentos viables (p< 0,05) con la mayoria de los revestimientos (entre 1,4y 3,3

unidades, dependiendo del recubrimiento) en comparacion con los recubrimientos sin



bacteriocina (excepto para el quitosano). Posteriormente se ensayaron los
recubrimientos de quitosano, pectina, carboximetil celulosa y goma Xxantana,
combinados o0 no con 40 pg/ml de AS-48, y con soluciones de EDTA 20 mM o con
lactato sodico al 2,0%. Con la adicion de lactato sddico se observaron los mejores
resultados al séptimo dia, donde se redujeron significativamente los recuentos viables
(p< 0,05) de 1,1 a 2,2 unidades logaritmicas en comparacion con los recubrimientos
solos (excepto para el quitosano), mientras que la combinacién de lactato sédico y AS-
48 redujeron los recuentos viables por debajo de los niveles de deteccion también en el
dia 7 para todos los recubrimientos. La combinacion de EDTA y AS-48 fue la mas
eficaz, reduciendo los recuentos de Listeria por debajo de los niveles de deteccion desde
el dia 1 para la mayoria de los recubrimientos ensayados. La combinacién de EDTA y
AS-48 fue también la mas efectiva a tiempo 0, ya que inmediatamente después del
tratamiento se observaron reducciones en los recuentos de células viables entre 2,0y 2,7
log, dependiendo del tipo de recubrimiento. Estos resultados demuestran la efectividad
de los recubrimientos comestibles con enterocina AS-48 y EDTA para la inactivacion
de L. monocytogenes en superficie de manzana cortada. Dado que los recubrimientos
comestibles son muy utilizados en las superficies de las frutas, los recubrimientos
activados con enterocina AS-48 y EDTA se podrian aplicar en trozos de manzana recién

cortados para evitar la contaminacion con L. monocytogenes.

El perejil es una planta herbacea que se encuentra facilmente en muchos huertos
y jardines, e incluso en los margenes de muros y caminos, y que destaca por ser el
ingrediente principal en muchas partes del mundo por sus cualidades aromaticas, de ahi
que sea muy usado como condimento, o picado como ingrediente o guarnicion para
muchos platos. Sin embargo, el perejil puede estar implicado en la transmision de
bacterias patdgenas a través de los alimentos. El objetivo este trabajo fue determinar el
efecto de dos tratamientos diferentes (un recubrimiento con una solucion de pectina-
EDTA que contenia la enterocina AS-48 y un tratamiento con alta presion hidrostéatica
(APH) a 600 MPa durante 8 min) sobre el perejil picado y almacenado en bandejas a
5°C durante 10 dias. Ambos tratamientos redujeron los recuentos de células viables en
3,7 unidades logaritmicas y retrasaron el crecimiento de estas durante el
almacenamiento. En este estudio aplicamos tecnologia de secuenciacion masiva de
ADN para determinar la biodiversidad bacteriana del perejil sometido o no a diferentes
tratamientos y almacenado en refrigeracion. Al estudiar la biodiversidad bacteriana del
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perejil picado se observé que estaba representada principalmente por Proteobacteria
(96,87%) pertenecientes a los géneros Pseudomonas (69,12%), Rheinheimera (8,56%) y
Pantoea (6,91%) entre otros. Durante el almacenamiento, la presencia relativa de
Bacteroidetes (representada principalmente por Flavobacterium y Sphingobacterium)
aumento al 26,66%. La aplicacion del recubrimiento con pectina, bacteriocinay EDTA
redujo la abundancia relativa de Proteobacteria al 63,75% y aumento la de Firmicutes
al 34,70%. Sin embargo, el porcentaje de ciertos grupos como Salmonella, Shigella y
Acinetobacter aumento en los primeros dias de almacenaje. El almacenamiento a largo
plazo se caracteriz6 por un aumento de Proteobacteria, principalmente Pseudomonas.
El tratamiento con APH redujo la abundancia relativa de Proteobacteria (85,88%) y
aument6 la de Actinobacteria (8,01%), pero también indujo cambios complejos en la
microbiota superviviente dependiendo del tiempo de almacenamiento, produciéndose un
aumento de Firmicutes. Con respecto a la abundancia relativa de las secuencias
correspondientes a bacterias potencialmente patdgenas como Shigella, sélo aumentaron
al final del periodo de almacenamiento en las muestras tratadas con APH. Los
resultados del presente estudio muestran cémo dos tratamientos diferentes con los que
se obtienen reducciones en los recuentos de células viables tienen un impacto diferente

sobre la biodiversidad bacteriana del perejil picado.

La presencia de Staphylococcus aureus toxicogénico en los alimentos y la
diseminacion de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) en la cadena alimentaria son
otro motivo de preocupacion actual. En este trabajo se ensayd la actividad de la
enterocina AS-48, sola o combinada con compuestos fendlicos (carvacrol, eugenol,
geraniol y citral) o con 2-nitro-1-propanol (2NPOH), en el control de un coctel
compuesto por una cepa sensible a la meticilina y una cepa resistente (SARM)
inoculadas en bebida de avena comercial y en una bebida de soja. La enterocina AS-48
sola mostrd una baja actividad bactericida frente a los estafilococos en las bebidas
ensayadas. Las combinaciones de concentraciones subinhibitorias de enterocina AS-48
(25 pg/ml) y compuestos fendlicos o 2NPOH provocaron la inactivacion completa de
los estafilococos en las bebidas a las 24 h de incubacion a 22°C. Cuando se ensay6 en
bebidas de avena y soja almacenadas durante 7 dias a 10°C, la enterocina AS-48 (25
ug/ml) combinada con 2NPOH (5,5 mM) provocd una reduccion répida de los
recuentos viables en el caso de la bebida de avena y una reduccién mas lenta en la

bebida de soja (3,8 log después de 3 dias). Al ensayar el mismo tratamiento combinado
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aplicado a las bebidas almacenadas a 22°C, se observd una rapida inactivacion de los
estafilococos entre las 12 y 24 h en ambas bebidas, y no se detectaron estafilococos
viables en los 7 dias de almacenamiento. Los resultados del estudio destacan el
potencial de la enterocina AS-48 combinada con 2NPOH para la inactivacion de
estafilococos.

La polimixina B es un péptido antimicrobiano que ha despertado recientemente
el interés de la comunidad cientifica en el control de microorganismos patégenos en
diferentes contextos. En este estudio pretendimos estudiar la accién conjunta de la
polimixina B y la enterocina AS-48 frente a Salmonella enterica en estado plancténico
0 en estado sésil, y determinar si esta combinacion podria potenciar la accion de los
biocidas de cara a su posible aplicacién en procesos de desinfeccion. La enterocina AS-
48 fue ensayada frente a células planctonicas de S. enterica UJ3197 combinada con
polimixina B y/o diferentes biocidas. Al combinar la enterocina AS-48 a 50 mg/l o 100
mg/l con 2 mg/l de polimixina B, se observo la inhibicion casi completa del crecimiento
de S. enterica UJ3197 a las 24 h de incubacion. Al combinar 2 mg/l de polimixina B
con los biocidas no aumento significativamente el efecto inhibidor frente a UJ3197,
excepto en el caso de la adicion de cetrimida a 25 mg/l. La combinacion de polimixina
B (2 mg/l) y enterocina AS-48 (25 mg/l) si inhibid significativamente el crecimiento de
la cepa UJ3197 al combinarlo con 2,5 6 25 mg/l de cetrimida, 25 mg/l de cloruro de
hexadecilpiridinio, 500 mg/l clorhexidina, y también con hidrocloruro de poli
hexametilen guanidinio a 0,16 6 1,6 mg/l. Por otro lado, los biofilms formados por
cuatro cepas de Salmonella (S62, S64, UJ3197, UJ3198) sobre placas de microtitulacion
de poliestireno se trataron con los biocidas solos o combinados con la polimixina B (2
mg/l), enterocina AS-48 (25 ¢ 50 mg/l) o ambos. Las células sésiles de Salmonella
mostraron una mayor tolerancia a todos los biocidas ensayados en comparacién con las
celulas planctonicas. A la concentracion ensayada, la polimixina B no aumentd la
actividad bactericida de ninguno de los biocidas en las células sésiles de Salmonella. La
enterocina AS-48 mejord la actividad de la mayoria de los biocidas, pero solo para
algunas de las cepas y s6lo a la concentracion mayor de bacteriocina ensayada. La
mezcla de enterocina AS-48 y polimixina B inactivo las células sésiles de Salmonellas
al combinarla con los biocidas, aunque el grado de inactivacion era altamente
dependiente de la cepa y del biocida. Las combinaciones de polimixina B (2 mg/l) y
enterocina AS-48 (50 mg/l) con los biocidas cloruro de benzalconio, cetrimida,
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triclosan, hexaclorofeno, clorhexidina, hidrocloruro de poli hexametilen guanidinio y P3
oxonia, mejoraron significativamente (p <0,05) la inactivacion de todas las cepas de

Salmonella en estado sésil.



INTRODUCCION



.- MICROORGANISMOS DE RIESGO EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Los alimentos, los microorganismos y los seres humanos tienen interesantes y
duraderas asociaciones que se desarrollaron mucho antes del inicio de la historia escrita.
Los alimentos no s6lo poseen un valor nutricional para quienes lo consumen, sino que a
menudo constituyen un medio de cultivo ideal para la multiplicacién de los
microorganismos. La globalizacién del mercado de los alimentos y la distribucion y
procesamiento a gran escala de materias primas y productos alimenticios, crean nuevos
nichos a los que se adaptan microorganismos de diferentes regiones del mundo,

planteando nuevos problemas para la industria alimentaria.

Los alimentos pueden actuar como vehiculo de transmision de enfermedades,
por lo que la deteccion y el control de los patdgenos y microorganismos responsables
de la descomposicién de los alimentos constituyen partes importantes de la
microbiologia alimentaria. El papel de los microorganismos en los alimentos puede
conducir a la conservacion o a su descomposicién, dependiendo de los microorganismos
implicados. La contaminacion de los alimentos por microorganismos causantes de
enfermedades puede ocurrir en cualquier punto de la cadena alimentaria, desde que se
recoge la materia prima hasta que el producto finaliza en la mesa. Una de las principales
causas del deterioro de los alimentos es el ataque de estos por diferentes tipos de
microorganismos como pueden ser bacterias, levaduras y mohos. Este deterioro puede
tener consecuencias econdmicas evidentes, tanto para los fabricantes (pérdidas de
materias primas y productos elaborados, dafio a la imagen de la empresa, etc.) como
para distribuidores y consumidores (deterioro del producto después de su adquisicion y
antes de su consumo). Se calcula que mas del 20% de todos los alimentos producidos en

el mundo se pierden por accion de los microorganismos.

Aparte de los microorganismos en si, los alimentos contaminados pueden
resultar muy perjudiciales para la salud del consumidor debido a la produccién en ellos
de toxinas como por ejemplo, la toxina botulinica producida por Clostridium botulinum
en las conservas mal esterilizadas, embutidos y en otros productos, o las enterotoxinas
producidas por Bacillus cereus por ejemplo en el arroz (Guinebretiére et al., 2002), o
por Staphylococcus aureus en diferentes alimentos. También existe un riesgo mayor de

transmisién de microorganismos patdgenos capaces de provocar diversos tipos de
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infecciones, como las provocadas por Escherichia coli (Hilborn et al.,, 1999),
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Horby et al., 2003), Listeria monocytogenes
y, en menor grado, otras bacterias (Nguyen-the y Carlin, 2000). También hay que
considerar de riesgo la produccion de micotoxinas por el crecimiento de ciertos mohos,

como las aflatoxinas, muchas de las cuales son potentes agentes cancerigenos.

Los microorganismos patdgenos presentes en los alimentos pueden ser de origen
enddgeno (ya estan presentes en el interior de las estructuras del alimento) o exdgeno
(se incorporan al alimento durante su manipulacion y procesado). Dentro de estos
podemos destacar: Aeromonas, B. cereus, Bacillus weihenstephanensis, Clostridium,
Campylobacter, E. coli, Listeria, Salmonella, Shigella, S. aureus, Vibrio spp. y Yersinia
enterocolitica (Nguyen-the y Carlin, 2000). Los alimentos vegetales que se consumen
crudos representan un riesgo considerable para la transmision de diferentes

microorganismos patégenos (Callejon et al., 2015; Wadamori et al., 2017).

El perejil (Petroselinum crispum Mill.) es un popular vegetal culinario nativo de
los paises de la region mediterranea y es ampliamente utilizado como aditivo
alimentario como aromatizante (Simon y Quinn, 1988; Diaz-Maroto et al., 2006). Se
utiliza en la medicina popular para el tratamiento de diferentes enfermedades, ya que
sus componentes bioactivos poseen una amplia gama de propiedades farmacoldgicas,
incluyendo antioxidante, hepatoprotector, protector del cerebro, antidiabético,
analgésico,  espasmolitico, inmunosupresor, antiplaquetario,  gastroprotector,
citoprotector, laxante, estrogénico, diurético, hipotensivo, antibacteriano y antifungico
(Farzaei et al., 2006). El consumo de alimentos que contienen perejil también ha sido
estudiado en las enfermedades transmitidas por los alimentos. En 1995, Tschape et al.
describieron un brote de gastroenteritis severa en verano seguida de sindrome
hemolitico urémico y trombocitopenia trombotica en nifios después del consumo de
sandwiches que contenian perejil contaminado con cepas de Citrobacter freundii
verotoxinogénico. El perejil también fue sospechoso de causar un brote de Escherichia
coli enterotoxigénico (ETEC) producido en restaurantes de Minnesota (Naimi et al.,
2003). En cada uno de los restaurantes asociados con el brote, el perejil se pico, se
mantuvo a temperatura ambiente y se utilizd como ingrediente o guarnicion para platos
maltiples. ElI mismo y otros estudios indican la implicacién del perejil como vehiculo

para Shigella (Shigella sonney, Shigella boydi) causante de shigelosis alimentaria
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(Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 1999, Naimi et al., 2003,
Chan y Blaschek, 2005). El estiércol y el riego con aguas contaminadas son las
principales fuentes de patdgenos entéricos en los productos frescos. Un estudio mostro
que el riego por aspersion con agua que contenia S. enterica serotipo Typhimurium (8,5
log CFU/mI) dio como resultado la persistencia de las bacterias en la filosfera y la
rizosfera durante al menos 4 semanas (Kisluk y Yaron, 2012). Otro estudio demostrd
que E. coli O157:H7 permaneci6 de 154 a 217 dias en suelos abonados con compost
contaminado y se detectd en la lechuga y el perejil en 77 y 177 dias, respectivamente,
después de plantarlas (Islam et al., 2004). Otro estudio sobre la calidad microbioldgica
de los productos frescos reveld que los coliformes totales aumentaron durante el proceso

de envasado en el cilantro y el perejil (Johnston et al., 2005).

1.1.- Listeria

El género Listeria pertenece a la clase Bacilli, orden Bacillales y familia
Listeriaceae. Esta formado por diecisiete especies distintas
(www.bacterio.net/listeria.ntml; Orsi y Wiedmann, 2016) de las que Listeria
monocytogenes destaca por ser el Unico patdégeno en humanos (rara vez L. ivanovii). La
presencia de L. monocytogenes en diferentes alimentos destinados al consumo humano
en los ultimos afios ha tenido un interés creciente, incluyéndola entre los patdgenos mas

importantes trasmitidos a través de los alimentos.

Este género bacteriano fue descrito por primera vez en 1926 como Bacterium
monocytogenes, como agente causante de monocitosis en conejos infectados
artificialmente con un pequefio bacilo Gram-positivo, aislado durante una epidemia que
se produjo espontaneamente en animales de laboratorio. Desde entonces L.
monocytogenes (llamada Listerella hepatolytiva por Pirie en 1927 y reclasificado por el
mismo autor como L. monocytogenes en 1940), se aislé de la sangre y el liquido
cerebroespinal de pacientes humanos, y en el tracto gastrointestinal de humanos y

animales.

La primera evidencia de la listeriosis trasmitida por los alimentos que afecté a
humanos se produjo en 1953, cuando L. monocytogenes se aislé de vacas con mastitis, y

en los gemelos nacidos muertos de una mujer que habia consumido leche cruda del
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mismo animal. La deteccion de varias epidemias causadas por la ingestion de alimentos
contaminados con L. monocytogenes ha causado gran preocupacion en materia de salud
publica por el aumento de listeriosis trasmitida por los alimentos. Hasta 1961, L.
monocytogenes fue la Unica especie reconocida del género Listeria. Solo tres especies
del género Listeria producen B-hemdlisis entre estas L. monocytogenes patdgena para

los seres humanos.

L. monocytogenes es un bacilo corto regular con tamafio de 0,4-0,5 y 0,5-2
micrémetros, suele formar cadenas cortas en forma de V o Y. Es Gram-positiva, no
forma capsulas y no produce esporas. Es movil mediante flagelos peritricos que
garantizan una movilidad de tipo rotativo. EI nimero y el desarrollo de flagelos y la
movilidad resultante son mas importantes a temperaturas entre 20 y 25°C, reduciéndose
drasticamente a 37°C. Crece a temperaturas entre los 3°C y los 45°C con una
temperatura dptima entre 30°C y 37°C (Buchanan et al., 1990; Gandhi y Chikindas,
2007). Crece a pH comprendido entre 5y 9 en presencia de 10 % NaCl. No hidroliza la
urea ni la caseina. No reduce los nitratos y se puede inhibir por azida sodica al 0,02 %
mientras puede crecer en presencia de bilis a 10 y 40 % y con nivel de sales de talio de
0,025 %. Es un microorganismo aerobico y microaerofilo. Fermenta la glucosa,
fructosa, manosa, galactosa, celobiosa, trehalosa y sacarosa; la fermentacién de la
lactosa, maltosa, sacarosa, glicerol y sorbitol sin embargo es mas lenta. Contiene 13
serotipos, de los cuales solo tres, principalmente el 4b y, ocasionalmente, la 1/2 ay 1/2
B son responsables de la mayoria de los casos de listeriosis en humanos (Rocourt y
Cossart, 1997; Khelef et al., 2006; Liu et al., 2000). L. monocytogenes es una bacteria
que se adapta muy bien a los medios, y la encontramos ampliamente distribuida en el
medio ambiente, también se considera como un saprofito en estrecha asociacion con el

suelo.

Es una bacteria patdgena que se transmite por los alimentos y que causa una
enfermedad denominada listeriosis (Ghandi y Chikindas, 2007). Se considera como una
enfermedad que ataca principalmente los animales, aunque la trasmision directa a los
seres humanos se ha demostrado solo en raras ocasiones. L. monocytogenes esté
asociada con el tracto intestinal y con infecciones latentes de una amplia variedad de

animales salvajes y domésticos como: vacas, cabras, ovejas, cerdos, caballos, perros,
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gatos, conejos; por otra parte, la bacteria se aislé de numerosas especies de aves, que
son considerados como posibles portadores, y también de la hierba de los ensilados.

A diferencia de otros microorganismos trasmitidos a través de los alimentos, L.
monocytogenes ademas del tracto digestivo afecta a diferentes 6rganos, tales como el
sistema nervioso central, el sistema cardiovascular, el sistema respiratorio, los 0jos, los
huesos y la piel (Jurado et al., 1993; Lorber, 1997). La poblacién de mayor riesgo son
las personas con un sistema inmunitario mas débil, especialmente aquellas que
presentan una inmunidad mediada por células T reducida, como las personas mayores
de 60 afios, los bebés y los nifios en los primeros afios de vida, aquellas mujeres
embarazadas, o las personas sometidas a tratamientos con inmunosupresores (Lecuit et
al., 2007).

Las manifestaciones clinicas de la listeriosis humana difieren entre los grupos
mas susceptibles; se ha demostrado ampliamente que las manifestaciones clinicas méas
conocidas y también las méas severas son la meningitis y meningoencefalitis, afectando
especialmente a los nifios y los ancianos. La tasa de mortalidad es muy alta, puede
alcanzar hasta el 70 %, aumenta con la edad y con la presencia de uno o mas factores de
riesgo. Los sintomas suelen ser fiebre alta, dafios al sistema nervioso central, respiracion
dificultosa hasta llegar al coma y la muerte. A pesar de las epidemias recientes de
listeriosis humana, es una enfermedad esporadica. La incidencia media en Europa se
estima en 4-8 casos por afio por cada millon de habitantes. Por el contrario, las tasas de
mortalidad son muy altas, alcanzando hasta valores de un 70% con promedios
estimados en torno al 20-22 % (EFSA y ECDC, 2015).

El aislamiento cada vez méas frecuente de L. monocytogenes a partir de una
amplia variedad de alimentos para el consumo humano esta parcialmente justificado por
las caracteristicas del patdgeno que ayudan a explicar su capacidad para adaptarse y
multiplicarse en diferentes condiciones tecnoldgicas que caracterizan los procesos de
produccion, transformacion, conservacion y distribucién de alimentos (Figura 1). La
resistencia al estrés juega un papel importante en este proceso de adaptacion
(NicAogéin y O'Byrne, 2016). L. monocytogenes, de hecho, tiene una cierta, aunque

discutida, tolerancia a los tratamientos térmicos, es capaz de multiplicarse a
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temperaturas de refrigeracion, en presencia de cloruro de sodio y nitrato, a valores bajos
de pH y actividad de agua (Farber y Peterkin, 1991).

Food processing factory
Human
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Figura 1. Supervivencia de L. monocytogenes en el ambiente y en la cadena alimentaria
(NicAogéin y O'Byrne, 2016).

En 2013, se confirmaron por la EFSA 1763 casos de listeriosis en humanos, lo
que representé un aumento del 8,6% en comparacion con el afio 2012 (EFSA y ECDC,
2015). En los Estados Unidos, L. monocytogenes es la responsable de aproximadamente
1600 casos de listeriosis transmitida por alimentos que se producen anualmente,
teniendo como consecuencia unas 1500 hospitalizaciones y 260 muertes (Scallan et al.,
2011). Es capaz de crecer en diferentes verduras a temperatura ambiente y en
refrigeracién (Cobo-Molinos et al., 2005; Harris et al., 2003, Penteado y Leitao, 2004) y
en frutas no acidas (Cobo-Molinos et al., 2008; Ukuku y Fett, 2002). También se ha
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demostrado su capacidad para crecer en frutas y verduras con pHs mas bajos tales como
tomates (Beuchat y Brackett, 1991), gajos de naranjas (Pao et al., 1998), frambuesas en
rodajas, peras o kiwi (Cobo-Molinos et al.,, 2008), y manzana “Golden Delicious”
troceada (Alegre et al., 2010; Conway et al., 2000). Por otro lado, L. monocytogenes
también se ha aislado de fresas (Johannessen et al., 2002) y de frutos secos (Mena et al.,
2004). Ademas se han descrito brotes de listeriosis relacionados con alimentos como
apio o meldn (Garner y Kathariou, 2016; McCollum et al., 2013). En 2014 en los EE.
UU. se produjo un brote de listeriosis provocado por manzanas de caramelo (Garner y
Kathariou, 2016) la insercion de un palo en la manzana acelera la transferencia de jugo
desde el interior de la manzana a la superficie, creando un microambiente entre la
manzana y el caramelo donde L. monocytogenes puede crecer rapidamente a los niveles
necesarios para causar la enfermedad cuando estas se almacenan a temperatura
ambiente (Glass et al., 2015).

1.2.- Staphylococcus

Los cocos Gram-positivos son un grupo heterogéneo de bacterias que incluye a
diferentes géneros con especies capaces de colonizar a los humanos. Las caracteristicas
que tienen en comun son su forma esférica, su morfologia en la tincion de Gram y la
ausencia de endosporas. La presencia o ausencia de actividad catalasa es un test sencillo

que se utiliza para subdividirlos en géneros.

El nombre Staphylococcus deriva del griego staphylé, que significa “en racimo
de uvas”. Este nombre se refiere al hecho de que las células de estos cocos Gram-
positivos que provienen de crecimiento en agar presentan un patron que recuerda a un
racimo de uvas; sin embargo, los microorganismos en tinciones directamente de las
muestras clinicas aparecen como células aisladas, en pares o en cadenas cortas. La
mayor parte de los estafilococos tienen un didmetro de 0,5 a 1 pm y son inmodviles,
aerobios 0 anaerobios facultativos, catalasa-positivos, y crecen en un medio que
contiene cloruro sodico al 10% a una temperatura que va desde 18-40°C. Estan
presentes en la piel y en las mucosas de los humanos, otros mamiferos y aves. Es un
patdgeno importante en humanos, produciendo un amplio espectro de enfermedades
sistematicas que pueden poner en riesgo la vida. EI género Staphylococcus contiene 47
especies y 24 subespecies diferentes (Becker et al., 2014). Las especies asociadas con
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mayor frecuencia a enfermedad en el ser humano son: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Saphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis
y Staphylococcus saprophyticus (Murray et al., 2005).

Staphylococcus aureus es una de las especies gque se asocian con mas frecuencia
a las enfermedades en humanos, es el miembro mas virulento y mejor conocido del
género. Se asocia a diferentes tipos de enfermedad, incluyendo infecciones de la piel,
sepsis, osteomielitis y neumonia (Kallen et al., 2007; Kechrid et al., 2011; Talan et al.,
2011). Provoca enfermedad mediante la produccién de toxina o a través de la invasion
directa y de la destruccién del tejido. Es anaerobio facultativo, no esporulado, coagulasa
y desoxirribonucleasa positivos. Crece a 7-48°C (6ptimo 37°C), pH 4-9,3 (6ptimo 7-
7,5). Esta presente en las secreciones nasales, la piel, las heridas, los ojos, y el tracto
intestinal del hombre, ademas de estar presente en el suelo, el aire y la leche. Puede
crecer con una actividad del agua de 0,83, si bien la produccion de toxina no se produce
por debajo de 0,86. Se lo considera el patdgeno bacteriano mas resistente a una
actividad de agua reducida.

La intoxicacion por estafilococos es una las causas méas frecuentes de las
enfermedades transmitidas por los alimentos (Tirado y Schmidt 2001; Le Loir et al.,
2003; EFSA, 2014). En Europa, 346 casos de los producidos en 2012 (que representan
el 6,4% del total de los brotes) fueron causados por toxinas producidas por estafilococos
segun el informe de la UE remitido por la EFSA sobre zoonosis, agentes zoonoticos y
brotes de origen alimentario en 2012 (EFSA, 2014). La intoxicacion estafilocdcica se
produce por la ingestion de alimentos que contienen la toxina, producida por algunas
especies y cepas de estafilococos. La mayoria de las cepas de S. aureus son capaces de
producir una 0 mas enterotoxinas termoestables (Balaban y Rasooly 2001; Ortega et al.,
2010), que son la causa de los sintomas gastrointestinales observados durante las
intoxicaciones (Tamarapu et al., 2001). Las toxinas son sintetizadas durante la fase
exponencial de crecimiento bacteriano en los alimentos almacenados. Se han
identificado diferentes tipos serolégicos. La enterotoxina mas frecuente es la del tipo A,
detectada en el 75% de los brotes. Entre el 15 al 20% de S. aureus aislados de humanos
son enterotoxigénicos, dato del que se deriva la importancia de los manipuladores en la
transmisién de la intoxicacién estafilococica, que suele ser por alimentos elaborados

manualmente, con insuficiente refrigeracién posterior, y también los cocinados pero
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consumidos frios, como carnes, huevos, cremas o productos lacteos. Esto se debe a que
la toxina se produce mas facilmente en ausencia de microbiota competitiva. El problema
principal asociado con el control de esa intoxicacion alimentaria es la alta tasa de
portadores humanos, que aumenta el riesgo de contaminacién a partir de manipuladores

de alimentos.

Despues de ingerir el alimento contaminado, los sintomas aparecen rapidamente,
entre 1-6 horas, con una media de unas 3 h. El sintoma mas dominante y grave es el
vomito que va precedido de una sensacion de nausea. Otros sintomas comunes son
dolores, colicos y diarrea. Los sintomas duran normalmente de 1 a 2 dias y la
mortalidad es extraordinariamente baja, si bien se han sefialado casos fatales. Se sabe
que se necesita la presencia de muchas células de S. aureus en los alimentos para que
exista riesgo de intoxicacion, pero se desconoce el minimo exacto de células necesario
para producir enterotoxina suficiente para originar los sintomas; se han sugerido cifras
mayores de 1 millon por gramo, nimero que corresponde aproximadamente a un nivel
de enterotoxina en el alimento consumido de 1 pg. Esta cantidad es suficiente para

originar la enfermedad en un adulto pero en los nifios bastaria con 0,2 ug.

S. aureus ha sido aislado de varios alimentos incluyendo carne y productos
carnicos, pollo, leche y productos lacteos, alimentos fermentados, ensaladas, verduras,
productos de pescado etc. (Genigeorgis, 1989; Wieneke et al., 1993; Jablonski y
Bohach, 2001; Tamarapu et al., 2001; Jorgensen et al., 2005). S. aureus se encuentra en
las fosas nasales, asi como en la piel y cabello de animales de sangre caliente, y del 30%
al 50% de la poblacién humana es portadora (Le Loir et al., 2003). Se trasmite también
en las infecciones nosocomiales, y supone una amenaza debido a su resistencia
adquirida a los antimicrobianos. Las cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM)
son de especial importancia (Ippolito et al., 2010; Doyle et al., 2012). La presencia de
cepas de S. aureus resistentes a los antibiéticos productoras de enterotoxinas en los
alimentos es un riesgo adicional para la diseminacion de cepas resistentes a los
antibidticos a través de la cadena alimentaria y también para individuos
inmunocomprometidos sensibles a cepas més virulentas. La inactivacion de S. aureus en
los alimentos mediante el uso de tecnologia de barreras es un enfoque interesante en

comparacion con métodos clasicos como el calentamiento, permitiendo una mejor
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conservacion de las propiedades organolépticas de los alimentos y manteniendo su valor
nutricional (Galvez et al., 2008, 2014).

1.3.- Salmonella

Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae la cual estd formada por
bacilos Gram-negativos, aerobios y anaerobios facultativos, que crecen en medios
usuales. No forman endosporas. La mayoria son moviles, exceptuando algunas variantes
inmdviles como S. gallinarum y S. pullorum (Porrero et al., 2006). Salmonella, como
todas las enterobacterias, crecen bien en medios usuales, pero ademas presentan la
mayor resistencia de esta familia a las sales biliares y otros componentes quimicos
(Prats y Coll, 1998). El género incluye dos especies, Salmonella enterica y Salmonella
bongori (McQuiston et al., 2008). S. enterica es la de mayor preocupacion en salud
publica, y a su vez estd compuesta por seis subespecies: S. enterica subsp. Enterica (1),
S. enterica subsp. Salamae (I1), S. enterica subsp. Arizonae (ll1a), S. enterica subsp.
Diarizonae (Illb), S. enterica subsp. Houtenae (1V) y S. enterica subsp. Indica (V1). Se
dividen en serotipos, basado en el primer esquema de tipificacion publicado en 1934 por
Kaufmann-White, el cual diferencia cepas de Salmonella por sus antigenos de superficie
(Brenner et al., 2000). Cuando Kaufmann propuso por primera vez el programa, se
habian descrito 44 serotipos. A partir de 2007, el namero de serotipos descubierto
fueron 2,579 (Grimont y Weill, 2007; Lampel et al., 2012).

El género Salmonella incluye un amplio grupo de cepas patdgenas, la mayoria
de las cuales tiene su reservorio natural en el tubo digestivo de muy diversos animales,
como aves, mamiferos y reptiles y causan enteritis en humanos; se pueden encontrar en
otros ambientes como el agua, tierras hiumedas y colonizando la superficie de los
vegetales; otras tienen un reservorio exclusivamente en humanos, como las causantes de
la fiebre tifoidea y paratifoidea. Se transmite a los humanos por medio del consumo de
alimentos contaminados con heces de animales. Salmonella estd presente en los
alimentos crudos de origen animal, como las carnes, las aves, el huevo, la leche y los
productos lacteos, el pescado, asi también como algunas frutas y vegetales pueden
contener este germen (Ackers et al., 2000; D" Aoust, 2000).
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La dosis infectiva minima se situal alrededor de 10°- 10° bacterias (Lampel et
al., 2012), aunque en las personas con aclorhidria o que han tomado recientemente otros
antibioticos la infeccion puede producirse con 10° bacterias, las cuales penentran en las
células del epitelio intestinal donde se multiplican in situ, pudiendo alcanzar los
ganglios linfaticos intestinales y causar sepsis. Este proceso de infeccion generalizada
solo se produce en algunas personas y es muy breve y autolimitado por lo que

generalmente pasa desapercibido (Prats y Coll, 1998).

La “salmonelosis” es la infeccion causada por Salmonella. De acuerdo con el
Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, 2012), la salmonelosis causa
aproximadamente 1,4 millones de casos de de infecciones transmitidas por alimentos y
mas de 400 muertes anualmente en los Estados Unidos (Scallan et al., 2011). En la
Union Europea (UE) de los casos producidos, un 9,2% de los casos de salmonelosis
suelen estar relacionados con los viajeros, y el 3,6% de los casos fueron identificados

como brotes de los cuales se desconoce su fuente (Pires et al., 2011).

A pesar de que algunas personas no muestran sintomas, la mayoria de las
personas enfermas experimentan diarrea, dolor abdominal y fiebre entre 8 a 72 horas
después de comer el alimento contaminado. Se pueden presentar sintomas adicionales
como escalofrios, dolor de cabeza, nausea y vomito. Los sintomas generalmente
desaparecen dentro de un plazo de 4 a 7 dias. Muchas personas se recuperan sin
tratamiento y quizads nunca visiten al medico. Sin embargo, las infecciones con
Salmonella pueden ser graves especialmente para los recién nacidos y los nifios
pequefios, las mujeres embarazadas, las personas de edad avanzada, y las que tienen un
sistema inmunoldgico debil (como aquellos que sufren de VIH/SIDA, cancer, diabetes,
enfermedades de los rifiones o pacientes de trasplantes) (Centers for Disease Control
and Prevention, 2012).

Dentro de los alimentos que la pueden transmitir se encuentran la carne, aves de
corral, leche y los huevo crudo (Jorgensen et al., 2002; Mead et al., 1999)
principalmente aunque también pueden aparecer en zumos no pasteurizados (Buxton et
al., 1999; Parish et al., 1997), el pescado (Da Silva et al., 1998; Heintz et al., 2000)
cacao, frutas, verduras y mantequilla de cacahuetes (Grasso et al., 2010; Park et al.,
2008; Lampel et al., 2012). Dado que Salmonella es sensible al calor, es mas frecuente
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en los alimentos crudos que no se cocinan a una alta temperatura 0 a una temperatura
minima. En 2008, la salmonelosis fue la segunda causa de zoonosis en humanos en la
UE, lo que representa 131.468 casos confirmados, de los cuales 3.833 ocurrieron en
Espafia (EFSA, 2010). Salmonella fue la causa méas frecuente de brotes alimentarios
(35,4% de todos los brotes). Dado que el habitat de Salmonella es el tracto intestinal de
una amplia gama de animales, los alimentos de origen animal y los vegetales que han
sufrido contaminacion fecal pueden ser fuentes de infeccion. La transmision suele
ocurrir cuando aparece la bacteria en las zonas de preparacion de alimentos y
posteriormente se multiplica en estos, p.ej. debido a una temperatura inadecuada de
almacenamiento, o de cocinado, o a la contaminacion cruzada con alimentos listos para

el consumo.

La formacién de biofilms o biopeliculas juega un papel importante en la
adhesion y colonizacion de S. enterica sobre materiales bioticos y abidticos (Collignon
y Korsten, 2010; Iturriaga et al., 2007; Joseph et al., 2001; Lapidot et al., 2006; Vestby
et al., 2009). Esta bacteria tiene la capacidad de generar una matriz extracelular formada
por celulosa y fimbrias tipo curli que le permiten unirse fuertemente entre si y a las
sueprficies. La formacién de biofilms es un importante mecanismo mediante el cual las
bacterias pueden sobrevivir a procesos de desinfeccion y a los tratamientos con
antibidticos (Corcoran et al., 2014). Supone un problema serio para la industria medio
ambiental, de salud publica y médica (Gilbert et al., 2003; Hall-Stoodley et al., 2004).
Si se forma el biofilm durante el procesado de los alimentos puede causar una
contaminacién posterior a la elaboracion del producto, lo que conlleva a reducir la vida
atil de estos y a la transmisién de enfermedades (Jessen y Lammert, 2003). Los
microorganismos sésiles que entran en contacto con las superficies son mas dificil de
eliminar y son mas resistentes a los desinfectantes en comparacion con las células
plancténicas (Gilbert et al., 2001; Morton et al., 1998). En un estudio reciente se ha
demostrado que la mayoria de los aislados de Salmonella de muestras de huevos, tenian
una capacidad media o alta para formar biofilms en placas de microtitulacién de
poliestireno, incluyendo entre ellas a cepas multirresistentes. (Fernandez Marquez et al.,
2016). Estudios anteriores han demostrado que Salmonella puede formar biofilms en
superficies en contacto con alimentos tanto en ambientes industriales como domésticos
(Manijeh et al., 2008; Moretro et al., 2012; Rodrigues et al., 2011). Por lo tanto, existe
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un gran interés en el desarrollo de tratamientos que inactiven la formacién de biofilm en

diferentes bacterias, incluyendo S. enterica.

I1.- CONSERVACION DE LOS ALIMENTOS

La conservacion de los alimentos tiene como objetivo principal mantener un
alimento en perfectas condiciones higiénicas y sanitarias, asi como preservar sus
caracteristicas organolépticas. Para ello se debe de impedir o minimizar el crecimiento
de los microorganismos, proporcionar niveles aceptables de seguridad higiénica, y
alargar y mejorar la vida 0til de los alimentos. A lo largo de la historia se han
desarrollado diferentes métodos para conservar los alimentos. Muchos de ellos se han
utilizado desde hace siglos por nuestros antepasados griegos, romanos, fenicios,
egipcios y chinos, los cuales utilizaban diferentes técnicas de conservacion basadas en
el secado, ahumado, la adicién de sal a las carnes y pescados, o la refrigeracién. Estas
técnicas se han seguido manteniendo a lo largo de la historia de forma tradicional junto
a otros métodos como son el escabechado, el adobo, el marinado, el confitado, o las
fermentaciones esponténeas. El desarrollo de los métodos térmicos de procesado de
alimentos junto con los conservantes quimicos permitieron mantener una produccién y
distribucion de alimentos a gran escala. Los conservantes quimicos jugaron un papel
esencial en la estrategia de desarrollar una cadena alimentaria que pudiese distribuir
alimentos a bajo coste en diferentes regiones geograficas.

Los cambios en los habitos de la sociedad, el abandono de las zonas rurales, y el
trabajo intensivo han ido cambiando nuestros habitos alimenticios. Los consumidores
demandan de forma creciente alimentos de facil preparacién que sean de calidad,
seguros, naturales, y que estén poco procesados pero a la vez tengan una mayor vida til
(Tabla 1). Las tecnologias de conservacién de alimentos tienen como reto, obtener
productos mas duraderos sin alterar sus caracteristicas nutricionales y sensoriales
iniciales (Del Valle, 2003).
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Tabla 1. Tendencia de los consumidores (Welti, 1997).

Tendencias actuales Caracteristicas

Convenientes y de alta calidad Faciles de almacenar con vida util satisfactoria

De procesos menos severos Calentamiento menos intenso y dafilo minimo por
congelacion

Con menos aditivos artificiales Uso de antimicrobianos naturales, timol, carvacrol,
eugenol

Mas frescos Uso de congelacion

Mas saludables Con menos grasas saturadas y menos cantidad de
azucares

Los métodos de conservacion tradicionales como la congelacion, la
pasterizacion, la deshidratacion, o la esterilizacién se basan en la variacién de uno o dos
factores de conservacion. Las condiciones de uso de los conservantes estan
reglamentadas en todos los paises del mundo, existiendo un limite maximo autorizado
en funcion del conservante y el uso a que va destinado. Hoy en dia, se estudia combinar
dos 0 mas factores que actlen sinérgicamente controlando a la poblacion microbiana,
con lo que se evita la aplicacion de un solo factor de conservacion de forma masiva, y se
mejora la calidad sensorial y nutrimental del alimento. Esto nos va a permitir obtener
productos semejantes al producto fresco, mas sanos, con menos aditivos y listos para
consumir (Alzamora, 1997). A esta combinacién de factores se le ha denominado
tecnologia de barreras o factores combinados (Leistner y Rodel, 1976).

El concepto de la tecnologia de barreras comenzé a aplicarse en el sector
alimentario de una manera racional después de observar que el crecimiento de los
microorganismos en los alimentos descendia tras el tratamiento combinado con
diferentes factores antimicrobianos (Leistner, 1978, 2000; Leistner y Goris, 1995).
Despueés de la exposicion de una poblacion bacteriana a un solo factor antimicrobiano se
observa a menudo una respuesta heterogénea, dependiendo de la intensidad del
tratamiento asi como de otros muchos factores. El uso exclusivo de tratamientos fisicos
0 quimicos generalmente no permite alargar lo deseado la vida de los productos

minimamente procesados, por ello la combinacion de estos tratamientos con frecuencia
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suele ser imprescindible para mantener la calidad alimentos como pueden ser las frutas

y hortalizas minimamente procesadas (Artés et al., 1998).

La tecnologia de barreras se basa en la utilizacion de diferentes técnicas de
conservacion, dentro de las que sobresalen el uso de desinfectantes, tratamientos
térmicos, aditivos quimicos, bioconservantes, envasado en atmosferas modificadas,
almacenamiento a bajas temperaturas, tratamientos por altas presiones, entre otros. La
supervivencia de los microorganismos a los diferentes tratamientos depende del
microorganismo y de la matriz del alimento que se esté tratando, siendo necesario
realizar estudios que permitan identificar cual es la secuencia de tratamientos necesaria
para obtener un efecto sinérgico y de esta forma producir un efecto de barrera que
permita prolongar la vida atil de los alimentos entre ellos frutas y hortalizas
minimamente procesadas (Leistner y Gould, 2002; Artés y Allende, 2005; Hun y
Cennadios, 2005; Bico et al., 2009; Denoya y Ardanaz, 2012).

Entre los diferentes métodos para la conservacion de alimentos, los métodos no
térmicos basados en el uso combinado de antimicrobianos naturales, los recubrimientos
activados con sustancias antimicrobianas o los tratamientos de alta presion hidrostética
(HHP) estan ganando interés en la conservacion de los productos frescos, ya que tienen

un impacto bajo o nulo en los alimentos.

I11. SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS DE ORIGEN BIOLOGICO

El uso de antimicrobianos es una practica comun en la industria alimentaria.
Durante afios se han utilizado antimicrobianos sintetizados quimicamente (que en
algunos casos han causado dafio en la salud de los consumidores, si se utilizan a grandes
dosis como en el caso de los sulfitos), ocasionando un rechazo por los consumidores de
productos procesados, lo que ha llevado a la necesidad de buscar otras opciones. En
esta blsqueda se han encontrado nuevos agentes antimicrobianos de origen natural,

como sustitutos de los utilizados tradicionalmente (Nychas, 1995).

Los sistemas antimicrobianos naturales pueden clasificarse atendiendo a su

origen animal, vegetal o microbiano. El primero de estos grupos incluye proteinas,
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enzimas como la lisozima, lipasas y proteasas y polisacaridos como el quitosano. El
segundo grupo incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas, tallos, hojas,
flores, asi como acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas producidas en
plantas, y otros compuestos organicos de naturaleza quimica diversa; el tercer grupo
incluye diversos compuestos y sustancias de naturaleza peptidica producidos por
microorganismos (Beuchat, 2001).

I11.1. Antimicrobianos de origen vegetal

Diversos productos de origen natural provenientes de plantas pueden ser usados
como conservantes de alimentos. Se estima que del 1% al 10% de entre las
aproximadamente 500 000 especies de plantas que existen en el mundo tienen uso como
alimento. La mayor parte de los antimicrobianos naturales son bacteriostaticos (impiden
el crecimiento) en lugar de ser bactericidas (destruyen gérmenes) por lo cual su
efectividad en alimentos es limitada. En ocasiones, es preferible usar una combinacion
de ellos para ampliar el espectro de accion en la conservacién de frutas o alimentos en
general (Blanchard, 2000). Muchas veces, solo son Utiles con materias primas que
tienen una baja carga microbioldgica inicial (Alvarez-Parrilla, 2005).

Muchas especias y hierbas asi como algunas plantas tienen actividad
antimicrobiana. Entre las usadas en alimentos se encuentran: hierbabuena, apio,
albahaca, cilantro, laurel, almendra, café, puerro, rabano picante, tomillo, etc. Las
especias son raices, cortezas, semillas, brotes, hojas o frutos de plantas aromaticas que
se afiaden a los alimentos como agentes saborizantes. Sin embargo, se sabe desde
tiempos antiguos que las especias y sus aceites esenciales tienen diferentes grados de
actividad antimicrobiana. El uso de las especias como conservantes se remonta a unos
1.550 afios a.c., cuando los antiguos egipcios las empleaban para conservar alimentos y
embalsamar a los muertos (Davidson, 2001).

Ciertas especias inhiben el crecimiento de microorganismos. Son méas efectivas

frente a bacterias Gram-positivas que frente a Gram-negativas:
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- Canela, clavo y mostaza: gran poder conservante.

- Pimienta negra/roja, jengibre: inhibidores débiles frente a una gran variedad de
microorganismos.

- Pimienta, laurel, cilantro, comino, orégano, romero, salvia y tomillo: actividad
intermedia.

- Otros: anis, menta, hinojo, apio, eneldo, curcuma.

El poder conservante de las plantas, hierbas y especias se debe a que contienen
una variedad de sustancias que inhiben varias actividades metabélicas de bacterias,
levaduras y mohos (Tabla 2). Los compuestos antimicrobianos en las plantas estan
comunmente contenidos en la fraccion del aceite esencial de las hojas (romero, salvia),
flores y brotes de flores (clavo), bulbos (cebolla, ajo), rizomas (asafétida), frutas
(pimiento, cardamomo) u otras partes de la planta. Los compuestos presentes en
especias y hierbas que tienen actividad antimicrobiana son derivados simples y
complejos del fenol, los cuales son volatiles a temperatura ambiente. También presentan

actividad antimicrobiana las oleorresinas de estas especias (Petrone, 2002).

Algunos de estos sistemas antimicrobianos naturales se aplican ya para la
conservacion de alimentos, y muchos otros estan siendo investigados para que se
apruebe su uso en alimentos (Tabla 3). Dentro de los que actualmente estan aprobados
se encuentran los compuestos fendlicos, que se han estado utilizando como agentes
antimicrobianos desde 1867 cuando se empez0 a utilizar el fenol como higienizante.
Atendiendo a su interés en la conservacion de alimentos, los compuestos fendlicos
pueden clasificarse como aquellos actualmente aprobados (parabenos), aquellos
aprobados para otros usos (antioxidantes) y aquellos que se encuentran en la naturaleza
(polifendlicos y fenol).
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Tabla 2. Compuestos con actividad antimicrobiana encontrados en plantas, hierbas y

especias (Lopez-Malo et al., 2000).

Planta, hierba o especia

Compuestos principales

Otros compuestos

Ajo (Allium sativum)

Dialildisulfuro, diali trisulfuro

Dietil sulfuro, alicina

Albahaca (Ocimum basilicum)

D-linalol, metilcavicol

Eugenol, cineol, geraniol

Canela (Cinnamomum zeylanicum)

Aldehido cindmico

I-linalol, p-cimeno, eugenol

Cebolla (Allium cepa)

d-n-propildisulfuro

Cilantro (Coriandum sativum) d-linalol d-a-pineno,B-pineno
Clavo de olor (Syzygium aromaticum) Eugenol Cariofileno

Comino (Cuminum cyminum) Cuminaldehido p-cimeno

Estragdn (Artemisa dracunlus) Metilcavicol Anetol

Limonaria (Cymbopgon citratus) Citral Geraniol

Mejorana (Origanum marjorana) Linalo,cineol,eugenol Metilcavicol

Mostaza (Brassica hirta)

Alilisotiocianato

Orégano (Origanum vulgare)

Timol, Carvacrol

a-pineno, p-pineno

Perejil (Petrosellnum crispum)

a-pineno, fenol-eter-epiol

Pimienta negra (Pipper nigrum)

Monoterpenos, sesquiterpenos

Compuestos oxigenados

Romero (Rosmarinus officinalis)

Borneol, cinenol

Canfor, a-pineno

Tomillo (Thymus vulgaris)

Timol

Carvacrol, I-linalol.geraniol

Vainilla (Vanilla planifolia)

Vainilina

Acidos p-hidroxibenzéicos

111.1.1.- Efecto de la adicién de antimicrobianos naturales

Los antimicrobianos o conservantes pueden tener al menos tres tipos de accion

sobre el microorganismo:

-Inhibicion de la biosintesis de los acidos nucleicos o de la pared celular.

-Dano a la integridad de las membranas.

-Interferencia con procesos metabdlicos esenciales.

Algunos antimicrobianos naturales pueden afectar
microorganismos, mientras que otros muestran un espectro de accion inhibidor méas

reducido. Del mismo modo algunos antimicrobianos pueden ser tener un efecto

bactericida, mientras que otros actian como bacteriostatico.

25

a muchos tipos de



Los componentes activos de los aceites esenciales pueden variar en su
composicion, ya que ésta puede verse afectada por ciertas variables como el genotipo de
la planta, las diferentes metodologias de extraccion, localizacion geogréafica, asi como
las condiciones ambientales y agronémicas. Se ha observado que las grasas, proteinas,
la concentracion de sal, pH y temperatura afectan a la actividad antimicrobiana de estos
compuestos (Nychas, 1995).

111.1.2.- Tipos de antimicrobianos naturales

Acidos organicos y ésteres

Uno de los factores que predomina en el crecimiento de los microorganismos en
los alimentos es el pH. En general las bacterias crecen a pH cercanos a la neutralidad
(pH 6,5 a 7,5) pero sin embargo son capaces de tolerar un rango de pH entre 4 y 9. A
diferencia de éstas, los mohos y las levaduras toleran un rango mas amplio de pH para
su crecimiento, ya que pueden crecer a pH por debajo de 3,5. Las levaduras y mohos
proliferan mas en frutas y vegetales debido a sus caracteristicas inherentes como su bajo
pH y baja capacidad tamponante. EI modo de accién de los acidos organicos en la
inhibicién del crecimiento microbiano estd relacionado con el mantenimiento del
equilibrio &cido-base. Los sistemas bioldgicos y quimicos dependen de la interaccion
entre los sistemas acido-base. La célula microbiana normalmente refleja este equilibrio
atendiendo al mantenimiento de un pH interno cercano a la neutralidad. Las proteinas,
los acidos nucleicos y fosfolipidos pueden ser alterados estructuralmente por los
cambios de pH.
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Tabla 3. Antimicrobianos utilizados en sistemas modelos a base de frutas (Raibaudi et.
al., 2006).

Antimicrobiano Sustrato Efecto

Vainillina Sistemas modelo de | Inhibicidn del la tasa de crecimiento de

agar a base de frutas colonias de especies de Aspergillus

Eugenol, timol, mentol y | Cerezas Inhibicion del crecimiento de bacterias
eucaliptol aerobias mesdfilas, mohos y levaduras

Carvacrol y acido | Meldn fresco Reduccion de los  recuentos de
cinnamico cortado y kiwi microorganismos viables en kiwi vy

extension de la fase lag de la flora

microbiana natural en melén

Aceite de mandarina, Ensalada Aumento de la vida de anaquel y reduccion
sidra, limén y lima de frutas del crecimiento microbiano
Metil jasmonato y etanol Fresa fresca Retraso del deterioro fungico y aumento de

la capacidad antioxidante

Hexanal Manzanas frescas | Inhibicion del crecimiento de bacterias
cortadas aerobias mesofilas, psicrofilas, mohos vy

levaduras
Hexanal y trans-2 hexenal Manzanas frescas | Extension de la vida util de la fruta por
cortadas inhibicidn del crecimiento de la flora nativa

y prolongacion de la fase lag de levaduras

inoculadas

Compuestos fenolicos

Muchos compuestos fendlicos como los acidos cafeico, clorogénico, p-
coumarico o feralico estan presentes en partes de plantas que son usadas como especias.
La actividad antimicrobiana de esos y otros acidos como hidroxicinamico y cindmico
pueden retardar la invasion microbiana asi como también la putrefaccion de frutas y
vegetales. Bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, mohos y levaduras cominmente
encontradas como organismos contaminantes son sensibles a los derivados del &cido
hidroxicinnamico. Los acidos cafeico, fertlico y p-cumarico, por ejemplo, inhiben E.
coli, S. aureus y B. cereus. Otros compuestos fendlicos que han demostrado tener

actividad antimicrobiana son los taninos y el acido tanico. Este ultimo por ejemplo
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muestra actividad antibacteriana frente a L. monocytogenes, E. coli, S. Enteritidis, S.
aureus, Aeromonas hydrophila y Enterococcus faecalis (Beuchat, 2001; Burt, 2004).

Otros compuestos fendlicos como los flavonoles, tipicamente presentes en frutas
y en el té verde, también tienen actividad antibacteriana. Asi, Puupponen et al. (2001)
demostraron que la mircetina pura, inhibia el crecimiento de bacterias acido lacticas
procedentes de la microbiota del tracto gastrointestinal de humanos, pero no afectaba al
crecimiento de Salmonella, mientras que extractos preparados directamente a partir de
fresas, frambuesas y otras mostraban un fuerte efecto inhibidor frente a Salmonella y E.
coli (Raibaudi et. al., 2006).

111.2.- Antimicrobianos de origen bacteriano

El uso de los microorganismos y/o de sus productos naturales de forma empirica
para la conservacion de los alimentos (bioconservacion) ha sido una practica comun en
la historia de la humanidad (Ross et al., 2002). Los microorganismos producen una
amplia variedad de sustancias antimicrobianas, bien sean de naturaleza peptidica o no.
El grupo mejor estudiado en relacion con la bioconservacion de los alimentos han sido
las bacterias del &cido lactico (BAL). Las BAL producen diversas sustancias
antimicrobianas (tales como acidos organicos, diacetilo, acetoina, peréxido de
hidrogeno, reuterina, reutericiclina, péptidos antifingicos, y bacteriocinas (Holzapfel et
al., 1995; El-Ziney et al., 2000; Holtzel et al., 2000; Mgnusson y Schnirer, 2001).

111.2.1.- Bacteriocinas

Las bacteriocinas pueden definirse como proteinas o péptidos antimicrobianos
sintetizados a nivel ribosémico (Jack et al., 1995). Las bacterias del acido lactico (BAL)
son capaces de producir diferentes bacteriocinas, la mayoria se pueden agrupar en una
de las clases propuestas por Klaenhammer (1993).

La estructura, biosintesis, y aspectos genéticos de las bacteriocinas producidas
por las BAL han sido muy estudiadas (Cotter et al., 2005; Fimland et al., 2005; Drider
et al.,, 2006; Franz et al., 2007; Beshkova y Frengova, 2012; Zhang et al., 2013a,
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2013Db). Las bacteriocinas producidas por las BAL ofrecen una serie de ventajas que las

hacen interesantes para la conservacion de alimentos:

se consideran sustancias seguras

carecen de toxicidad frente a las células eucariotas

son generalmente tolerantes al pH y al calor moderado

se inactivan por las proteasas digestivas

tienen un espectro antimicrobiano relativamente amplio, frente bacterias
patdgenas y alterantes de alimentos

actan generalmente sobre la membrana citoplasmatica bacteriana, por lo que no
presentan resistencia cruzada con los antibiéticos de uso comin, y

sus determinantes genéticos estan generalmente localizados en plasmidos lo que

facilita su manipulacién genética.

Los numerosos estudios realizados indican que el uso de las bacteriocinas en la

conservacion de alimentos puede ofrecer varias ventajas (Thomas et al., 2000) tales

como:

prolongar la vida util de los alimentos

proporcionar una proteccion adicional en condiciones de abuso de temperatura
disminuir el riesgo de transmision de patdégenos a través de la cadena
alimentaria

disminuir las pérdidas economicas debidas a las alteraciones del alimento
reducir el uso de conservantes quimicos

aplicar tratamientos térmicos menos severos sin comprometer la seguridad del
alimento, garantizando la conservacidn de sus nutrientes y vitaminas, asi como
las caracteristicas organolépticas

desarrollar nuevos tipos de alimentos (menos &cidos, con un contenido mas
bajo en sal, y con un mayor contenido en agua)

satisfacer las nuevas demandas de la industria y de los consumidores.

Las bacteriocinas presentan una amplia diversidad en cuanto a su estructura,

modos de accidn, mecanismos de biosintesis, autoinmunidad y regulacion génica. Son

consideradas como compuestos muy atractivos tanto para la industria alimentaria para
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prevenir el deterioro y el crecimiento de bacterias patdgenas en los alimentos, como

para la industria farmacéutica en el control de patdgenos.

111.2.1.1.-Clasificacion de las bacteriocinas

Inicialmente las bacteriocinas producidas por las BAL fueron clasificadas en
cuatro clases principales de acuerdo a su estructura, propiedades fisicoquimicas y
propiedades moleculares (Cheny Hoover, 2003). No obstante, la cuarta clase no esta lo
suficientemente fundamentada, por lo que en la actualidad se reconocen tres clases
principales (Savadogo et al., 2006; De Vuyst y Leroy, 2007; Beshkova y Frengova,
2012).

Clase I. Lantibioticos

Los lantibidticos son péptidos pequefios que estan formados por 19-38
aminoécidos (Savadogo et al., 2006; Montalban-Lopez et al., 2011), policiclicos, con
un peso molecular menor a 5 kDa, con poca estabilidad al calor y son modificados
postraduccionalmente por la deshidratacion de la serina y la treonina formando
aminoacidos como dehidroalanina (Dha) y dehidrobutirina (Dhb). Estos residuos
pueden unirse a través de un grupo tioéter a cadenas laterales de cisteina dando
lugar a aminodcidos inusuales como lantionina (Lan) y o -metil-lantionina (MeLan)
(Riley y Wertz, 2002). Los lantibioticos son los unicos que se producen en el ribosoma
como un prepéptido, que experimenta una modificacion postraduccional para formar un
péptido activo (McAuliffe et al., 2001).

Los lantibidticos se dividen a su vez en dos grupos, segin sus caracteristicas

estructurales y su modo de accion frente a los microorganismos (Guder et al., 2000):

Clase la. Son péptidos elongados en forma de tornillos con moléculas anfipéticas,
presentan un peso molecular menor a 4 kDa, flexibles, con carga neta positiva, cuya
actividad antimicrobiana se debe a la destruccion de la célula por la despolarizacion de
la membrana citoplasmatica (Chen y Hoover, 2003; Stoyanova et al., 2012). La
bacteriocina mas representativa de este grupo es la nisina (Cintas et al., 2001).
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Clase Ib. Son péptidos globulares e hidréfobos, con un peso molecular entre 1.8 y 2.1
kDa. Presentan una carga neta negativa o sin carga. Su actividad antimicrobiana esta
relacionada principalmente con la inhibicion enzimatica (Riley y Wertz, 2002). A este
grupo pertenecen la duramicina A, B, C y la cinamisina (Naidu et al., 2006).

Clase I1. No lantibiéticos

Los no lantibidticos estan conformados por bacteriocinas constituidas por 30 a
60 aminoacidos (Montalban-Lopez et al., 2011), con un peso molecular menor a 10
kDa, no contienen aminoacidos modificados y son estables al calor y al pH (Beshkova y
Frengova, 2012). Es el mayor subgrupo de bacteriocinas producidas por las BAL, no
s6lo por su gran namero, sino también por su actividad antimicrobiana y sus

aplicaciones.

Los no-lantibidticos son subdivididos a su vez en tres grupos:

Clase lla. Se caracterizan por tener una secuencia amino terminal - Tirosina - Glicina -
Asparagina - Glicina - Valina - Xaa — Cisteina (-Try-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys-;
donde Xaa indica cualquier residuo de aminoacido) y contienen uno o dos puentes
disulfuro (Chen y Hoover, 2003). Tienen una alta actividad antimicrobiana frente a
Listeria (Zouhir et al., 2010). Como ejemplos de bacteriocinas pertenecientes a este
grupo podemos citar la pediocina PA-1, la enterocina A, o la divercina V41 (Chen y
Hoover, 2003).

Clase Ilb. Grupo estd formado por bacteriocinas con dos péptidos. Su actividad
antimicrobiana requiere de la presencia de ambos péptidos en proporciones similares
(Oppegard et al., 2007), formando poros en la membrana celular. Una bacteriocina
representativa de este grupo es la sakacina (Cintas et al., 2001).

Clase llc. Tienen estructura ciclica como consecuencia de la unién covalente de sus
extremos carboxilo y amino terminal, son termoestables y no modificados después de
la traduccion (Suskovié et al., 2010). Carecen de la secuencia amino terminal Tirosina

- Glicina - Asparagina - Glicina - Valina - Xaa - Cisteina - que contienen la clase llay
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Ilb. La enterocina AS-48 producida por Enterococcus feacalis es la bacteriocina mas
representativa de este grupo (Dimov et al., 2005).

Clase I11. Proteinas termolébiles

Este grupo es denominado “bacteriolisinas”, incluye péptidos con un peso
molecular mayor de 30 kDa y son l&biles al calor (Abriouel et al., 2011). Su
mecanismo de accion se realiza a través de la hidrdlisis de la pared celular de las células
sensibles. Las bacteriolisinas mas representativas son la helveticina J producida por
Lactobacillus helveticus y la enterocina producida por Enterococcus faecium (Naidu et
al., 2006).

Dentro de las diferentes clases de bacteriocinas (especialmente las de las clases |
y 11) se han propuesto diferentes subclases, atendiendo a las peculiaridades bioquimicas
de cada una de ellas. Cabe destacar que esta clasificacion va cambiando de forma
continuada, a medida que se caracterizan nuevos péptidos con actividad antimicrobiana
0 se deduce su secuencia a partir del anlisis in silico de los genomas bacterianos. A
modo ilustrativo, en la Figura 2 se muestra una de las propuestas mas recientes, que
recoge la amplia variabilidad de bacteriocinas caracterizadas (Alvarez-Sieiro et al.,
2016).
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Figura 2. Esquema de clasificacion de las bacteriocinas producidas por bacterias acido-

lacticas (BAL) propuesto por Alvarez-Sieiro et al. (2016). Las subclases identificadas

mediante estudios in silico estan sombreadas en gris. El asterisco indica bacteriocinas

producidas por bacterias fuera del grupo lactico.
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111.2.1.2.- Aplicacion de las bacteriocinas en alimentos: Ventajas e inconvenientes

La eficacia de las bacteriocinas en los alimentos va a depender de un gran
namero de factores, muchos de ellos implican la interaccién con los componentes del
alimento, la precipitacion, la inactivacion, o la distribucién desigual de las moléculas de
bacteriocina en la matriz del alimento. Los alimentos son ecosistemas complejos que
pueden llegar a contener una gran variedad de microorganismos, dependiendo de estos
los podemos dividir desde el punto de vista comercial en alimentos estériles, crudos o
fermentados. En los alimentos estériles, los microorganismos contaminantes pueden
proliferar facilmente debido a la carencia de competidores, en estos la eficacia de las
bacteriocinas dependera directamente de la carga microbiana del contaminante, y se
necesitara una concentracién mayor de bacteriocina para inactivar un mayor nimero de
células diana. En alimentos crudos, la microbiota autdctona puede interaccionar con el
desarrollo de patégenos y puede disminuir la eficacia de las bacteriocinas debido a la
presencia de bacterias resistentes (tales como Gram-negativas) y/o la produccion de
enzimas (como las proteasas). Ademas, la bacteriocina puede no actuar siempre frente al
grupo bacteriano deseado, pudiendo inactivar por ejemplo bacterias responsables de la
fermentacién del alimento perjudicando a este. En alimentos procesados, los
microorganismos se pueden encontrar también en una gran variedad de estados
fisioldgicos, que pueden influir claramente en la sensibilidad a las bacteriocinas. Las
endosporas presentes en los alimentos pueden ser resistentes a las bacteriocinas, aunque
los tratamientos de procesado pueden activar la germinacion, aumentando su
sensibilidad. La eficacia de las bacteriocinas en los alimentos va a depender sobre todo
de la composicién microbiana del alimento y del estado fisiolégico de su microbiota.
También hay que considerar que los microorganismos no se distribuyen uniformemente
en el alimento, sino que tienden a formar microcolonias en los alimentos sélidos, o0 a
formar biopeliculas en la superficie del alimento y sobre las paredes de los envases.
Estas biopeliculas pueden afectar a la eficacia de las bacteriocinas y de las sustancias
antimicrobianas usadas en la industria alimentaria (Kumar y Anand, 1998).

Las bacteriocinas se pueden utilizar conjuntamente con otros tratamientos para
aumentar su efecto antimicrobiano. La eleccion de tratamientos a aplicar va a depender
sobre todo del tipo de alimento y de su composicion microbiana. Este punto debe ser
considerado cuidadosamente, puesto que en general cada tratamiento puede ejercer
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diversos efectos sobre los miembros de la comunidad microbiana. Por ejemplo la
eliminacion de algunos miembros de la poblacion microbiana puede proporcionar un
ambiente mas favorable para otros, debido a la falta de competencia. La interaccion
entre factores antimicrobianos puede modificar también el espectro de accion. Por
ejemplo, las bacterias Gram-negativas pueden ser sensibles a las bacteriocinas en

combinacidn con otros agentes que desestabilicen la membrana externa.

Como hemos podido ver, las bacteriocinas son excelentes candidatas para el
control de microorganismos patdgenos presentes en la industria alimentaria; ya sea
como bioconservantes, cuyo principal ejemplo es la nisina, 0 como desinfectantes. Se
puede decir que las bacteriocinas ciclicas presentan importantes ventajas frente a las
bacteriocinas lineales debido a su mayor estabilidad, que les permite estar protegidas de
la degradacién por exopeptidasas. Otra caracteristica que les proporciona una gran
ventaja es su resistencia natural a un amplio rango de pH y temperatura. Por lo que el
principal objetivo de la ingenieria de proteinas es generar moléculas con nuevas o
mejoradas caracteristicas, para posibles aplicaciones quimicas, farmacéuticas o

alimentarias.

Actualmente existe un gran interés en la industria alimentaria por encontrar
nuevas sustancias y métodos de conservacion de alimentos que permitan responder a
las necesidades de mercado, comercializando nuevos productos conservados de una
forma mas natural. Del mismo modo la aparicion de cepas resistentes a multiples
antibidticos y biocidas usados de forma comuin como desinfectantes, provoca una gran
necesidad de nuevos mecanismos de desinfeccién que nos permitan reducir las dosis de
dichos compuestos, utilizando productos naturales como las bacteriocinas, para evitar la

aparicion de dichas resistencias.

Por otro lado, existen algunas desventajas para la aplicacion de las bacteriocinas,
como son el desarrollo de resistencias a las bacteriocinas, o la formacién de biofilms
(Gravesen et al., 2002). Otra desventaja es la produccién de metabolitos (Nilsson et al.,
1999; Yamazaki et al., 2005) que pueden afectar al sabor y la textura del alimento,
cuando se utilizan a altas dosis. Sin embargo, actualmente el principal inconveniente es

el alto coste de produccion, que sigue siendo un obstaculo para el uso de bacteriocinas
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como conservante alimentario o desinfectante, por ello la combinacion de las

bacteriocinas con otros tratamientos minimizaria en parte la cantidad necesaria de esta.

Por tanto, las bacteriocinas son buenas candidatas para afrontar estos nuevos
retos, en la industria alimentaria. Es importante estudiar en profundidad los mecanismos
de accidn y produccion de dichas bacteriocinas en ambos niveles de conservacion para
poder asi optimizar nuevos métodos seguros que nos permitan disminuir los riesgos de
contaminacién en la industria y los riesgos en la salud de los consumidores. Asi pues,
debemos investigar las imitaciones de dichas sustancias a la hora de ser utilizadas en la

industria.

111.2.1.3.-La Enterocina AS-48

La enterocina AS-48 es un péptido antimicrobiano extensamente caracterizado
en cuanto a su composicion, estructura, mecanismos de accion, determinantes genéticos,
y aplicaciones en alimentos (Abriouel et al., 2010; Grande-Burgos et al., 2014,
Maqueda et al., 2004). Se trata de una bacteriocina producida por Enterococcus faecalis
subsp. liquefaciens S-48 (Galvez, 1984; Galvez et al., 1986). Es una bacteriocina
circular producida por cepas procedentes de muestras clinicas (Galvez et al., 1986;
Tomita et al., 1997) y de alimentos, como la leche y quesos tradicionales (Folli et al.,
2003; Joosten et al., 1996; Maisnier-Patin et al., 1996; Maqueda et al., 1998; Huang et
al., 2013). La enterocina AS-48 ha sido publicada bajo diferentes nombres como
enterocina EFS2 (Maisnier-Patin et al., 1996), enterocina 4 (Joosten et al., 1996),
bacteriocina 21 (Tomita et al., 1997) producidas por cepas de E. faecalis, o la
bacteriocina 7C5 producida por E. faecium 7C5 (Folli et al., 2003). En los Gltimos afios
se han descrito variantes naturales de la enterocina AS-48 producidas por diferentes
especies bacterianas, con pequefias diferencias en cuanto a la composicion
aminoacidica, niveles de produccion, y localizacion de los genes codificadores. Una de
las variantes de la enterocina AS-48, la enterocina AS-48RJ, difiere en un aminoacido y
proviene de una cepa de Enterococcus faecium aislada de queso de cabra casero
(Abriouel et al., 2005).

La enterocina AS-48 se libera al medio en cultivos liquidos, tanto en fase

exponencial como estacionaria, lo que indica que se produce durante el metabolismo
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celular primario (Galvez et al., 1986). Para su produccion se ha disefiado un medio de
cultivo con el que se consigue la produccion éptima de la bacteriocina, los mayores
titulos de AS-48 se obtienen cuando la cepa productora se cultiva en medios
suplementados con infusién de cerebro-corazdn, glucosa y trazas de sulfato magnésico,
a 37°C (Galvez et al., 1986; Abriouel et al., 2003). Posteriormente se realiza una
purificacion rapida en dos etapas, una cromatografia de intercambio cationico seguido
de una cromatografia de alto rendimiento de fase inversa (Galvez et al., 1989, Abriouel
et al., 2003). La enterocina AS-48 también puede obtnerse sobre subproductos de la
industria alimentaria econdmicos como por ejemplo el suero de leche, lo que abre el
camino para una produccion a escala industrial de preparados de bacteriocinas que
puedan ser utilizados como aditivos alimentarios (Ananou et al., 2008). Los parametros
criticos para la produccion Optima de enterocina AS-48 en este medio son la
estabilizacion del pH a 6,55 y la concentracion de glucosa al 1% (Kawai et al., 2001).

La actividad de la bacteriocina se expresa en unidades arbitrarias (UA) frente a
la cepa indicadora E. faecalis S-47 (UAS-47). Bajo condiciones O&ptimas de
fermentacion, se pueden producir hasta 360 UAS-47/ml (lo que equivale a 104 pg de
bacteriocina por ml) después de 18 h de cultivo. Los niveles de bacteriocina producida
se mantienen estables hasta las 20 h, lo cual es una ventaja adicional ya que proporciona
un margen amplio para la incubacion en caldos de cultivo y la recuperacion posterior de
la bacteriocina. También se puede obtener en polvo mediante secado lo que facilita su
aplicacion en alimentos (Ananou et al., 2010).

El analisis de la composicién aminoacidica muestra una alta proporcion de
aminoécidos bésicos, lo que justifica su carécter fuertemente catiénico (pl = 10.5).
Ademas, contiene una gran cantidad de residuos hidrofobicos (Ala, Pro, Val, Met, lle,
Leu y Phe) y de aminoacidos hidrofilicos sin carga neta (Ser, Gly, Thr, y Tyr) (Galvez
et al., 1989a). La enterocina AS-48 tiene 70 residuos de amino&cidos en total (Samyn et
al., 1994). La concentracion de unos y de otros en sendas zonas de la molécula le
confiere un caracter anfipatico, lo que estd de acuerdo con su mecanismo de accion.
Tiene una masa molecular de 7,14 kDa y un pl de 10,09. El andlisis de los
determinantes genéticos para la produccion de bacteriocina indicé que el gen estructural
de la enterocina AS-48 codifica para un prepéptido de 105 aminoacidos, que se procesa
por la eliminacién de un péptido sefial de 35 aminoacidos (Martinez-Bueno et al.,
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1994). Una caracteristica peculiar de la enterocina AS-48 es que sus extremos N- y C-
terminales estan unidos por un enlace peptidico formado entre la metionina N-terminal
(Metl) y el triptéfano C-terminal (Trp70), dando una estructura circular (Samyn et al.,
1994) (Figura 3).

Figura 3. Estructura de la enterocina AS-48 obtenida mediante el programa RasMol a

partir del fichero de coordenadas generado mediante RMN.

En el momento de su caracterizacion molecular, fue la primera bacteriocina
descrita con estructura circular. La carnociclina A de Carnobacterium maltaromaticum
y la uberolisina A de Streptococcus uberis tienen una estructura similar a la enterocina
AS 48, aunque tienen una baja identidad de secuencia (Gabrielsen et al., 2014). La
molécula se encuentra plegada en cinco hélices alfa conectadas por cortas regiones de
giro que encierran un nacleo compacto hidrofébico (Langdon et al., 1998; Gonzélez et
al., 2000). La union de cabeza a cola se encuentra en el centro de la hélice 5, y tiene un
efecto pronunciado sobre la estabilidad de la estructura tridimensional de la molécula.

Su secuencia de aminoécidos revela una distribucion altamente asimétrica de cargas
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positivas, ya que los 10 residuos de aminoacidos basicos encontrados en la molécula
estan contenidos en un segmento de 26 residuos de un total de 70. Por lo tanto, esta
region tiene el potencial electrostatico mas alto. La circularidad y el plegado compacto
confieren a las moléculas de enterocina AS-48 una notable estabilidad a situaciones
extremas de pH, calor y agentes desnaturalizantes. Este es el primer ejemplo de
modificacion postraduccional de un péptido, que da lugar a una molécula con estructura
ciclica, surgida de la unidon de los residuos situados en ambos extremos, tras la
separacion del péptido sefial (Samyn et al., 1994). Esta organizacién da lugar a una
fuerte acumulacion de cargas positivas en una zona superficial de la proteina, lo que se
considera determinante de su actividad formadora de poros en las membranas
bacterianas (Gonzalez et al., 2000). La estructura global de AS-48 aparece muy
compacta, con las cadenas laterales hidrofébicas de las hélices formando el corazén de
la proteina.

La estabilidad que le confiere la forma circular y el plegamiento de la molécula
es una ventaja para la aplicacién de la enterocina AS-48 en los sistemas alimentarios.
Ademas, la enterocina AS-48 puede degradarse por las proteasas del tracto intestinal
(tripsina, pepsina), disminuyendo tedricamente su posible impacto en la microbiota
intestinal por las moléculas de bacteriocina ingeridas junto con los alimentos. Por el

contrario, es resistente a carboxipeptidasas y aminopeptidasas (Montalban et al., 2008).

Las primeras investigaciones sobre los aspectos genéticos de AS-48 pusieron de
manifiesto la localizacion de sus determinantes genéticos en un plasmido conjugativo de
68 kb, que responde a feromonas, denominado pMB2 (Martinez-Bueno et al., 1990), el
cual es responsable tanto de la produccion del péptido como de la resistencia frente al
mismo. El posterior estudio de este plasmido ha permitido localizar y secuenciar el gen
estructural, as-48A (Martinez-Bueno et al., 1994; Fernandez et al., 2007) y una serie de
9 genes situados corriente debajo de éste, as-48B, as-48C, as- 48C1, as-48D, as-48D1,
as-48E, as-48F, as-48G y as-48H relacionados con la produccién y/o la resistencia
frente a AS-48 (Martinez-Bueno et al., 1998; Diaz- Torres, 1999; Diaz et al., 2003;
Maqueda et al., 2009). EI cluster de genes para la produccion de enterocina AS-48 se ha
clonado en varias cepas de bacterias lacticas (BAL) de los géneros Enterococcus,
Lactococcus y Lactobacillus (Fernandez et al.,, 2007). Tanto la produccion de

bacteriocina como la inmunidad se expresaron satisfactoriamente en hospedadores de
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Enterococcus. Sin embargo, no se detecté produccion de bacteriocina en lactococos o
lactobacilos, aunque siempre se detectd la expresioén de un nivel parcial de resistencia
contra AS-48. Las proteinas de fusion de formas lineales o permutadas de la enterocin
AS-48 se pueden expresar en E. coli, pero muestran una fuerte tendencia a agregarse. Se
ha demostrado que los fragmentos hibridos de proteinas de fusion recuperados después
de la escision no especifica con enteroquinasa y cromatografia liquida de alto

rendimiento (HPLC), tenian actividad anti-Listeria (Montalban-L6pez et al., 2011).

Espectro inhibidor de la enterocina AS-48

Se ha demostrado que la enterocina AS-48 tiene actividad antibacteriana pero no
frente a levaduras y mohos u otras células eucariotas. La adicion de bacteriocina no
causd ningun efecto sobre células intactas de Sacharomyces cerevisiae o0 las amebas
Naegleria fowleri y Acanthamoeba. La concentracién de bacteriocina necesaria para
inducir cambios morfoldgicos parciales (visibles bajo un microscopio) en una linea
celular Vero (100 pg/ml) fue excesivamente mayor que la concentracion inhibitoria para
la mayoria de las bacterias (entre 1,5 y 10 ug / ml). Sin embargo, un estudio publicado
recientemente ha descrito que esta bacteriocina tiene actividad leismanicida, actuando
tanto a nivel de la membrana plasméatica como a nivel intracelular, afectando a las

mitocondrias (Abengozar e al., 2017).

La enterocina AS-48 tiene efecto bactericida sobre la gran mayoria de las
bacterias Gram-positivas ensayadas, siendo especialmente sensibles ciertas cepas de
Enterococcus, Bacillus, Mycobacterium, Corynebacterium y Planococcus (Galvez,
1987; Gélvez et al., 1985, 1989b). Asi mismo, es interesante resaltar la actividad de AS-
48 frente a bacterias patdgenas y/o alterantes transmitidas por alimentos, como L.
monocytogenes (Mendoza et al., 1999; Cobo Molinos et al., 2005), B. cereus (Abriouel
et al., 2002; Mufioz et al., 2004; Grande Burgos et al., 2009; Martinez Viedma et al.,
2009; Cobo Molinos et al., 2008) y S. aureus (Grande Burgos et al., 2007; Martinez
Viedma et al., 2009). La adicion de concentraciones bajas de enterocina AS-48 a
cultivos exponenciales de todas estas cepas disminuyé el crecimiento y la presencia de
celulas viables. Ademas, la ausencia de turbidez en muchos casos, tras la adicién de la
enterocina AS-48, indican su accién bacteriolitica. Las bacterias con &cidos micdlicos
en sus paredes celulares (Corynebacterium, Mycobacterium y Nocardia) son altamente
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sensibles a la enterocina AS-48. Las especies del género Listeria también son sensibles
a la enterocina AS-48. L. monocytogenes se inhibe en medio liquido con una
concentracion de bacteriocina de tan solo 0,1 pg/ml. Brochothrix thermosphacta y las
bacterias lacticas (pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc
y Pediococcus) también son sensibles a la bacteriocina. Las bacterias formadoras de
endosporas aerobias 0 anaerobias facultativas (B. cereus, Bacillus coagulans, Bacillus
subtilis, Paenibacillus spp., Bacillus licheniformis, Bacillus macroides, Alicyclobacillus
acidoterrestris, Alicyclobacillus acidocaldarius y Geobacillus stearothermophilus), asi
como las anaerobias formadoras de endosporas (Clostridium perfringens, Clostridium
sporogenes y Clostridium tetani) también son sensibles a la bacteriocina. Cuando se
ensay0 la efectividad de la enterocina frente a las endosporas de B. cereus, no se vié
afectada la viabilidad de estas al incubarlas con una concentraciéon de 50 pg/ml de
bacteriocina durante 3 h, lo que indica que las endosporas son resistentes a la
bacteriocina (Abriouel et al., 2002).

Aunque AS-48 afecta también a diversas especies de bacterias Gram-negativas,
éstas son mucho menos sensibles debido al efecto protector de la membrana externa
(Gélvez et al., 1989b; Abriouel et al., 1998). Las especies mas sensibles son
Myxococcus, E. coli y Rhizobium. Las cepas de Myxococcus son las Unicas bacterias
Gram-negativas que se lisan después de la adicién de bacteriocina a concentraciones
similares a las utilizadas para inhibir las bacterias Gram-positivas. Otras bacterias
Gram-negativas como Agrobacterium, Salmonella, Shigella, Pseudomonas y Klebsiella,
fueron menos sensibles, necesitdndose concentraciones altas de bacteriocina para su
inhibicién (por encima de 100 pg/ml), y ninguna de ellas fue lisada. El empleo de
tratamientos combinados de enterocina AS-48 con calor subletal, quelatos (tales como
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o tripolifosfato), campos eléctricos pulsados de
alta intensidad (HIPEF), o alta presion hidrostética, pueden aumentar la actividad frente
a bacterias Gram-negativas como S. enterica (Abriouel et al., 1998; Martinez Viedma et
al., 2008; Cobo Molinos et al., 2008; Ananou et al., 2010) y E. coli O157:H7 (Ananou
et al., 2005b; Cobo Molinos et al., 2008).

Dado el potencial tecnoldgico de esta bacteriocina como bioconservante, su
eficacia ha sido comprobada en diversos sistemas alimentarios tales como productos
carnicos (para controlar L. monocytogenes y S. aureus; Ananou et al., 2005a,c), leche y
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queso (frente a B. cereus y S. aureus; Mufioz et al., 2005, 2007), y en alimentos de
origen vegetal para controlar L. monocytogenes (Cobo Molinos et al., 2005) asi como en
zumo de manzana en combinacién con otras barreras para controlar E. coli (Ananou et
al., 2005c). La actividad frente a S. aureus se vio incrementada in vitro en combinacion
con diversos conservantes quimicos, en especial los &cidos orgénicos y el tripolifosfato
sodico (Ananou et al., 2007; Martinez Viedma et al., 2009). En el caso de las
endosporas de B. cereus en arroz, la actividad de la bacteriocina se vio potenciada al
combinarla con tratamientos de calor (Grande et al., 2006). Este efecto combinado de la
enterocina AS-48 y los tratamientos térmicos fue corroborado en Bacillus licheniformis.
Cuando las endosporas de B. licheniformis inoculadas en una sidra comercial de
manzana fueron sometidas a tratamiento térmico en presencia de enterocina AS-48, los
recuentos de células viables disminuyeron en proporcion al tratamiento térmico (85 a 95
° C durante 1 a 6 min) y la bacteriocina, no detectandose supervivientes después de los
tratamientos a 95°C durante 4 min y 6 ug/ml de bacteriocina 0 1 min y 12 ug/ml de
enterocina AS-48 (Grande et al., 2006). La combinacion de tratamientos con la
enterocina AS48 y alta presion hidrostatica es efectiva frente a bacterias Gram-positivas
como S. aureus en arroz (Pérez Pulido et al., 2012) o Leuconostoc en la chirimoya
(Toledo del Arbol et al., 2016).

Aunque se han estudiado muchas bacteriocinas para la inactivacion de patdgenos
transmitidos por los alimentos en estado plancténico, s6lo unos pocos estudios han
explorado la posibilidad de utilizar bacteriocinas o sus subproductos frente a bacterias
sésiles (Ammor et al., 2006; Bower, et al., 1995; Kumar et al., 2009; Leriche et al.,
1999; Minei et al., 2008; Winkelstroter et al., 2011; Zhao et al., 2004). La Nisina y
Sakacia 1 redujeron la adherencia de L. monocytogenes a silice y a superficies de acero
inoxidable, respectivamente (Bower et al., 1995; Winkelstroter et al., 2011). La
actividad antimicrobiana de las bacteriocinas puede mejorarse al combinarlas con otras
sustancias antimicrobianas, pero hay pocos estudios que hayan demostrado sinergia
entre bacteriocinas y desinfectantes o biocidas. La bacteriocina PsVP-10 de
Pseudomonas es capaz de actuar sinérgicamente con la clorexidina y triclosan frente a
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus en estado plancténico, asi como en
biofilms (Lobos et al., 2009). Otra bacteriocina, la enterocina AS-48 potencia su
actividad frente a L. monocytogenes al combinarla con una variedad de biocidas
(Caballero Gomez et al., 2012).
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La combinacion de compuestos antimicrobianos y bacteriocinas pueden mejorar
considerablemente la inactivacion de bacterias patdgenas o toxicogénicas en los
sistemas alimentarios, incluyendo S. aureus. En estudios anteriores, se demostrd que la
adicibn de compuestos fendlicos junto con la enterocina AS-48 mejora
significativamente la inactivacion de S. aureus CECT 976 en salsas (Grande et al.,
2007). Entre ellos, el acido hidrocinamico y el carvacrol fueron los que mostraron los
mejores resultados al combinarlos con la enterocina AS-48 (Grande et al., 2007). Otro
estudio demostrd que la enterocina AS-48 actud sinérgicamente con el compuesto
antimicrobiano 2-nitro-1- Propanol (2NPOH) en bebidas y en salsas (Grande et al.,
2007). Sin embargo, también se observd que la eficacia de la bacteriocina y los
tratamientos frente a S. aureus CECT 976 dependian en gran medida tipo de alimento.
Por esta razdn, la eficacia de los tratamientos combinados debera ser evaluada para cada

sustrato o alimento especifico.

Como hemos comentado, la enterocin AS-48 es un péptido antimicrobiano
ciclico de gran interés para su aplicacion en la conservacién de los alimentos (Abriouel
et al., 2010; Grande-Burgos et al., 2014; Maqueda et al., 2004) frente a patdgenos de
origen alimentario, tanto en cultivos liquidos como en alimentos (Abriouel et al., 2010)
sin embargo, la actividad frente a algunas bacterias es limitada, con lo que se puede
pensar en combinarla con otros tratamientos para mejorar su actividad y asi poder

minimizar por ejemplo los efectos secundarios de otros tipos de tratamientos quimicos.

111.2.2.- Péptidos antimicrobianos de sintesis no ribosémica

A diferencia de las bacteriocinas, que se producen mediante sintesis ribosémica,
en la naturaleza existe un amplio grupo de péptidos antimicrobianos de sintesis no
ribosémica (también conocidos como antibidticos polipeptidicos). La mayoria son
producidos por especies del grupo de Bacillus, y suelen contener una parte lipidica
(lipopéptidos). La polimixina B es un antibiotico polipeptidico producido por
Paenibacillus polymyxa. Su espectro de accion se limita a las bacterias Gram-negativas.
El mecanismo de accion de la polimixina B se basa en la permeabilizacion de la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas mediante unién al lipido A (Horton
y Pankey, 1982; Velkov et al., 2010). Esta union destruye las membranas bacterianas
mediante un efecto detergente, aumentando la permeabilidad de la membrana lo que se
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traduce en muerte celular. La polimixina B es bactericida frente a la mayor parte de
bacterias Gram-negativas, aungue algunos Proteus y Serratia pueden ser resistentes.
Los microorganismos generalmente susceptibles a polimixina B son Pseudomonas
aeruginosa, E. coli, Haemophilus influenzae, Enterobacter aerogenes y Klebsiella
pneumoniae. Hoy dia la polimixina B se utiliza en raras ocasiones debido a su potencial
nefrotoxico; solo se utiliza por via oftalmica, Gtica o topica o en combinacion con otros
antibidticos. Los efectos nefrotdxicos contrarrestan su potencial uso como
antimicrobiano alternativo en el tratamiento de infecciones producidas por bacterias

multirresistentes.

Ya que las polimixinas son péptidos cationicos ciclicos activos frente a
bacterias Gram-negativas gracias a su actividad detergente sobre la membrana externa y
la membrana citoplasmatica (Horton y Pankey, 1982), cabria pensar que las polimixinas
puedan mejorar la actividad de las bacteriocinas frente a bacterias Gram-negativas. En
un estudio reciente, se demostré que la actividad de la polimixina E frente a E. coli
aument6 al combinarla con bacteriocinas como la nisina o la pediocina PA-1
(Naghmouchi et al., 2011). Si bien no existen estudios previos sobre la combinacién de
polimixina B con enterocina AS-48, cabria esperar también un incremento de la
actividad de ambas frente a bacterias Gram-negativas. Gracias al efecto permeabilizante
de la polimixina B, se podria aumentar también la actividad de otros antimicrobianos,

como por ejemplo los biocidas.

IV.-RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

En la actualidad existen diversas técnicas para prolongar la vida util de los
alimentos frescos, minimamente procesados y procesados. Entre estas tecnologias
destaca el desarrollo y uso de recubrimientos comestibles que contienen sustancias
antimicrobianas que evitan la presencia de patdgenos que pueden trasmitirse por los

alimentos.

La utilizacién de recubrimientos comestibles se empez6 a aplicar a principios
del siglo XII, recubriendo de ceras las frutas con el fin de mantenerlas més tiempo
(Krochta y Mulder-Johnston, 1997). Posteriormente en China también se aplicd para
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mantener estables limones y naranjas. En 1930 se utilizaron en otras frutas como
manzanas y peras. Lowings y Cutts en 1982, describieron el primer material comestible,

no toxico, insipido, inodoro y eficaz para aumentar la vida util de frutas y verduras.

Los recubrimientos comestibles se definen como matrices continuas o capas
delgadas de materiales comestibles (tales como proteinas, polisacaridos y lipidos)
aplicadas a la superficie del producto alimentario formando una pelicula (Cagri et al.,
2004; Dhall, 2013), con el fin de controlar la transferencia de agua, gases como oxigeno
y diéxido de carbono, controlar la tasa de crecimiento microbiano y conservar las
caracteristicas organolépticas de los productos (Smith et al., 1987; Nisperos-Carriedo et
al., 1992a; Guilbert et al., 1996; Lerdthanangkul y Krochta, 1996; Avena - Bustillos et
al., 1997; McHugh y Senesi, 2000). Se aplican directamente en la superficie del
alimento por inmersién, rociado, aspersién o cepillado, para crear una atmdsfera
modificada (Guilbert et al., 1996, Krochta y Mulder - Johnston, 1997; McHugh y
Senesi, 2000). Ya que el alimento se va a consumir, el material que se utilice para el
recubrimiento debe considerarse como seguro para su consumo (GRAS), debe
proporcionar un valor afadido al producto, (Park et al., 1994, Krochta y Mulder-
Johnston, 1997; Baldwin et al., 2012), y estar autorizado para uso en alimentos en las
condiciones especificadas en las normativas para productos alimentarios (Guilbert et al.,
1996).

El recubrimiento ideal se define como aquel que es capaz de prolongar la vida de
almacenamiento del alimento sin causar modificaciones en este ni afectar a su calidad.
Inicialmente, se utilizaban para evitar la pérdida de agua por parte del alimento, pero
actualmente debido a la existencia de diferentes formulas de recubrimientos y a la
capacidad de estos se ha ampliado el potencial de aplicacion en los alimentos (Avena-
Bustillos et al.,, 1994; Park et al., 1994). Por ejemplo los recubrimientos en
determinadas frutas pueden mejorar las caracteristicas nutritivas del producto, con lo
que aumenta el valor de estas en el mercado (McHugh y Senesi, 2000). El efecto de los
recubrimientos en las frutas y hortalizas depende de la temperatura, alcalinidad, espesor
y tipo de revestimiento, asi como de la variedad y condicion de las frutas y hortalizas
(Park et al., 1994). Ademés, los recubrimientos van a disminuir los dafios mecénicos,
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fisicos y quimicos que genera el medio ambiente al producto. Su uso en los diferentes
alimentos (Tabla 4) viene condicionados por:

Tabla 4. Parametros del uso de recubrimientos en alimentos (Rojas-Grau, 2009).

PARAMETRO

Coste

Disponibilidad

Funcionalidad

Propiedades mecanicas (flexibilidad y tension)

Propiedades 6pticas (brillo y opacidad)

Barrera contra flujo de gases

Aceptabilidad sensorial

Resistencia estructural contra el agua

Resistencia estructural contra los microorganismos

Las caracteristicas del material utilizado van a depender de las condiciones en
las que se elaboran los recubrimientos, y el tipo y concentracion de aditivos. Estos
aditivos son agregados en el proceso de elaboracion de los recubrimientos y pueden ser
agentes antioxidantes, antimicrobianos, aromatizantes, pigmentos o nutrientes (Pascall y
Lin, 2013).

Los recubrimientos usados en la industria de alimentos deben cumplir con una
serie de caracteristicas ideales (Tabla 5). Es dificil encontrar uno que cumpla con todas
las caracteristicas mencionadas en la tabla, pero, la diversidad de componentes y
alimentos hacen posible diferentes combinaciones entre ellos y que cada dia aparezcan

nuevos recubrimientos combinando diferentes técnicas de conservacion alimentaria.
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Tabla 5. Caracteristicas ideales de los recubrimientos empleados en la industria
alimentaria (Arvanitoyannis y Gorris, 1999; Baldwin et al., 2012).

CARACTERISTICAS IDEALES DE LOS RECUBRIMIENTOS

Secar rapidamente

No producir espuma

Ser resistente al agua

No agrietarse, decolorarse o caerse durante la manipulacidn

No reaccionar de manera adversa con los alimentos

No modificar la calidad del producto

Permitir el paso de gases como oxigeno o diéxido de carbono

Durante el almacenamiento no fermentar, coagular, separarse o desarrollar sabores
desagradables en el alimento

Debe derretirse por encima de 40°C sin descomposicién.

Debe tener baja viscosidad y ser econémico

IV.1.-Tipos de recubrimientos

Los recubrimientos comestibles pueden estar compuestos por diferentes
sustratos producidos en la industria alimentaria. Pueden estar compuestos de
polisacéaridos tales como almidén, alginato, goma xantana, celulosa, quitosano, y
carragenanos, 0 por proteinas tales como proteina de suero, proteina de soja, 0 de maiz
entre otros (Cagri et al., 2004; Cha y Chinnan, 2004; De Azevedo, 2012; Dhall, 2013;
Kuorwel et al., 2011; Lin y Zhao, 2007) (Tabla 6). Los polisacaridos, las proteinas y los
lipidos son los tres principales ingredientes poliméricos usados en los alimentos. En
muchos casos se mezclan dos o mas materiales con el fin de obtener un producto de
mejor calidad. Los polisacaridos son hidrofilicos y debido a sus propiedades quimicas
constituyen una barrera muy eficiente frente al oxigeno, pero deficiente frente a la
humedad. Los lipidos proporcionan una buena barrera frente a la humedad debido a su
naturaleza hidrofobica, pero tienen propiedades mecanicas deficientes. Los
recubrimientos de proteinas son también hidrofilicos, y tienen una buena resistencia

mecénica (Pascall y Lin, 2013).

El quitosano tiene excelentes capacidades para formar peliculas con propiedades

antimicrobianas y se ha utilizado con gran éxito para controlar la calidad comercial de

47



frutas y vegetales (Lin y Zhao, 2007), incluyendo las rodajas de manzana (Qi et al.,
2011). La pectina es una sustancia soluble que se encuentra en muchos tejidos
vegetales. Los recubrimientos comestibles obtenidos a partir de pectina y sus derivados
tienen gran interés en aplicaciones relacionadas con la alimentacion por sus propiedades
mecanicas, ya que generan un efecto barrera frente al transporte de gases. También se
pueden obtener recubrimientos con diversas propiedades funcionales adicionando
sustancias encapsuladas o como parte de la matriz. Se utilizan actualmente en frutas y

verduras frescas 0 minimamente procesadas (Ciolacu et al., 2014; Valdés et al., 2015).

La goma xantana es un polisacarido de origen microbiano que se ha utilizado
eficazmente para la conservacion de los melocotones minimamente procesados (Pizato
et al., 2013) y también como conservante aplicado en manzanas frescas (Rodrigues-
Freitas et al., 2013). La carboximetilcelulosa es otro polimero con efectos beneficiosos,
utilizado para retrasar la maduracion de diferentes frutas (Meheriuk y Lau, 1988;
Sayanjali et al., 2011). El alginato sddico posee propiedades fisicas y bioldgicas, tales
como la retencibn de humedad, tiene capacidad de gelificacion y buena
biocompatibilidad (Pei et al., 2008). El caseinato, un material a base de proteinas de la
leche, se ha ensayado en diferentes frutas y hortalizas incluyendo manzanas y patatas
(Letien et al., 2001) para controlar la respiracion poscosecha.

Tabla 6. Principales materias primas utilizadas en peliculas comestibles (Cagri et al.,
2004).

MATERIAS PRIMAS

Caseina Gluten de trigo Celulosa
Colageno Proteina de suero de leche Almiddn
Zeina de maiz Proteina de soja Quitosano
Gelatina Alginatos
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IVV.2.-Aplicaciones en alimentos

Como ya hemos comentado anteriormente los recubrimientos comestibles no son
un invento nuevo, se han aplicado desde hace afios, pero cada vez son mas los alimentos
sobre los que se aplican, asi como los fines para su utilizacion. Actualmente existen
muchos estudios de nuevos componentes, nuevas mezclas y aplicaciones, con lo que
hace que la utilizacion de los recubrimientos como técnica de conservacién en alimentos
esté de actualidad. (Kokoszka y Lenart, 2007; Ramos et al., 2012; Marquez et al., 2017).

Los alimentos de origen animal proporcionan un ambiente adecuado para el
crecimiento de microorganismos patdgenos y alterantes, el uso de recubrimientos
comestibles es una opcion prometedora para conservar productos carnicos tanto crudos
como procesados (Sanchez Ortega et al., 2014). Se han estudiado recubrimientos con
quitosano como conservantes en salami, o hamburguesas de cerdo, para controlar la
microbiota (Moreira et al., 2011). A modo de ejemplo, en otro ensayo se evalud la
actividad del recubrimiento de quitosano con aceite de girasol, observandose un
descenso en el recuento de microorganismo comparado con las hamburguesas de cerdo

sin recubrimiento y las hamburguesas solo con quitosano (Vargas et al., 2011).

En productos de panaderia como son galletas, cereales o bocadillos, también se
han ensayado recubrimientos de polisacaridos para controlar la humedad y mantener la
textura crujiente (Baldwin et al., 2012). La metilcelulosa y la hidroxiprolpilmetil
celulosa se han utilizado también como recubrimientos para reducir la absorcion de
aceite en discos de masa de trigo para hornear, siendo mas eficaz la metilcelulosa
(Garcia et al., 2002).

En frutas los recubrimientos comestible se aplican por ejemplo sobre manzanas
cortadas para producir una atmosfera modificada, que reduce la descomposicion y
retrasa la maduracién y los cambios de color (Olivas y Barbosa-Canovas, 2005).
Diversos emulsionantes y gelificantes, que retienen agua y mejoran la textura y
contribuyen al rendimiento del alimento, se han aplicado en diferentes frutas y
hortalizas incluyendo manzanas y patatas (Letien et al., 2001), para controlar la
respiraciéon en la vida de postcosecha del producto. Se ha comprobado que los

recubrimientos de almidén al 4% aumentan en 10 dias la vida atil de la fruta
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manteniendo su textura y calidad (Achipiz et al., 2013). La aplicacion de recubrimientos
de quitosano retrasa la maduracion de las frutas, como platano o uvas (Romanazzi et al.,
2002) y otras. En 2007 se ensayaron los primeros recubrimientos con probioticos,
compuestos de alginato o proteinas con bifidobacterias viables y se aplicaron a frutas
frescas cortadas como la manzana o papaya. Los resultados indicaron que los
recubrimientos elaborados con proteinas eran mas efectivos que los de alginato en las

frutas troceadas (Tapia et al., 2007).

En cuanto a las hortalizas y otros productos, el quitosano ha sido también uno de
los mas empleados, por ejemplo en champifiones cortados, o tomates (Garcia et al.,
2014). En el caso de las zanahorias se han utilizado recubrimientos comestibles
elaborados con biopolimeros adicionados de calcio y vitamina E, con lo que se aumentd
el valor nutricional de las zanahorias sin afectar al aroma, frescura y la cantidad de beta-

carotenos de estas (Mei et al., 2002).

El uso de recubrimientos comestibles y su aplicacion se rigen por la legislacion
vigente en el pais donde se aplican, o en el pais donde se exportaran las frutas y
hortalizas. En la Tabla 7 se muestran alguno de los recubrimientos aplicados a frutas y
vegetales. Cabe destacar que la celulosa y sus derivados estan incorporados en la
mayoria de los productos comerciales tales como Semperfresh (AgriCoat Industries
Ltd., Berkshire, Reino Unido), Pro-long (Grupo Courtaulds, Londres), Nature-Seal
(Ecoscience Product System Divison, Orlando, FL), y Natural Shine 9000 (Pace
International, Seattle, EE.UU.) entre otros.
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Tabla 7. Aplicaciones de diferentes recubrimientos en frutas y vegetales (Dhall, 2013).

MATERIAL DE COMPOSICION FRUTA/ VEGETAL EFECTO DEL RECUBRIMIENTO

RECUBRIMIENTO

Semperfresh ™ Esteres de sacarosa | Calabacin Reduce las pérdidas de agua y CO, interno
con una elevada Manzana Reduce cambio de color, retiene la acidez
proporcion de éster incrementa la vida util y mantiene sus cualidades
acido graso Tomate Reduce cambio de color, retiene la acidez
saturado de cadena incrementa la vida util y mantiene sus cualidades
corta, Banana Decrece la produccién de etileno y retrasa la
sal de sodio, perdida de clorofila
mono y diglicéridos
mixtos

Prolong Mezcla de ésteres Mango Retarda la maduracién y la pérdida de carotenos.
de acidos grasos y Es una barrera para impedir la difusién de O,
sacarosa, CMC Pera Retiene la firmeza, al color verde de la piel, y
sodicay monoy mantiene la acidez deseable
diglicéridos

Tal Prolong Mezcla de ésteres Mango Retrasa la maduracion

de acidos grasos y
sacarosa, CMC
sodicay monoy
diglicéridos

t
Nature-seal ™™

Bases de celulosa
de recubrimentos
comestibles

Mango y tomate
Pomelo

Retrasa la maduraciéon

Zanahoria

Retrasa la maduracidn y pérdida de carotenos, es
una barrera para la difusion del 02

Chitosan Quitosano y Tween | Fresas, pepino, Antimicrobiano
80 pimiento marrén
Manzana, pera, Actla como barrera de gas
ciruela y melocotén
Litchi Reduce la pérdida de humedad y el
pardeamiento
Mejora la conservacion
Zanahoria Mejora la apariencia
Tomate Reduccién de la frecuencia respiratoria,
produccién de etileno y aumento de acidez
deseable
Pera Produccién reducida de etileno y retraso en la
maduracion
Zein Proteina de maiz Tomate Retraso en el color, pérdida de firmeza y peso y
(zeina) prolongar la vida util
Nutri-save N,O carboximetil Manzana, peray Mayor vida util
quitosano granada
Brilloshine Ester de sacarosa y Manzana, aguacate, Proteger, aumenta el brillo y extiende la vida util
cera melones y citricos
Nu-coatFlo, Esteres de sacarosa | Manzana, platano, Proteger, aumenta el brillo y extiende la vida util
Ban-seel de acidos grasos y pepino, guayaba,
sal sédica de CMC meldn, peray ciruela
Citrashine Ester de sacarosa y Mandarina Proteger, aumenta el brillo y extiende la vida util
cera
Casein Caseinato de calcio Pimiento morrén Barrera de gases efectiva a O, y CO, interna,
inhibe el cambio de color y reduce el deterioro
Caseinato de sodio Reduce la pérdida de humedad
y acido estedrico
Celulosa MCy glicerol Zanahoria Extiende la vida util, resultando mas caroteno
que el control
Freshseal ™ Alcohol polivinilico, Frutas Extiende la vida util

almidény
tensoactivo
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IV.3.-Peliculas comestibles cargadas con antimicrobianos

Las peliculas y recubrimientos con antimicrobianos han innovado el concepto de
envases activos y se han desarrollado para reducir, inhibir o detener el crecimiento de
microorganismos sobre la superficie de los alimentos (Appendini y Hotchkiss, 2002).
Aunque muchos de los componentes basicos como el quitosano o la metilcelulosa
poseen actividades antimicrobianas, los recubrimientos tiene la posibilidad de
incorporar en ellos antimicrobianos como enzimas, agentes quelantes, bacteriocinas,
benzoatos, propionatos, sorbatos y agentes antimicrobianos de origen natural como los

aceites esenciales.

Estos compuestos permiten alargar la vida util del producto y disminuir el riesgo
del crecimiento de microorganismos patdégenos en la superficie del alimento (Roney,
2002; Cagri et al., 2004; Lin y Zhao, 2007). Los antimicrobianos se eligen en funcion
del alimento, y se pueden combinar con otras sustancias como antioxidantes, colorantes,
saborizantes... La difusion del antimicrobiano viene condicionada por el pH, la
actividad de agua, la temperatura, y las condiciones de almacenamiento (Lin y Zhao,
2007; Ozdemir y Floros, 2008). Se han incorporado acidos organicos débiles y sus sales
derivadas con actividad frente a hongos y bacterias para recubrumientos aplicados en
alimentos como frutas, verduras, pescados, carnes, derivados lacteos... reduciendo la

carga microbiana e inhibiendo a los patdgenos de la superficie (Cagri et al., 2004).

Un de las estrategias para mejorar el papel protector de los recubrimientos
comestibles es incorporar aditivos quimicos tales como EDTA, lactato de sodio,
diacetato potasio y otros, individualmente o combinados con antimicrobianos naturales,
tales como aceites esenciales, lisozima o bacteriocinas (Galvez et al., 2014; Realini y
Marcos, 2014; Valencia-Chamorro et al., 2011). Las sales de EDTA tienen multiples
aplicaciones en la industria alimentaria; por ejemplo el Na2EDTA esta aprobado para
uso en una variedad de alimentos en concentraciones que oscilan entre 35 y 800 ppm
(21 CFR 72) (Codigo de Regulaciones Federales, 1998; Heimbach et al., 2000) o
incluso hasta 1000 ppm dependiendo del alimento de acuerdo con el Codex
Alimentarius (FAO-OMS, 2015). El lactato de sodio (E-325) se puede afadir a
diferentes alimentos como antioxidante, emulsionante y regulador de acidez asi como

por sus propiedades antimicrobianas (FAO-OMS, 2015).
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Debido al rechazo de los consumidores a los productos con aditivos quimicos, se
han investigado en los Ultimos afios recubrimientos con antimicrobianos naturales como
extractos de orégano, aceites de plantas esenciales, bacteriocinas, etc... (Avila-Sosa et
al., 2008; Ozdemir y Floro, 2008). A modo de ejemplo, para inhibir el crecimiento
bacterias como L. monocytogenes, se ha utilizado recubrimientos con nisina en
salchichas (Cooksey, 2005). Otro ejemplo es el estudio de Min et al., en 2008,
demostrando la efectividad de recubrimientos con lisozima en salmén ahumado para
reducir el crecimiento de Pseudomonas en la superficie del ahumado. En cuanto a los
aceites esenciales, se han utilizado recubrimientos con extractos de orégano, albahaca,
anis, té, limén, o canela para evitar la presencia en alimentos de bacterias como E. coli o

L. monocytogenes (Zivanovik et al., 2005; Rojas-Grau et al., 2007).

La incorporacion de sustancias antimicrobianas en los recubrimientos
comestibles ofrece amplias posibilidades para desarrollar nuevas técnicas de
conservacion de alimentos, manteniendo siempre la calidad de estos y minimizando el

riesgo de contaminacion alimentaria para el consumidor.

V.- TRATAMIENTOS POR ALTA PRESION HIDROSTATICA (APH)

El tratamiento por Alta Presion Hidrostatica (APH), consiste en someter a un
alimento a elevados niveles de presién hidrostatica de 100-1000 MPa, de forma
continua durante un tiempo controlado (Herrero y Romero de Avila, 2006), con el fin de
reducir la carga microbiana del alimento, aumentando asi su vida util y manteniendo las
caracteristicas organolépticas del producto. La APH inactiva las células microbianas sin
alterar la calidad sensorial ni los nutrientes de los alimentos (Barba et al., 2015; Cheftel,
1995). Esta considerada como técnica de conservacion ya que permite mantener la
calidad (sabor, aroma, color y vitaminas) de determinados alimentos frescos e inactivar
microorganismos, esporas y enzimas, incrementando su vida Gtil (en combinacién con
la refrigeracion) y facilitando su comercializacion. Se ha demostrado su aplicacion
frente a patégenos alimentarios como Salmonella Typhimurium, S. enteritidis, L.

monocytogenes, S. aureus y Vibrio parahaemolyticus (Velazquez et al., 2005).
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Es una de las tecnologias denominadas emergentes, con un gran éxito a nivel
industrial, ya que se ha conseguido llegar a los mercados y aplicarla a una gran variedad
de productos alimenticios. Su uso se conoce también como ‘Pasteurizacién Fria’ ya que
inactivan los microorganismos patdégenos o alterantes de los alimentos mediante el uso
de presion en lugar de calor, con lo que se consigue una reduccion en el recuento de
microorganismos similar a lo conseguido con las técnicas de pasteurizacion térmica de
uso tradicional. EI efecto de los tratamientos por altas presiones en los alimentos es
conocido desde el siglo XIX, pero no fue hasta los afios 90 cuando se desarrollaron los
primeros productos. La primera aplicacion de las altas presiones en un alimento fue
investigada por Hite en 1899 cuando intento esterilizar la leche mediante presurizacion.
Mas tarde en 1914 Hite y colaboradores, intentaron aplicar las altas presiones a frutas y
hortalizas. A partir del afio 2000, el desarrollo de equpos con una mayor capacidad de
procesado ha permitido implementar esta tecnologia de forma exitosa en todo tipo de

industrias alimentarias alrededor del mundo.

El efecto de las APH sobre los alimentos es casi instantaneo y uniforme, va a ser
independiente de la forma del producto. La alta presion tiene la capacidad de inactivar
ciertas enzimas y microorganismos, incluyendo patdgenos de alto riesgo para la
industria alimentaria, constituyendo una garantia de seguridad para los consumidores.
El tratamiento se puede aplicar tanto a alimentos solidos como liquidos. Normalmente
se aplica una vez que el alimento esta envasado, para asi preservar la esterilidad

posterior y evitar el riesgo de contaminacién.

El proceso tiene una serie de ventaja:

e Elalimento se mantiene intacto, no deformandose (Cheftel, 1995; Pothakamury
et al., 1995).

e No se modifican las caracteristicas nutricionales, se mantienen por ejemplo la
vitamina C, antioxidantes, fenoles, etc... (Kimura et al., 1994; Eshtiaghi y
Knorr, 1993).

e No se modifican las caracteristicas organolépticas, el color o el sabor (Hayashi,
1989b; Tamaoka et al., 1991; Gross y Jaenicke, 1994).

e Se reduce la carga microbiana, por lo que es interesante a la hora de eliminar
patdgenos (Benito et al., 1999; Bari et al., 2008).
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e No produce residuos puesto que el agua de presurizacion se recicla.
« No hay que afiadir aditivos al alimento para conservacion posterior.
e Tiene un bajo gasto energético.

En cuanto a las desventajas:

El coste del equipo es elevado.

o Los tratamientos hay que realizarlos en lotes.

e Una vez realizado el tratamiento al estar envasado el alimento no se puede
modificar ni manipular.

e En algunos alimentos, principalmente frutas o verduras se puede modificar un

poco la textura.

V.1.- Aplicaciones de las altas presiones hidrostaticas en alimentos

La mayor demanda de tratamientos por altas presiones a los alimentos proviene
de empresas dedicadas a la manufacturacién de productos vegetales (29%) y empresas
del sector carnico (26%). También existe una demanda creciente de otros sectores
dedicados a productos de la pesca (pescado y mariscos) (13%), a zumos y bebidas
(14%) y otros productos ya elaborados, lacteos, etc. (18%).

Cabe destacar que, aunque el coste de inversién inicial es relativamente alto, la
tecnologia de las altas presiones hidrostaticas consume menos energia que otras
tecnologias convencionales que aplican calor, por lo que, a corto plazo, los alimentos
tratados con esta técnica resultan mas competitivos a nivel comercial. Dentro de las
frutas y verduras, tratados mediante altas presiones que se encuentran en el mercado,
destacan purés, salsas, productos listos para consumo como guacamole, hummus, o
ensaladillas. Dentro de los productos carnicos se ha aplicado también a embutidos, pollo
troceado, jamdn loncheado, e incluso a piezas completas de jamén (Ananth et al., 1998).
En alimentos carnicos, se aplica para evitar la presencia de patégenos como L.
monocytogenes o Salmonella Typhimurium (Escriu et al., 2009). En el caso de zumos y
otras bebidas a base de fruta y/o hortalizas, el procesado mediante altas presiones
mantiene las propiedades originales del producto sin necesidad de conservantes (Asaka
et al., 1991; Arroyo et al., 1997). En los zumos por ejemplo el tratamiento se orienta a
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mantener el aroma y sabor de un ‘zumo fresco recién exprimido’ y en este sentido, los
componentes aromaticos naturales presentes en el zumo mejoran la apetencia del zumo
asi elaborado. La aplicacion en vegetales permite reducir la carga de microorganismos

patdgenos.

La aplicacion de las altas presiones también abre nuevas vias de mejora en el
sector lacteo (Bozoglu et al., 2004), en campos de seguridad alimentaria (para eliminar
bacterias patdgenas o competitivas), en la innovacion y abre también la posibilidad de
exportacion de nuevos productos. Por ejemplo el procesado de queso fresco por alta
presién puede acelerar o frenar la maduracion con lo cual se mejora la vida util del
producto de una forma importante. Cuando se trata de productos probidticos, la alta
presién es capaz de mantener intactos los componentes funcionales y bioactivos
(inmunoglobulinas, lactoferrinas, vitaminas). También las empresas que se dedican a
procesar pescados y mariscos han descubierto en esta técnica un importante aliado para
comercializar y alargar la vida de los productos del mar ya que con las altas presiones se
logran aplicaciones que no son posibles con otras tecnologias. Una de las principales
aplicaciones en este campo es la apertura de moluscos. Cuando se les aplican altas
presiones la carne se separa del caparazén sin necesidad de realizar una coccién previa.
De este modo aparece en el mercado un nuevo producto de mayor valor afiadido (carne

sin caparazén que el consumidor puede cocinar por primera vez).

VI.- SUSTANCIAS EMPLEADAS EN PROCESOS DE DESINFECCION

El control de los microorganismos patdgenos a lo largo de toda la cadena
alimentaria exige la aplicacion de diferentes estrategias que van a depender del punto de
la cadena, la materia prima y las condiciones de procesado entre otros factores. El
control de la calidad de las materias primas y de la contaminacién durante el procesado
de los alimentos exigen el mantenimiento de unas condiciones de higiene optimas. En
este contexto, los procesos de limpieza y desinfeccion son esenciales para reducir la
carga microbiana, y evitar la formacion de focos de contaminacion microbiana en las

instalaciones de procesado de los alimentos. En este punto, la correcta aplicacion de
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sustancias quimica generalmente conocidas como desinfectantes o biocidas es esencial

para mantener la higiene y la calidad microbioldgica.

Segun la Directiva sobre Biocidas (98/8/EC) se denominan biocidas las
sustancias activas y preparados que contienen una 0 mas sustancias activas, presentados
en la forma en que son suministrados al usuario, destinados a destruir, contrarrestar,
neutralizar, impedir la accidbn o ejercer un control de otro tipo sobre cualquier
organismo nocivo por medios quimicos o bioldgicos. El uso de biocidas para controlar a
los microorganismos esta aceptado en hospitales, en el hogar y se aplican en Salud
Plblica, en sanitarios, piscinas, higiene personal y de los animales, horticultura, y

cadena de procesado de alimentos.

Los biocidas pueden inactivar a los microorganismos sobre los alimentos, en los
equipos, en calderas, en tuberias y recipientes u otros equipos de procesos de
preparacion y envasado. Es importante tomar las medidas de precaucion necesarias para
evitar que sus residuos puedan llegar a ser ingeridos. Es indispensable mantener un
control cualitativo y cuantitativo, tanto del biocida y de sus residuos en los alimentos,
como del tipo de microorganismo para el que se aplique. Por ello es de interés revisar la
naturaleza, tipos, efectos y potencia bioldgica de los biocidas para evaluar el riesgo para
la salud humana y del ecosistema. En la industria alimentaria se aplican ademéas de
biocidas, compuestos de limpieza y desinfeccion, algunos de los cuales tienen capacidad
bactericida. La industria alimentaria debe aplicar estandares higiénicos que se
correspondan con el funcionamiento de la empresa, su estructura, construccion y
aparataje; pero también con el equipo de personal, su funcién, formacion,

especializacion y tareas.

La presencia de biocidas o de sus residuos en los alimentos representa un
“peligro” que convierte el alimento en no apto para el consumo humano. La
presentacion de estos compuestos estd regulada por la Directiva 98/8/CE, del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de febrero, relativa a la comercializacion de
biocidas, la cual armoniza en el ambito europeo la legislacion sobre estos productos. Se
establecen principios comunes de evaluacion y autorizacion de biocidas evitando de esta
forma barreras econémicas y administrativas. Esta Directiva, ha sido transpuesta a

nuestro ordenamiento juridico mediante el Real Decreto 1054/2002, de 11 de octubre,
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por el que se regula el proceso de evaluacion para el registro, autorizacion y

comercializacion de biocidas. Con este Real Decreto, se controlan 23 tipos de

productos. Entre ellos se incluyen también los desinfectantes utilizados en los &mbitos

de la vida privada y de la salud puablica, los insecticidas, acaricidas, rodenticidas,

repelentes, conservantes, etc.

Estan clasificados como biocidas los productos cuyas propiedades y usos estan
descritos en el Anexo V del Real Decreto 1054/2002 (Real Decreto 1054/2002) (Tabla

8).

Tabla 8. Clasificacion de los biocidas segin el Real Decreto 1054/2002.

Grupo

Tipo de producto

1.-Desinfectantes

biocidas en general

- Biocidas para la higiene humana

- Desinfectantes utilizados en los ambitos de la vida privada y de la salud publica y
otros

- Biocidas para la higiene veterinaria

-Desinfectantes para las superficies que estdn en contacto con alimentos y piensos

- Desinfectantes para agua potable

2.-Conservantes

- Conservantes para productos envasados

- Conservantes para peliculas

- Protectores para maderas

- Protectores de fibras, cuero, caucho y materiales polimerizados

- Protectores de mamposteria

- Protectores para liquidos utilizados en sistemas de refrigeracion y en procesos
industriales

- Productos antimoho

- Protectores de liquidos de metalisteria

3.-Plaguicidas

- Rodenticidas

- Avicidas

- Molusquicidas

- Piscicidas

- Insecticidas, acaricidas y productos para controlar otros artrépodos

- Protectores de liquidos de metalisteria

4.-Otros biocidas

- Conservantes para alimentos o piensos
- Productos antiincrustantes
- Liquidos para embalsamamiento y taxidermia

- Control de otros vertebrados
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Dentro de los biocidas dirigidos a las bacterias se encuentran: a) los
desinfectantes, utilizados en objetos inanimados o la superficie de la piel para reducir el
namero de microorganismos; b) los antisépticos, utilizados para tratar la infecciones en
heridas superficiales, a excepcion de los antibiéticos; ¢) los conservantes afiadidos a
productos como los cosméticos, los alimentos, el pienso para animales o los productos

de limpieza, con el principal objetivo de inhibir el crecimiento de microorganismos.

El mecanismo de accion de los biocidas se basa en una interaccion mualtiple con
diferentes dianas celulares, ya que afectan a diferentes tipos de moléculas como
proteinas, carbohidratos, lipidos (fosfolipidos), acidos nucleicos y otras pequefias
moléculas. Actlan sobre la membrana celular, alterando su permeabilidad, y
provocando entrecruzamientos que hacen rigida a la membrana y alteran la presién
intracelular. Los biocidas oxidantes tienden a oxidar todo tipo de materia organica y se
consumen rapido en sistemas muy contaminados. Los biocidas no oxidantes, por otro
lado, tienen un efecto mas dafino, pueden penetrar en la célula y alterar el DNA, el
RNA o los sistemas de defensa celulares, por lo cual son los mas recomendados. Cada
biocida tiene una concentracion minima inhibitoria frente a un microorganismo
especifico que define la capacidad para inhibir el crecimiento microbiano, no obstante
en la mayoria de las aplicaciones los biocidas se aplican no contra un microorganismo,
sino frente a poblaciones bacterianas 0 comunidades de bacterias y algas, bacterias y
hongos o bacterias, hongos y algas. Para aumentar el intervalo de inhibicién, los
biocidas se pueden utilizar como mezclas de dos o tres compuestos activos compatibles
gue juntos tienen como blanco bacterias, algas, hongos, levaduras e incluso esporas

bacterianas.

Existen varios términos para definir la respuesta de un microorganismo a un
biocida. Segun Russell (Russell, 2003, 2004) la resistencia se puede definir como la
supervivencia de una cepa bacteriana a una concentracion de biocida que matara el resto
de las poblaciones bacterianas. En condiciones de laboratorio, el término resistencia se
utiliza generalmente para definir una cepa bacteriana que sobrevive a concentraciones
de un biocida que inhibe al resto de la poblacién. Chapman (2003) defini6 tolerancia
como la inhibicion de un microorganismo sin causarle la muerte. El término no

susceptible se utiliza para definir a un microorganismo que es resistente a un biocida.
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En la préctica, la resistencia se podria definir como la supervivencia bacteriana frente a
un biocida usando las concentraciones normalmente recomendadas por el fabricante
(Maillard, 2007). ElI aumento de las infecciones causadas por microorganismos
resistentes a diferentes antibiéticos y biocidas ha motivado el estudio de la resistencia a
estos compuestos (Chapman, 2003; Inoue, 1989) con el fin de controlar su uso.

VI1.1.Tipos de biocidas

Los agentes “no oxidantes” ejercen su accion biocida actuando sobre diferentes
dianas celulares de una forma inespecifica. Su accion es generalmente un
envenenamiento lento de las células, alterando su metabolismo de alguna forma.
Algunos ejemplos son sulfato de cobre, fenoles clorados, 6xido de tributil estafio,
compuestos de amonio cuaternarios, organosulfuros como el metilenbistiocianato,

ditiocarbamatos, la propianamida de dibromo nitrilo y otros.

Las sales de amonio cuaternario son productos quimicos tensoactivos que
consisten generalmente en un atomo de nitrégeno, rodeados por los grupos sustitutivos
que contienen de ocho a veinticinco atomos de carbono en cuatro perspectivas del
atomo de nitrdgeno. Estos compuestos son generalmente los mas eficaces contra
bacterias en gamas alcalinas de pH. A través de sus cargas positivas, se unen a los sitios
negativamente cargados en la pared bacteriana. Estos enlaces electrostaticos provocan

tensiones en la pared celular. También provocan dafios en la permeablidad celular.

Dentro de los biocidas mas utilizados en la industria alimentaria destacan:

Cetrimida (bromuro de hexadeciltrimetilamonio, C19H42BrN)

+
/\\/\/\/\/\/\/\/\N/ Br
£ %

Cetrimida

Es un detergente cationico derivado de amonio cuaternario. Se trata de un antiséptico de
amplio espectro, que actta de forma mayoritaria frente a bacterias Gram-positivas que
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frente a Gram-negativas. Su uso estd indicado para el tratamiento de quemaduras,

heridas, desinfeccion de la piel y desinfeccién y limpieza de utensilios.

Clorhexidina

HN\}_ _{NH
HN N N NH
N H H NJ
HN H H 'NH
O 0
P o
N,r-

ci Clorhexidina

La clorhexidina posee un amplio espectro de accion. Se ha utilizado desde hace afios
como desinfectante en productos farmacéuticos y cosméticos (Hugo et al., 1989). Es
activa frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, modifica la permeabilidad
de la membrana plasmatica originando la precipitacion de las proteinas y acidos
nucleicos (Harold et al., 1969; Chawner et al., 1989b).

Cloruro de benzalconio

CHy
ol _
[H;I’." —(CHz)n -::I: cu,—@] ci
3

Cloruro de benzalconio

Los derivados del amonio cuaternario son agentes activos cationicos potentes en cuanto
su actividad desinfectante, siendo activos frente a bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas aungue estas ultimas en menor grado (Farrell et al., 1998). El cloruro de
benzalconio es activo también frente a hongos y virus. Se emplea como antiséptico y
desinfectante de la piel, material de industrias alimentarias y en algunos compuestos

COSMéticos.
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Hexachlorofeno: (2,2 -dihidroxi-3,5,6,3",5°,6")

OH

Ty

7

feCy

Hexachlorofeno

A bajas concentraciones inhibe diversos enzimas de la membrana, mientras que a
concentraciones superiores provoca la destruccion celular. Es activo principalmente

frente a bacterias Gram-positivas y esporas.

Hexadecyl-Pyrimidinium, chloride. Cloruro de hexadecil-piridinio. (HDPC)
‘ ~
r|~|+/ cr
CH3(CH3)14CH3

HDPC

Agente antibacteriano con aplicaciones como conservante y desinfectante. Un estudio
previo (Cobo Molinos et al., 2008) puso de manifiesto el efecto bactericida de este
compuesto frente a las especies B. cereus y B. weihenstephanensis en verduras crudas,

especialmente en condiciones de abuso de temperatura durante el almacenamiento.
Triclosan (2,4,4"-trichloro-2"-hidroxidifenil eter, C1,H;0,Cls)

OH Cl

Cl Cl

Triclosan

El triclosan es un biocida de amplio espectro que se ha utilizado tanto en cuidados
médicos como en gran cantidad productos comerciales (Kopecka-Leitmanova et al.,

1987; Schweizer, 2001). Ataca la membrana plasmatica bloqueando la sintesis de

62


http://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Ox%C3%ADgeno
http://es.wikipedia.org/wiki/Cloro

lipidos (McMurry et al., 1998). Actua también sobre la sintesis de ARN, &cidos

nucleicos y proteinas

P3-oxonia active

0]

|
OH
H3C/\O/

Es un preparado comercial que contiene peroxido de hidrégeno (25-35%). Debe
controlarse bien su uso, almacenaje y manejo, ya que a altos niveles de concentracion
puede quemar la piel, y existe la posibilidad de explosiones si entra en contacto con
ciertos compuestos organicos o si se descompone generando calor y suficiente oxigeno.

Oxida componentes esenciales de los microorganismos.
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OBJETIVOS



En la actualidad existe una demanda creciente por parte de los consumidores por los
alimentos naturales o que estén minimamente procesados y sin conservantes sintéticos.
Como resultado de estas demandas, existe un gran interés en utilizar agentes
antimicrobianos naturales, los cuales deben ser inocuos, que cumplan con los
parametros de calidad y seguridad alimentaria para agentes antimicrobianos y que

ademas presenten un amplio espectro de accién frente a los microorganismos.

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por algunas bacterias acido lacticas y
presentan un amplio potencial como conservadores para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos. EI empleo de bacteriocinas como antimicrobianos naturales es un
tema de gran interés en la industria alimentaria, principalmente por su actividad frente
a patogenos, especialmente cuando se usan en combinacion con otras barreras. Las
bacteriocinas se pueden aplicar a una amplia variedad de alimentos lo que diversifica su
uso, con alto potencial para sustituir a los conservantes sintéticos por naturales,

abriendo paso a nuevas tecnologias en la bioconservacion de alimentos.

Actualmente, las bacteriocinas son utilizadas en alimentos cérnicos, lacteos,
conservas, productos del mar, vegetales, zumos de frutas, y bebidas como cerveza y
vino. Sus caracteristicas de compatibilidad en dichos productos asi como su mecanismo
de accion hacen atractivo su uso en los alimentos. La mayoria de las bacteriocinas son
efectivas frente a microorganismos patdgenos importantes involucrados en
enfermedades transmitidas por alimentos, tales como: Listeria monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli o Salmonella enterica.

La enterocina AS-48 es activa frente a diferentes patdgenos transmitidos por los
alimentos y bacterias de alterantes. La combinacion de la enterocina AS-48 con técnicas
de recubrimiento, altas presiones hidrostaticas o diferentes compuestos antimicrobianos
podria mejorar considerablemente la inactivacion de bacterias patégenas o

toxicogénicas en los sistemas alimentarios.

En base a lo expuesto anteriormente, para el desarrollo de esta tesis doctoral se han

planteado los siguientes objetivos:
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1.- Determinar la eficacia de diferentes recubrimientos que contienen la enterocina AS-
48 sobre la inactivacion de Listeria monocytogenes, utilizando manzana troceada como

sistema de modelo.

2.- Determinar si la actividad antimicrobiana de los recubrimientos se podria mejorar
afladiendo aditivos quimicos ampliamente utilizados en la industria alimentaria como el

EDTA vy lactato de sodio.

3.- Determinar el efecto de dos métodos de conservacion, la aplicacion de la enterocina
AS 48 incorporada en un recubrimiento de pectina, y la aplicacion de un tratamiento por

alta presion hidrostatica, en perejil picado almacenado bajo refrigeracion.

4.- Estudiar la biodiversidad bacteriana del perejil picado antes y después de la

aplicacion de los tratamientos de conservacion.

5.- Determinar la eficacia de la enterocina AS-48 (sola o en combinacién con otros
antimicrobianos) en bebidas derivadas de cereales, como avena y soja para la

inactivacion de Staphylococcus aureus.

6.- Investigar si la polimixina B podria potenciar el efecto de la Enterocina AS-48 frente
a Salmonella enterica y si la combinacion de Polimixina B y enterocina AS-48 podria
ser util para mejorar la actividad antimicrobiana de los biocidas frente a las células

planctonicas y sésiles de Salmonella.

66



TRABAJO EXPERIMENTAL Y RESULTADOS



ARTICULO 1

Maria del Carmen LOpez Aguayo, Maria José Grande Burgos, Rubén Pérez
Pulido, Antonio Galvez del Postigo Ruiz, Rosario Lucas Lépez.
Effect of different activated coatings containing enterocin AS-48 against
Listeria monocytogenes on apple cubes.

Innovative Food Science & Emerging Technologies 35, pp. 177-183.



Innovative Food Science and Emerging Technologies 35 (2016) 177-183

Contents lists available at ScienceDirect

Innovative Food Science and Emerging Technologies

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ifset

Effect of different activated coatings containing enterocin AS-48 against
Listeria monocytogenes on apple cubes

@ CrossMark

Maria del Carmen Lépez Aguayo, Maria José Grande Burgos, Rubén Pérez Pulido,
Antonio Galvez *, Rosario Lucas Lopez

Area de Microbiologia, Departamento de Ciencias de la Salud, Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad de Jaén, 23071 Jaén, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 3 April 2016

Received in revised form 11 May 2016
Accepted 13 May 2016

Available online 16 May 2016

Enterocin AS-48 is a circular bacteriocin with strong anti-Listeria activity. The purpose of the present study was
to evaluate the effect of the bacteriocin incorporated into different coating solutions on a cocktail of five
L. monocytogenes strains previously inoculated on apple cubes. Coating solutions were made with chitosan,
caseinate, alginate, k-carrageenate, xanthan gum, pectin, starch, carboxymethyl cellulose or methyl cellulose.
Coatings were applied singly or combined with enterocin AS-48 at 20 or 40 ug/ml. Samples were stored at 4 °C
for 7 days. The single application of coatings had almost no effect (as in alginate and methyl cellulose) or had a

Keywords:

Baﬁzﬁom low effect on Listeria viability (<2.0 log cycles), with the exception of chitosan coating which showed a strong
Edible coatings anti-Listeria activity (up to 3.7 log cycles at day 7). Coatings dosed with 20-pig/ml enterocin AS-48 reduced viable
Listeria Listeria counts gradually during storage in most cases, achieving significant reductions (p < 0.05) of 1.0 to 1.9 log

Apple cycles after 7 days for k-carrageenate, xanthan gum, pectin, starch, carboxymethyl cellulose and methyl cellulose
compared to the single coating. At 40 ug/ml, enterocin AS-48 significantly reduced viable counts (p < 0.05) for
most coatings (by 1.4 to 3.3 log cycles, depending on the coating) compared with coatings without bacteriocin
(except for chitosan). Chitosan, pectin, xanthan gum and carboxymethyl cellulose coatings, supplemented or
not with 40 ug/ml AS-48 were further investigated in combination with 20 mM EDTA or with 2.0% sodium lactate.
The single addition of sodium lactate showed the greatest effects at day 7, where it reduced viable counts signif-
icantly (p<0.05) by 1.1 to 2.2 log cycles compared to the single coatings (except for chitosan), whereas the com-
bination of sodium lactate and AS-48 reduced viable counts below detection levels also at day 7 for all coatings.
The combination of EDTA and AS-48 was much more effective, reducing Listeria counts below detection levels
from day 1 for most of the coatings tested. The combination of EDTA and AS-48 was also the most effective at
time 0, achieving reductions of viable counts between 2.0 and 2.7 log cycles depending on the coating immedi-
ately after treatment compared with single coatings.

Industrial relevance: Results from the present study suggest the potential of edible coatings containing enterocin
AS-48 and EDTA for inactivation of L. monocytogenes on apple surfaces. Since edible coatings are widely used on
fruit surfaces, coatings activated with enterocin AS-48 and EDTA could find application as a hurdle against
L. monocytogenes in fresh-cut apple pieces.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen causing listeriosis
(Ghandi & Chikindas, 2007). In 2013, the EFSA reported 1763 confirmed
human cases of listeriosis, which represented an 8.6% increase compared
with 2012 (EFSA & ECDC, 2015). In the United States, L. monocytogenes
is responsible for approximately 1600 cases of foodborne listeriosis
annually, resulting in an estimated 1500 hospitalizations and 260 deaths
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(Scallan et al., 2011). Growth of L. monocytogenes has been demonstrated
in a number of vegetables under refrigerated and ambient conditions
(Cobo-Molinos et al., 2005; Harris et al., 2003; Penteado & Leitao,
2004) and in non-acidic fruits (Cobo-Molinos et al., 2008; Ukuku
& Fett, 2002). Growth has also been demonstrated on acidic fruits
such as tomatoes (Beuchat & Brackett, 1991), peeled Hamlin oranges
(Pao, Brown, & Schneider, 1998), sliced raspberries, pear or kiwi
(Cobo-Molinos et al., 2008), and in ‘Golden Delicious’ apple slices
(Alegre, Abadias, Anguera, Oliveira, & Vifias, 2010; Conway, Leverentz,
Saftner, Janisiewicz, & Leblanc, 2000). L. monocytogenes has been isolated
from strawberries (Johannessen, Loncarevic, & Kruse, 2002) and from
dried fruits (Mena et al., 2004). In addition to previously reported fresh
produce outbreaks involving sprouts, celery or cantaloupe (Garner &
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Kathariou, 2016; McCollum et al., 2013), a listeriosis outbreak occurring
in 2014 in the USA was linked to commercially-produced, prepackaged
whole caramel apples (Garner & Kathariou, 2016; http://www.cdc.gov/
listeria/outbreaks/caramel-apples-12-14/index.html). It was reported
that insertion of a stick into the apple accelerates the transfer of juice
from the interior of the apple to its surface, creating a microenvironment
at the apple-caramel interface where L. monocytogenes can rapidly
grow to levels sufficient to cause disease when stored at room tempera-
ture (Glass, Golden, Wanless, Bedale, & Czuprynski, 2015). A recall
of green apples contaminated with L. monocytogenes was reported in
2015 (http://www.foodsafetynews.com/2015/10/granny-smith-apples-
recalled-for-possible-listeria-contamination/).

One of the approaches to preserve foods that are eaten raw or with-
out further cooking free of foodborne pathogens, is the application of
edible films or coatings containing antimicrobial substances. Edible
films or coatings are defined as continuous matrices or thin layers of
edible materials (such as proteins, polysaccharides, and lipids) that
can be applied and formed directly on the surface of the product
(Cagri, Ustunol, & Ryser, 2004; Dhall, 2013). They are used to inhibit
migration of moisture, oxygen, carbon dioxide, aromas and lipids, and
introduce additives, such as antioxidants and antimicrobials, thereby
improving the intrinsic characteristics, mechanical integrity and han-
dling of food products (Krochta & Mulder-Johnston, 1997). Edible
coatings are applied on cut apples to produce a modified atmosphere,
which reduces decay and delays ripening and color changes (Olivas &
Barbosa-Canovas, 2005).

Edible coatings can be based on different substrates, usually by
products from the food industry. Coatings can be based on polysaccha-
ride materials such as starch, alginate, xanthan gum, cellulose, chitosan,
and carageenan, or proteins such as whey protein, soya protein, or corn
zein among others (Cha & Chinnan, 2004; de Azevedo, 2012; Dhall,
2013; Kuorwel, Cran, Sonneveld, Miltz, & Bigger, 2011; Lin & Zhao,
2007). Chitosan has excellent film-forming and antimicrobial functions
and has been successfully used to control quality loss of fruits and
vegetables (Lin & Zhao, 2007), including apple slices (Qi, Hu, Jiang,
Tian, & Li, 2011). Pectin is a soluble component of plant fiber derived
from cell walls of plants. Edible coatings obtained from pectin and de-
rivatives have been recently proposed in food-related applications by
their excellent barrier to oxygen, aroma preservation, barrier to oil
and good mechanical properties, and in fact they are currently used
in fresh and minimally processed fruits and vegetables (Ciolacu,
Nicolau, & Hoorfar, 2014; Valdés, Burgos, Jiménez, & Garrigos, 2015).
The microbial polysaccharide xanthan gum has been effective in the
preservation of minimally processed peaches (Pizato, Cortez-Vega, de
Souza, Prentice-Hernandez, & Borges, 2013) and also as carrier of pre-
servatives applied on fresh-cut apples (Rodrigues-Freitas, Cortez-Vega,
Pizato, Prentice-Hernandez, & Borges, 2013). Cellulose can be modified
into functional polymers such as carboxymethyl cellulose or methyl
cellulose. Carboxymethyl cellulose has shown beneficial effects in
delaying ripening of different fruits (Meheriuk & Lau, 1988; Sayanjali,
Ghanbarzadeh, & Ghiassifar, 2011). Sodium alginate has many attractive
physical and biological properties, such as moisture retention, gel-
forming capability, and good biocompatibility (Pei, Chen, Li, & Zhou,
2008). Caseinate, a milk protein-based material, has excellent oxygen
barrier properties and has been studied in different fruits and vegetables
including apples and potatoes (Letien, Vachion, Mateescu, & Lacroix,
2001), for controlling postharvest respiration.

A common strategy to improve the protective role of edible coatings
is to incorporate chemical additives (such as EDTA, sodium lactate, po-
tassium diacetate and others) either singly or in combination with
natural antimicrobials, such as essential oils, lysozyme, or bacteriocins
(Galvez, Lucas, Pérez-Pulido, & Grande-Burgos, 2014; Realini & Marcos,
2014; Valencia-Chamorro, Palou, del Rio, & Pérez-Gago, 2011). Several
EDTA salts have a history of food use; Na,EDTA is approved for use
in a variety of foods at concentrations ranging from 35 to 800 ppm
((21 CFR 72) (Code of Federal Regulations, 1998; Heimbach et al.,

2000) or even up 1000 ppm depending on the food according to the
Codex Alimentarius (FAO-WHO, 2015). Sodium lactate (E-325) can be
added to different foods following good manufacturing practices as an
antioxidant, emulsifier and acidity regulator also having antimicrobial
activities (FAO-WHO, 2015).

Enterocin AS-48 is a circular bacteriocin with strong antilisterial
activity. Its molecular structure, genetic determinants and mode of
action have been elucidated (Maqueda et al., 2004). This bacteriocin
has been tested against foodborne pathogens and spoilage bacteria
in different food systems, including meats, dairy foods, seafood, and
vegetable foods (Abriouel, Lucas, Ben-Omar, Valdivia, & Galvez, 2010;
Grande-Burgos, Pérez-Pulido, Lopez-Aguayo, Galvez, & Lucas, 2014),
and it now stands as a solid candidate to be developed into a food
biopreservative. The purpose of the preset study was to determine the
efficacy of different coatings containing enterocin AS-48 on inactivation
of L. monocytogenes, using apple cubes as a food model system, and to
determine if antimicrobial activity could be improved by adding two
widely used chemical additives, EDTA and sodium lactate.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and cultivation conditions

L. monocytogenes strains CECT 911, CECT934, CECT 936, CECT4032
and CECT 5672 were provided by the Spanish Type Culture Collection
(CECT, Burjasot, Valencia). Strains were cultivated overnight on brain-
heart infusion broth (BHI, Scharlab, Spain). Cells from 1 ml overnight
culture were collected by centrifugation (13.000 xg for 10 min),
washed with sterile saline solution, and resuspended in 1 ml sterile sa-
line solution. The resulting suspensions of individual strains were mixed
in equal proportions to prepare a cocktail of strains. The cocktail was
then diluted tenfold in sterile saline solution and used for inoculation
of apple slices.

2.2. Preparation of bacteriocin enterocin AS-48

Enterocin AS-48 was obtained from cultured broths of the producer
strain Enterococcus faecalis A-48-32 by using the standard cation
exchange chromatography procedure described elsewhere (Abriouel,
Valdivia, Martinez-Bueno, Maqueda, & Galvez, 2003). Bacteriocin con-
centrates were first dialyzed for 24 h (10 ml against 500 ml distilled
water) by using 2000 molecular weight cut-off benzoylated dialysis
tubing (Sigma-Aldrich, Madrid) and filtered through 0.22 pum pore size
low protein binding filters (Millex GV; Millipore Corp., Belford, MA,
USA) under sterile conditions.

2.3. Preparation of activated coatings

Activated coatings were prepared as described elsewhere (Jiang,
Neetoo, & Chen, 2011; Maftoonazad & Ramaswamy, 2005; Neetoo, Ye,
& Chen, 2010) with slight modifications. Alginate (1%), low molecular
weight chitosan (2%; >75% deacetylation), pectin from apples (1%), po-
tato starch (15%), k-carrageenan (1%), xanthan gum (1%), casein from
bovine milk, sodium salt (1%) and carboxymethyl cellulose (1%) were
dissolved at the concentrations given in parentheses (by weight) in
0.5% acetic acid adjusted to pH 5.0 with 5 N NaOH. Methyl cellulose
was dissolved at 10% (by weight) in an ethanol:water mixture (1:3, by
volume) and then mixed with a concentrated acetic acid solution
(1.0%, pH 5.0) to give the desired final concentration of 1% methyl cellu-
lose in 0.5% acetic acid solution. All coating reagents were supplied by
Sigma-Aldrich (Madrid, Spain).

2.4. Treatment of apple slices with activated coatings

Golden delicious apples were bought at local supermarkets. The sur-
face of apples was washed with 70% ethanol in sterile distilled water.
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Apples were peeled with a sterile knife under aseptic conditions, and cut
into 1.0 x 1.0 x 0.5 cm cubes. Each cube was inoculated on its upper
side with 10 pl (approx. 5.92 log;o CFU) of the tenfold diluted cocktail
of the five L. monocytogenes strains prepared as described above.
Cubes were deposited on sterile filter paper and allowed to dry inside
a biosafety cabinet (Telstar Bio IIA, Telstar, Madrid) for 30 min (keeping
the side inoculated with listeriae in upward position). Cubes inoculated
with the cocktail of Listeria strains received the following treatments:
a) no coating; b) treatment with coating described in Section 2.2;
¢) treatment with coating with solutions described in Section 2.2 sup-
plemented with enterocin AS-48 at concentrations of 20 or 40 pg/ml.
In this case, bacteriocin was added to coating solutions just before appli-
cation of coating treatments. Coating treatments were applied by im-
mersing apple cubes for 1 min in the coating solutions. Cubes were
allowed to dry for 30 min as described above, and then placed inside
empty Petri dishes and incubated at 4 °C for up to 7 days. Cubes not
inoculated with listeriae were also prepared as negative controls. At
desired intervals of incubation (0, 1, 3, and 7 days), four cubes from
each sample were placed together inside a stomacher bag and homoge-
nized with 5 ml sterile sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.2) supple-
mented with 100 mg/l trypsin (Type IX-S from porcine pancreas,
Sigma) in order to inactivate residual bacteriocin. The resulting ho-
mogenate was serially diluted in sterile saline solution and plated in
triplicate on PALCAM agar with added supplement (Panreac, Barcelona,
Spain). Plates were incubated at 37 °C for 48 h, and colonies with
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appearance typical of L. monocytogenes were counted in order to calcu-
late the viable cell concentration, expressed in log;o colony forming
units (CFU) per ml.

2.5. Application of coatings activated with EDTA, sodium lactate, and
bacteriocin

Coating solutions consisting of 1% chitosan, 1% pectin, 1% xanthan
gum, and 1% carboxymethyl cellulose (all of them in 0.5% acetic
acid, pH 5.0) were supplemented with 20 mM EDTA (Sigma) or 2.0%
sodium lactate (Sigma), singly or in combination with enterocin AS-48
at 40 pg/ml final concentration. Coating solutions were freshly prepared
right before use. Coating treatments were applied as described in
Section 2.2, and the numbers of viable listeriae were determined during
incubation of apple cubes at 4 °C for 7 days as described in previous
section.

2.6. Statistical analyses

All experiments were carried out in duplicate, and the average
data + standard deviations were determined with Excel program
(Microsoft Corp., USA). A paired t-test was performed at the 95% confi-
dence interval with Statgraphics Plus version 5.1 (Statistical Graphics
Corp, USA), in order to determine the statistical significance of data.
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Fig. 1. Effect of different coatings on the viability of a cocktail of L. monocytogenes strains inoculated on apple cubes. Chitosan (A), sodium caseinate (B), alginate (C), k-carragenate (D),
xanthan gum (E) and pectin (F) were applied as coatings either singly (@) or in combination with enterocin AS-48 at 20 (M) or 40 pg/ml (A). Inoculated control cubes without
coating (O). Samples were stored under refrigeration for 7 days. The viable cell counts (expressed as the average Log;o CFU/g + standard deviation) are shown.
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3. Results

3.1. Effect of different coating substrates supplemented or not with
enterocin AS-48 on inactivation of L. monocytogenes on apple cubes

Apple cubes inoculated with the cocktail of L. monocytogenes strains
were coated or not with different coating solutions, which either
contained no bacteriocin or were supplemented with enterocin AS-48
at final concentrations of 20 or 40 pg/ml. L. monocytogenes was able to
survive well on the cut apple surfaces during storage for 7 days under
refrigeration, with non-significant (p > 0.05) changes in viable counts
(Figs. 1 and 2). Chitosan coating was very effective in reducing the
Listeria population, even when it was applied without bacteriocin
(Fig. 1A). Viable counts in samples coated with chitosan were signifi-
cantly lower (p < 0.05) compared to the untreated controls from the
beginning to the end of storage period, with reductions ranging from
1.8 to 3.5 log cycles. Addition of enterocin AS-48 did not enhance
antilisterial activity of chitosan coatings significantly (p > 0.05). At day
7, viable counts from the coated apple cubes were up to 3.8 log cycles
lower than the uncoated control. Listeria inactivation was much lower
for the coating based on casein from bovine milk compared with chito-
san. However, bacteriocin addition at 40 pg/ml achieved significant
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Fig. 2. Effect of different coatings on the viability of a cocktail of L. monocytogenes strains
inoculated on apple cubes. Starch (A), carboxymethyl cellulose (B) and methyl cellulose
(C), were applied as coatings either singly (@) or in combination with enterocin AS-48
at 20 (M) or 40 pg/ml (A). Inoculated control cubes without coating (O). Samples were
stored under refrigeration for 7 days. The viable cell counts (expressed as the average
Log1o CFU/g + standard deviation) are shown.

reductions in Listeria counts of 1.6 to 1.4 log cycles from days 1 to 7 com-
pared to the coating without bacteriocin (Fig. 1B). After 7 days, viable
counts in the samples coated with casein plus 40 pg/ml AS-48 were 2 cy-
cles lower compared to samples without coating.

When alginate was used as a coating, the reductions of viable Listeria
counts obtained for samples supplemented with enterocin AS-48 were
not significantly different (p > 0.05) compared to alginate coatings with-
out bacteriocin (Fig. 1C). Even so, viable counts from samples coated
with alginate supplemented with 40 pg/ml enterocin AS-48 were signif-
icantly lower (p < 0.05) at all storage times (by approximately 1.0 to
1.5 log cycles) compared to the samples without any coating. For apple
cubes coated with k-carrageenate without bacteriocin, viable Listeria
counts were about 1 log cycle lower compared to the untreated controls
at all sampling points (Fig. 1D). The k-carrageenate coating provided
best results when it was supplemented with 40 pg/ml AS-48, since via-
ble Listeria counts during storage were significantly lower (p < 0.05)
by 1.3 to 2.0 log cycles compared to the coating without bacteriocin.
Counts at day 7 were 2.6 log cycles lower than the uncoated controls.

In samples coated with xanthan gum alone, viable Listeria counts
were significantly lower (p < 0.05) by 1.0 to 1.9 log cycles compared
to the uncoated controls (Fig. 1E). Listeria counts from samples coated
with xanthan gum plus 40 pg/ml bacteriocin were significantly lower
(p < 0.05) than the single coating at most sampling points, achieving
additional reductions between 1.1 log cycles (time 0) and 1.6 log cy-
cles (time 7). Furthermore, at day 7 of storage, viable cell counts in
bacteriocin-coated samples (40 pg/ml) were 3.6 log cycles lower than
the uncoated controls. Application of pectin coatings resulted in variable
reductions of Listeria counts through storage period (Fig. 1F). The pectin
coating containing 40 pg/ml AS-48 was the most effective, reducing vi-
able counts significantly (p < 0.05) at all sampling points compared to
the untreated control and the single pectin coating. For 40 pg/ml bacte-
riocin, reductions in Listeria counts ranged from 1.7 log cycles at time 0
up to 3.3 log cycles at day 7 compared to the pectin coating without
bacteriocin, or up to 4.0 log cycles lower than control without coating.

For the potato starch coating, both bacteriocin concentrations
significantly reduced viable Listeria counts (p < 0.05) at days 1 and 7
compared to the starch coating without bacteriocin (Fig. 2A). At day
7, viable counts in bacteriocin-treated samples were between 1.9
(for 20 pg/ml AS-48) and 2.3 log cycles (for 40 pg/ml AS-48) lower
(p < 0.05) compared to the starch coating alone and between 2.2
and 2.6 log cycles lower compared to the uncoated control. The
carboxymethyl cellulose coating provided best results when it was sup-
plemented with enterocin AS-48 at 40 pg/ml. The bacteriocin-dosed
coating significantly (p < 0.05) reduced Listeria counts on apple cubes
at all sampling points (by 1.2 to 2.7 log cycles) compared to the coating
without bacteriocin (Fig. 2B). Compared to the uncoated control, viable
counts in samples coated with carboxymethyl cellulose plus 40 pg/ml
AS-48 were 3.1 log cycles lower at day 7. The methyl cellulose coating
supplemented with enterocin AS-48 also reduced viable Listeria counts
significantly (p < 0.05) compared to coatings without bacteriocin
(Fig. 2C). At the end of storage period, viable counts in samples coated
with methyl cellulose plus 40 ng/ml AS-48 were 2.4 log cycles lower
than the single coating or 2.5 log cycles lower compared to the uncoated
controls.

3.2. Effect of EDTA and sodium lactate incorporation in activated coatings
on inactivation of L. monocytogenes

The coatings that yielded higher reductions of viable Listeria counts
(xanthan gum, pectin, carboxymethyl cellulose and chitosan) were se-
lected for further study in which EDTA or sodium lactate were incorpo-
rated in the coatings, singly or in combination with enterocin AS-48
(40 pg/ml). The results are shown in Table 1.

Addition of 20 mM EDTA significantly (p < 0.05) enhanced inactiva-
tion of Listeria for the chitosan, pectin and carboxymethyl cellulose
coatings, especially during the late storage of samples. Viable Listeria
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Table 1

Effect of EDTA and sodium lactate applied singly or in combination with enterocin AS-48 (40 pg/ml) on inactivation of L. monocytogenes by different coatings on apple cubes.

Viable cell counts (Log;o CFU/g) during storage (days)i

Coating 0 1 3 7

Chitosan 3.47 £0.25 248 +0.24 230 £0.35 1.24 + 0.53
Chitosan + AS-48 2.27 + 039" 147 + 042 1.27 + 0.36* 1.00 4+ 0.24
Chitosan + EDTA 1.94 4+ 0.33* 1.0 &+ 0.24* <1.0 <1.0
Chitosan + EDTA + AS-48 1.02 4+ 0.21* <1.0 <1.0 <1.0
Chitosan + lactate 3.27 £0.21 247 +£0.24 1.87 £ 0.14 1.33 £ 0.32
Chitosan + lactate + AS-48 2.60 + 0.18 2.0+ 0.32 1.0 +0.18* <1.0

Pectin 4.39 4 0.24 4.23 £+ 0.36 3.67 £0.32 3.85 £ 0.36
Pectin + AS-48 2.76 £+ 0.15* 2.74 £ 0.21* 2.05 £+ 0.36* 1.08 + 0.39*
Pectin + EDTA 332 +0.18 2.82 + 0.24* 2.39 + 0.18* 1.69 + 0.28*
Pectin + EDTA + AS-48 1.69 4+ 0.41%F <1.00 <1.00 <1.00
Pectin + lactate 343 £ 032 2.90 + 0.28* 2.54 £+ 0.19 1.60 4 0.18*
Pectin + lactate + AS-48 2.40 £+ 0.32* 1.87 £ 0.33* 1.44 £+ 0.34* <1.00
Xanthan gum 427 4+ 0.15 372 £0.21 3.77 £ 0.25 2.92 +0.21
Xanthan + AS-48 2.97 + 0.24* 2.77 £0.32 2.57 £+ 0.29* 1.32 4+ 0.35*
Xanthan + EDTA 3.14 £ 048 297 £ 0.38 2.77 £+ 0.38* 1.27 £ 0.42*
Xanthan + EDTA + AS-48 1.67 + 0.33* <1.00 <1.00 <1.00
Xantan + lactate 3.67 £0.28 3.17 £0.28 3.10 £0.28 1.80 & 0.25*
Xanthan + lactate + AS-48 249 + 0.27 2.47 £+ 0.28* 1.20 £ 0.21* <1.00

CMC 4.70 4+ 0.32 3.79 + 0.41 3.71 £ 029 3.88 + 0.44
CMC + AS-48 3.57 + 0.42 2.77 £0.21 2.32 + 0.24* 1.23 4+ 0.32*
CMC + EDTA 3.76 £ 0.22 3.20 £ 0.14 2.77 £+ 0.28* 2.10 £ 0.25*
CMC + EDTA + AS-48 2.64 + 0.31* 1.57 £ 0.24*F <1.00 <1.00

CMC + lactate 424 4+ 0.19 3.41 + 0.44 312 £ 0.35 2.11 + 0.25*
CMC + lactate + AS-48 3.25 £ 0.21* 2.30 + 0.32% 1.31 4 0.30%F <1.00

fAverage data 4 standard deviation.
CMC, carboxymethyl cellulose.
“Statistically significant differences (p < 0.05) compared with the single coating.

TStatistically significant differences (p < 0.05) compared with the single chemical preservative.

counts were reduced below detectable levels for the chitosan coating at
days 3 and 7 and for the xantham gum coating at day 7. The combina-
tion of EDTA and enterocin AS-48 was quite more effective, since no
viable Listeria were detected for any of the coatings containing this
antimicrobial combination from days 1 to 7.

Incorporation of sodium lactate in the coatings was much less effec-
tive compared with EDTA (Table 1). Viable Listeria counts in the coatings
supplemented with 2.0% sodium lactate were not significantly lower
compared to coatings without lactate except for at day 7, and only for
pectin, xanthan gum and carboxymehyl cellulose coatings (Table 1).
The combination of sodium lactate and enterocin AS-48 reduced viable
counts significantly compared to lactate alone in chitosan and pectin
coatings at time 0. This combination had a more pronounced effect
during late storage, reducing viable cell counts below detectable levels
at days 3 and 7 for most of the coatings (or only at day 7 in the case of
chitosan) while coatings activated only with lactate did not.

4. Discussion

Results from the present study indicate that application of coatings
without bacteriocin reduced viable Listeria counts on apple cubes to
a variable degree. This effect could be attributed to the low pH of the
coatings and the presence of acetic acid. However, in the case of chito-
san coating there was a strong reduction in viable counts that could be
attributed to the antimicrobial activity of chitosan itself. Depending on
the degree of deacetylation, chitosan can have an extensive collection
of C2 amino groups, having pKa values of ~6.5, which can become pro-
tonated in weakly acidic conditions (Wang & Heuzey, 2016). The anti-
microbial properties of chitosan rely on its polycationic character,
which favors interaction with negatively-charged microbial cell walls
and cytoplasmic membranes. These interactions result in decreased
osmotic stability, membrane disruption, and eventual leakage of intra-
cellular elements (Banergee, Mallick, Paul, Chattopadhyay, & Ghosh,
2010; Ma, Zhou, & Zhao, 2008; Sanpui, Murugadoss, Prasad, Ghosh, &
Chattopadhyay, 2008). In addition, chitosan may enter the nuclei of bac-
teria and fungi and inhibit mRNA and protein synthesis by binding to
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microbial DNA (Blecher, Nasir, & Friedman, 2011; Ma et al., 2008; Qi,
Xu, Jiang, Hu, & Zou, 2005).

The main purpose of the present study was to determine if the anti-
microbial activity of edible coatings could be improved by addition
of enterocin AS-48. Presumably, the application of edible coatings
would allow a higher retention of bacteriocin activity on the food sur-
face and a slow and gradual release of bacteriocin molecules. This ap-
proach would also add the benefit of the coatings themselves, possibly
preventing cross contamination of the cut surfaces and other effects
such as prevention of browning and weight loss.

Previous studies showed that application of washing treatments with
aqueous solutions containing enterocin AS-48 had variable results on
bacterial inactivation depending on the food substrate (Cobo-Molinos
et al., 2005, 2008). Application of washing treatments with enterocin
AS-48 (25 pg/ml) reduced viable counts of L. monocytogenes CECT 4032
in alfalfa sprouts by approximately 2.3 log cycles, and by approximately
1.8 to 2.0 log cycles in soybean sprouts. However, washing treatments
had a much more limited effect on green asparagus (Cobo-Molinos
et al., 2005). Furthermore, application of similar washing treatments re-
duced viable counts of L. monocytogenes CECT 4032 by 1 to 1.3 log cycles
in raspberries, 3.4 log cycles in sliced pear or 2.9 log cycles in sliced kiwi,
but only 0.6 to 1 log cycles in sliced melon and in watermelon (Cobo-
Molinos et al., 2008). Results from the present study indicated that a bac-
teriocin concentration of 40 pg/ml should be preferred for use in coatings
solutions, since it ensured a more homogeneous decrease in viable
counts during storage compared to the lower concentration tested
(20 pg/ml). This recommended concentration is higher compared to re-
sults from previous studies using immersion solutions indicated above.
Such differences could be explained considering that only one strain of
L. monocytogenes was used in previous studies versus the cocktail of
strains used in the present work. Furthermore, in the present study we
also introduced a trypsin treatment at the point of sample processing
to avoid possible effects of adsorbed bacteriocin in plate counting.

Comparing reductions of viable counts for the different coatings
supplemented with enterocin AS-48 at 40 ng/ml at time o and after
7 days of storage clearly indicated that xanthan gum, pectin and
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chitosan coatings performed best, both at early reduction of viable
counts (by 2.0 to 3.6 log cycles) and on final count reduction (3.6 to
4.0 log cycles) compared to controls without coatings. In the case of chi-
tosan coating, bacteriocin addition did not seem to enhance antilisterial
activity of the chitosan itself significantly. Since enterocin AS-48 has a
net positive charge, we could speculate that the deacetylated polymer
(also positively charged) and the bacteriocin could compete for binding
sites on the bacterium, and that saturation of negative charges by
chitosan could hamper binding of enterocin. Carboxymethyl cellulose
coatings containing enterocin AS-48 also achieved high reductions
(3.1 log cycles) at the end of storage, although the early reduction was
low. Since carboxymethyl cellulose has a negative charge and enterocin
AS-48 is positively charged, we would expect a slow release of bacte-
riocin molecules from this substrate. Nevertheless, these interactions
are expected to be weaker under the acidic conditions (pH 5.0) of the
coating solutions used considering that the polymer has a pKa value of
4.3. Other supports such as potato starch, k-carrageenate and methyl
cellulose also achieved high final reductions of viable counts between
2.5 and 2.6 log cycles. In contrast, alginate and casein coatings showed
the lowest antimicrobial activities.

Addition of sodium lactate potentiated the antimicrobial activity
of coatings very weakly. In combination with enterocin AS-48, sodium
lactate slowly improved inactivation of Listeria, with greatest effects
being detected only after 7 days of incubation. In previous studies,
however, addition of sodium lactate improved the inactivation of
L. monocytogenes on fruit surfaces (other than apples) when applied
in combination with enterocin AS-48 as a washing treatment (Cobo-
Molinos et al., 2008). Sodium lactate also improved the activity
of enterocin AS-48 against Bacillus cereus (Grande et al., 2006) and
Staphylococcus aureus (Ananou, Maqueda, Martinez-Bueno, Galvez, &
Valdivia, 2007). Other studies showed that sodium lactate improved in-
activation of L. monocytogenes by nisin incorporated in zein coatings
applied on turkey frankfurters (Lungu & Johnson, 2005) and by nisin
incorporated into chitosan-coated plastic films applied on smoked
salmon (Ye, Neetoo, & Chen, 2008) or when nisin and sodium lactate
were injected in smoked fish (Nykanen, Weckman, & Lapvetelainen,
2000). Sodium lactate in combination with nisin or pediocin applied
for decontamination of fresh produce also improved inactivation of
L. monocytogenes (Bari et al., 2005; Ukuku, Bari, Kawamoto, & Isshiki,
2005). Sodium lactate also enhanced the antibacterial activity of lacticin
3147 (Scannell, Ross, Hill, & Arendt, 2000).

In contrast with sodium lactate, promising results were obtained
for EDTA. Addition of 20 mM EDTA in combination with 40 pg/ml
enterocin AS-48 remarkably improved inactivation of the cocktail of
L. monocytogenes strains for chitosan, pectin and xanthan gum coatings
and also to a less extent for the carboxymethyl cellulose coating, reduc-
ing viable counts below detection levels early during storage. EDTA acts
as a chelating agent. Chelators can destabilize the cell membranes of
bacteria by complexing the divalent cations, which act as salt bridges
between membrane macromolecules such as lipopolysaccharides
(Vaara, 1992; Shelef & Seiter, 1993). In Gram-positive bacteria, chelators
may interfere with bacterial growth by competition for divalent cations
that may be essential for bacterial metabolism and membrane stabiliza-
tion (Reidmiller et al., 2006). EDTA has been reported to inhibit bacterial
growth by depriving microorganisms from essential growth factors
such as Mg?*, Ca?™, and Fe?* and thus inhibiting many enzymes that
need these cations as cofactors (Banin, Brady, & Greenberg, 2006).
EDTA potentiates the activity of nisin, lysozyme, and monolaurin
against Gram-negative bacteria (Razavi-Rohani & Griffiths, 1994;
Sinigaglia, Bevilacqua, Corbo, Pati, & Del Nobile, 2008; Stevens, Sheldon,
Klapes, & Klaenhammer, 1991). EDTA also enhances the activity of
several antimicrobials, (including lysozyme, ovotransferrin, nisin and
other bacteriocins) on Listeria and other Gram-positives (Ananou
et al., 2007; Bari et al., 2005; Branen & Davidson, 2004; Buncic,
Fitzgerald, Bell, & Hudson, 1995; Ferrocino et al., 2013; Gdnzle, Weber,
& Hammes, 1999; Gill & Holley, 2003; Ko, Mendonca, & Ahn, 2008;

Martinez-Viedma et al., 2010; Mastromatteo, Lucera, Sinigaglia, &
Corbo, 2010; Parente, Giglio, Ricciardi, & Clementi, 1998; Zhang &
Mustapha, 1999).

In conclusion, results from the present study indicate that the effica-
cy of coatings based on enterocin AS-48 and natural polymeric sub-
stances against L. monocytogenes on apple cut surfaces can be strongly
potentiated by incorporation of EDTA. In particular, the coatings based
on apple pectin dosed with enterocin AS-48 and EDTA seem very attrac-
tive not only because of their high antilisterial activity but also because
pectin, being a natural polymer derived from the same fruit, would be
expected to be preferred by consumers compared to polymers from
other sources.
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Abstract

Parsley can be implicated in foodborne illness, yet chopped parsley is used as an
ingredient or garnish for multiple dishes. The aim of the present study was to determine
the effect of two different treatments (coating with a pectin-EDTA solution containing
the circular bacteriocin enterocin AS-48, and a high hydrostatic pressure-HHP-treatment
at 600 MPa for 8 min) on parsley that was refrigerated stored in trays at 5 °C for 10
days. Both treatments reduced viable counts by 3.7 log cycles and retarded growth of
survivors during storage. The bacterial biodiversity of the chopped parsley was studied
by high throughput sequencing (lllumina Miseq). Bacterial biodiversity of controls
samples was represented mainly by Proteobacteria (96.87%) belonging to genera
Pseudomonas (69.12%), Rheinheimera (8.56%) and Pantoea (6.91%) among others.
During storage, the relative abundance of Bacteroidetes (represented mainly by
Flavobacterium and Sphingobacterium) increased to 26.66%. Application of the pectin-
bacteriocin-EDTA coating reduced the relative abundance of Proteobacteria (63.75%)
and increased that of Firmicutes (34.70%). However, the relative abundances of certain
groups such as Salmonella, Shigella and Acinetobacter increased transiently at early
storage times. Late storage was characterized by an increase in the relative abundance of
Proteobacteria, mainly Pseudomonas. The HHP treatment reduced the relative
abundance of Proteobacteria (85.88 %) and increased that of Actinobacteria (8.01%),
but it also induced complex changes in the surviving microbiota depending on storage
time, involving a transient increase in the relative abundance of Firmicutes. Potentially-
pathogenic bacteria (Shigella) only increased in relative abundance by the end of the
storage period in the HHP-treated samples. Results of the present study illustrate how
two different treatments achieving similar reductions in viable cell counts have a

different impact on the bacterial biodiversity of chopped parsley.
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1. Introduction

Parsley (Petroselinum crispum Mill.) is a popular culinary vegetable native to
the countries of the Mediterranean region and is widely used as a flavoring and aromatic
food additive (Simon & Quinn, 1988; Diaz-Maroto, Pérez-Coello, & Cabezudo, 2002;
Zhang, Chen, Wang, & Yao, 2006). Parsley is also used in folk medicine for the
treatment of different diseases, and its bioactive constituents exhibit a wide range of
pharmacological properties, including antioxidant, hepatoprotective, brain protective,
anti-diabetic, analgesic, spasmolytic, immunosuppressant, anti-platelet,
gastroprotective, cytoprotective, laxative, estrogenic, diuretic, hypotensive, antibacterial
and antifungal activity (Farzaei, Abbasabadi, Reza, Ardekani, & Rahimi, 2013).
Consumption of foods containing parsley has been implicated in food-borne illness.
Back in 1995, Tschape et al. reported a summer outbreak of severe gastroenteritis
followed by haemolytic uraemic syndrome and thrombotic thrombocytopenic purpura in
children after consumption of sandwiches containing parsley contaminated with
verotoxigenic Cytrobacter freundii. Parsley was also the implicated or suspected source
of unrelated restaurant-associated enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) outbreaks in
Minnesota (Naimi et al., 2003). In each of the outbreak-associated restaurants, parsley
was chopped, held at room temperature, and used as an ingredient or garnish for
multiple dishes. The same and other studies have reported on the implication of parsley
as vehicle for Shigella species (Shigella sonney, Shigella boydi) implicated in foodborne
shigellosis (Centers for Disease Control and Prevention, 1999; Naimi et al., 2003; Chan
& Blaschek, 2005). Manure and irrigation with contaminated water are main sources for
enteric pathogens in fresh produce. One study showed that spray irrigation with water
containing Salmonella enterica serotype Typhimurium (8.5 log CFU/ml) resulted in

persistence of the bacteria in the phyllosphere and the rhizosphere for at least 4 weeks
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(Kisluk & Yaron, 2012). Another study reported that E. coli O157:H7 persisted for 154
to 217 days in soils amended with contaminated composts and was detected on lettuce
and parsley for up to 77 and 177 days, respectively, after seedlings were planted (Islam,
Doyle, Phatak, Millner, & Jiang, 2004). Another study on the microbiological quality of
fresh produce revealed that total coliforms increased during the packing process in the

case of cilantro and parsley (Johnston et al., 2005).

Fresh chopped parsley may have a profitable market in different food sectors
(such as hotels, restaurants and catering services) as a ready-to use ingredient for food
preparation. However, cutting and manipulation may shorten the shelf life of parsley
considerably and at the same time release nutrients that may enhance bacterial growth.
Among the different methods tested in food preservation, non-thermal methods such as
bacteriocins (Galvez, Lucas, Pérez-Pulido, & Grande-Burgos, 2014), activated coatings
(Cagri, Ustunol, & Ryser, 2004; Dhall, 2013), or high hydrostatic pressure (HHP)
treatments (Yaldagard, Mortazavi, & Tabatabaie, 2008; Balasubramaniam, Martinez-
Monteagudo, & Gupta, 2015) are gaining interest in the preservation of fresh produce,
since they may be considered natural preservation methods or have only a low or no
impact on the food properties and small, bioactive molecules present in the food
(Balasubramaniam, Martinez-Monteagudo, & Gupta, 2015). The aim of the present
study was to determine the effect of two preservation methods on chopped parsley
stored under refrigeration. One method was based on the application of the broad-
spectrum circular bacteriocin enterocin AS-48 (Grande Burgos, Pérez-Pulido, Lopez-
Aguayo, Galvez, & Lucas, 2014) incorporated in a pectin coating containing EDTA,
and the other was based on application of a HHP treatment. Since there are no previous
studies on the microbiota of chopped parsley or how it can be affected by application of

food preservation practices, we chose to study the bacterial biodiversity of chopped

81



parsley before and after application of the preservation treatments, by high throughput

DNA sequencing analysis.

2. Methods
2.1. Sample preparation, treatments, and microbiological analysis

Parsley (Petroselinum crispum, 1 kg) was bought at a local supermarket and cut
into 2-3 cm long pieces with sterile scissors on a sterile beaker under aseptic conditions.
The cut parsley was thoroughly mixed with a sterile spatula and divided into three
batches (each one in duplicate). Batch A served as untreated control. Batch B was
coated by immersion for 10 min in a pectin solution containing 1.0 % pectin from
apples (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), 100 mM EDTA (Sigma-Aldrich), 0.5% acetic
acid (Sigma-Aldrich) adjusted to pH 5.0 and 40 pg/ml enterocin AS-48 prepared as
described in a previous study (Lopez Aguayo, Grande Burgos, Pérez Pulido, Galvez, &
Lucas, 2016). The pectin solution was prepared as described elsewhere (Jiang, Neetoo,
& Chen, 2011; Lopez Aguayo, Grande Burgos, Pérez Pulido, Galvez, & Lucas, 2016).
After the coating treatment, the samples were allowed to drain for one min. on sterile
filter paper in a biosafety cabinet (Telstar, Madrid, Spain). Then the filter paper was
replaced and the samples were allowed to dry for one hour in the cabinet. Batch C was
placed inside polyethylene polyamide plastic bags containing an acidified saline
calcium chloride solution (1% calcium chloride —PanReac, Barcelona, Spain; 0.5%
acetic acid and 0.85% NaCl —Sigma-Aldrich). The bags were sealed and treated by high
hydrostatic pressure for 8 min at 600 MPa and room temperature by using a Stansted
Fluid Power LTD HHP equipment (SFP, Essex, UK) as described elsewhere (Toledo
del Arbol et al., 2016a). After application of the HHP treatment, the bags were opened

and the samples were drained and allowed to dry on sterile filter paper in a biosafety
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cabinet as described above. Samples from the three duplicate batches were deposited in
11 x 8 x 5 cm (length, width, height; Bandesur, Jaen, Spain) plastic trays (5 g per tray),
and the trays were stored at 5 °C for 10 days. At days 0, 3, 5 and 10, three trays were
removed from each batch replicate (six trays in total per batch) for microbiological
analysis. For each tray, the content of the tray was transferred to a sterile stomacher bag
containing 20 ml of sterile buffered peptone water and pummeled for 3 min in a
Stomacher 80 (Seward, Worthing, UK). One aliquot (1 ml) of the homogenate was
transferred to a sterile test tube, serially diluted on sterile saline solution and plated in
triplicate on trypticase soya agar (TSA, Scharlab, Barcelona, Spain). After incubation at
30 °C for 24 h, the average viable cell counts were calculated for each batch (expressed

as log colony forming units -CFU- per gram of sample).

2.2. DNA extraction

Aliquots (5 ml) from the remaining homogenates obtained for the three samples
corresponding to each batch replicate as described above were mixed in a sterile 50 ml
test tube and centrifuged at 600 x g for 5 min in order to remove solids from the
vegetable tissue. An aliquot (1.5 ml) of the resulting supernatant was then transferred to
an Eppendorf test tube and centrifuged at 13.500 x g for 5 min to recover microbial
cells. The pellet was resuspended in 0.5 ml sterile saline solution each. Then, Propidium
Monoazide (PMA™, Biotium, UK) was added to block subsequent PCR amplification
of the genetic material from dead cells (Nocker, Cheung, & Camper, 2006; Nocker,
Sossa-Fernandez, Burr, & Camper, 2007) as described by Elizaquivel, Sanchez, &
Aznar (2012). DNA from PMA-treated cells was extracted by using a GenElute™
Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich), following instructions provided by the

manufacturer. The resulting DNA from the two batch replicates and same sampling
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point was pooled into a single sample. DNA concentration and quality were measured

with a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Scientific, United Kingdom).

2.3. DNA sequencing and analysis

The sequence of the V3-V4 region of 16S rRNA gene was used as the
taxonomic basis to estimate bacterial populations present in the samples, according to
Caporaso et al. (2011) using HHlumina technology (Illumina Miseq, 2 x 300). Accurate
concentration of DNA samples was determined using a fluorimetric method with Quant-
IT PicoGreen reagent (Thermo Fischer) in a Quantifluor ST fluorometer (Promega).
Afterwards, DNA samples were diluted to 1.5 ng/ul and 2 ul of each sample were used
to amplify the V3-V4 region of 16 S rRNA gene. Those specific primers were used as
fusion primers respectively linked to CS1 and CS2 sequences (Fluidigm) useful for
subsequent barcoding. Positive amplification was evaluated by gel electrophoresis of
PCR products. Afterwards, a second PCR of low number of cycles was applied to add
the individual barcode to each of the samples, as well as to incorporate Illumina-specific
sequences in the amplicon libraries. Individual libraries were analyzed using a
Bioanalyzer 2100 (Agilent) to estimate the concentration of the specific PCR products
and a pool of samples was made in equimolar amounts. The pool was further cleaned,
quantified and the exact concentration of the library was measured by real time PCR,
using Illumina specific primers (Kapa Biosystems). Finally, samples were denatured
and prepared at 8-12 pM to be seed into a Miseq flowcell (Illumina) and run under a
600 cycle pair end sequencing procedure (Parque Cientifico de Madrid). After
demultiplexing, paired end reads were joined together with the fastg-join program
(https://expressionanalysis.github.io/ea-utils/). Only reads that that had quality value
(QV) scores of > 20 for more than 99% of the sequence were extracted for further

analysis. All sequences with ambiguous base calls were discarded. Sequence reads were
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assigned to operational taxonomic units (OTUSs) based on sequence similarity for each
read to 16S rRNA genes from the NCBI nt database by using BLASTN function (Era7
Bioinformatics, Granada, Spain). Each read was assigned to the taxon corresponding to

the Best Blast Hit over a threshold of similarity (e<1E-15).

2.4. Statistical analysis

Data on viable cell counts for the different treatments and storage times were
analysed with two-way ANOVA (Microsoft Excel). The Shannon Wiever (H") and
Simpson (D) biodiversity indexes were calculated with Excel programme. Data on
OTUs with relative abundances > 1.5% obtained for the different treatments and storage
times were analyzed by principal component analysis (PCA) with Pearson correlation
coefficient (r) (XLSTAT 2014 evaluation version (2014.1.03, Addinsoft, France).
Correlations were defined as very weak (0.00-0.19), weak (0.20-0.39), moderate (0.4-

0.59), strong (0.60-0.79) or very strong (0.80-0.99), with a P significance of < 0.05.

3. Results

3.1. Effect of treatments on microbial load

Viable cell counts in the control samples increased non-significantly (P > 0.05)
from 6.32 to 6.83 log CFU/g at day 3, but then increased significantly (P < 0.05) during
the remaining storage period, reaching 9.34 log CFU/g at day 10 (Table 1). Samples
coated with the pectin-bacteriocin-EDTA solution showed viable cell counts at time 0
that were significantly lower (P < 0.05) by 3.75 log cycles compared to the untreated
controls. A significant increase (P < 0.05) in viable counts was noticed in the coated
samples during late storage, approaching 4 log CFU/g at day 10. Nevertheless, viable

counts in the coated samples were always significantly lower (P < 0.05) during storage
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compared to untreated controls. The samples treated by HHP also showed a significant
(P < 0.05) reduction of 3.70 log cycles at time 0. Furthermore, viable counts did not
increase significantly (P > 0.05) during the first 7 days of storage, although they
approached a concentration of 5 log CFU/g at day 10. Viable counts obtained for the
HHP treatment were significantly lower (P < 0.05) compared to untreated controls at all
storage points, but they were only significantly different (P < 0.05) than the coated

samples at day 10 of storage.

3.2. Changes in bacterial diversity after treatments and during storage

The number of reads ranged from 24965 to 199585 (Table 2). Most OTUs
recovered from control samples at time 0 (96.87%) belonged to Proteobacteria (Fig.
1A). These were followed in relative abundance by Bacteroidetes (1.89%), Firmicutes
(0.77%) and Actinobacteria (0.45%). At genus level (Fig. 1B), Proteobacteria were
represented mainly by OTUs belonging to genus Pseudomonas (69.12%), followed by
Rheinheimera (8.56%), Pantoea (6.91%) and sequences belonging to an unidentified
Gamma proteobacterium (5.96%). During storage of controls samples, the relative
abundance of Proteobacteria decreased, while Bacteroidetes increased (reaching
26.66% at day 10). At genus level, there was a marked decrease in the relative
abundance of Pseudomonas (down to 30.41% at day 10) and an increase in the relative
abundances of other groups such as Rheinheimera, Flavobacterium and

Sphingobacterium.

The HHP treatment reduced the relative abundance of Proteobacteria (85.88 %)
and increased that of Actinobacteria (8.01%) (Fig. 1A). There was also a remarkable
change at genus level (Fig. 1B). The relative abundance of Pseudomonas was reduced

to 21.05% after treatment, while several other genera (Enterobacter, Sphingomonas,
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and others) increased. Proteobacteria decreased further at day 3, while several groups
of Firmicutes (Paenibacillus, Enterococcus, Uncultured low G+C Gram-positive
bacterium, and others) increased. However, the relative abundance of Proteobacteria
increased again during late storage. This involved mainly OTUs for Pseudomonas,
Gamma proteobacterium and Rheinheimera at day 7. At day 10, however, there was a
decrease in the relative abundance of Pseudomonas and an increase of the

Enterobacteria Shigella (18.87%), Enterobacter (7.90%) and Serratia (2.80%).

Application of the pectin-bacteriocin-EDTA coating reduced the relative
abundance of Proteobacteria at time 0 (63.75%) and increased that of Firmicutes
(34.70%) (Fig. 1A). OTUs for genus Pseudomonas were reduced to 5.01%, while OTUs
from other Proteobacteria (mainly Salmonella and Shigella and to a less extent
Pantoea) and Firmicutes (Uncultured low G+C Gram-positive bacterium and
Enterococcus) increased in their relative abundances (Fig. 1B). This was a transient
change, since OTUs for the Enterobacteria decreased below 1% by day 3, a storage
point where Acinetobacter became the main OTU (70.60%) among Proteobacteria
followed by Paenibacillus 11.68%) among Firmicutes. During late storage, there was a
remarkable increase in the relative abundances of OTUs belonging to Pseudomonas and
Gamma proteobacterium (and to a less extent also for other genera such as
Stenotrophomonas, Erwinia, Duganella and Janthinobacterium) and also a higher
relative abundance of Bacteroidetes represented mainly by Chryseobacterium,

Sphingobacterium and Flavobacterium.

Calculation of biodiversity indexes indicated at decrease in both Shannon-
Wiever and Simson’s indexes after application of the pectin-bacteriocin coating or the
HHP treatment followed by an increase in both index values during prolonged storage

in all cases (Table 2). Principal component analysis of the data at genus level indicated
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the lack of positive correlations between the samples treated with the pectin-bacteriocin-
EDTA coating at days 0 and 3 with the rest of the samples studied (Table 3, Fig. 2). The
remaining samples treated with pectin-bacteriocin-EDTA coating showed significant (P
< 0.05) positive correlations with controls and also with the samples treated by HHP.
Most of the observed positive correlations were strong or very strong. The HHP-treated
samples from time O did not show any significant (P > 0.05) positive correlations with

control samples from days 7 and 10 or with HHP-treated samples from day 10.

4. Discussion

According to results from the present study, chopped parsley had a high
microbial load that was able to proliferate during refrigerated storage, reaching 9.34 log
CFU/g and leading to food spoilage. The bacterial microbiota of parsley was composed
mainly of Proteobacteria of genus Pseudomonas. This bacterial group has also been
reported to be highly represented in the microbiota of other vegetable foods (Lee et al.,
2013; Pérez Pulido, Toledo, Grande, Galvez, & Lucas, 2015; Toledo del Arbol et al.,
2016b). During refrigerated storage, the main change in the bacterial diversity detected
consisted in a decrease in the relative abundance of Pseudomonas and an increase in the
relative abundance of other plant-associated bacteria of the phylum Bacteroidetes,

mainly Flavobacterium and Sphingobacterium.

Application of a pectin-bacteriocin-EDTA coating reduced viable counts by 3.75
log cycles and delayed bacterial growth till the end of storage. Enterocin AS-48 acts on
the bacterial cytoplasmic membrane and is active mainly on Gram-positive bacteria
(Grande Burgos, Pérez-Pulido, L6pez-Aguayo, Galvez, & Lucas, 2014). Its inhibitory
spectrum can be extended to Gram-negative bacteria in combination with outer-

membrane disturbing agents such as EDTA (Ananou, Galvez, Martinez-Bueno,
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Maqueda, & Valdivia, 2005). Furthermore, EDTA has been reported to inhibit bacterial
growth by depriving microorganisms from essential growth factors such as Mg?*, Ca?*,
and Fe** and thus inhibiting many enzymes that need these cations as cofactors (Banin,
Brady, & Greenberg, 2006). Therefore, it would be expected that the combined
treatment would reduce a microbial load composed mainly of Gram-negatives. As a
matter of fact, the results of bacterial diversity indicated that the coating treatment
markedly reduced the relative abundance of Pseudomonas. However, other bacterial
groups showed high relative abundances in the treated samples right after treatment or
during early storage. In particular, Acinetobacter accounted for 70.60% of total OTUs at
day 3 of storage. While the majority of Acinetobacter species are nonpathogenic,
environmental organisms, those species adapted to clinical environments are now
causing serious health problems (Wong et al., 2017). The fact that the Enterobacteria
Shigella and Salmonella showed a high relative abundance in the treated samples at
time O deserves special attention. Although these two bacterial groups were not detected
during storage, there is a concern that they may cause foodborne illness, as previous
Shigella outbreaks demonstrated. A previous study on S. bodyii from an outbreak
associated to consumption of contaminated parsley concluded that the S. boydii general
stress response sigma factor rpoS gene plays a vital role in survival under acidic
conditions. Enteric micro-organisms have developed several inducible mechanisms for
surviving transient acid stress (Foster, 2000; Foster & Moreno, 1999). Since the coating
used in the present study was acidified to pH 5.0 with acetic acid, we could suggest a
higher tolerance of enteric bacteria to other stress conditions in the tested food after

induction of acid stress.

Application of HHP treatment on parsley achieved a similar reduction in viable

cell counts as the activated coating, and also delayed microbial growth during
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refrigerated storage. The HHP treatment was applied under the same acidic conditions
(0.5% acetic acid) as the activated coating. However, main Enterobacteria detected in
the treated samples was Enterobacter. The presumptive pathogenic Salmonella and
Shigella were not detected or they had very low relative abundances in the HHP-treated
samples, except for Shigella at day 10 of storage. While the relative abundance of
Pseudomonas was also reduced, other bacterial groups typically associated with plants
or soil (such as Sphingomonas, Rahnella or Dyella) seemed to prevail. There are no
previous studies on application of HHP treatments for preservation of parsley. From the
microbiological point of view, the results from the present study suggest that HHP
could be applied to reduce the microbial load of chopped parsley. There is a growing
interest in using HHP treatments for decontamination of fresh produce, as exemplified
by a study on application of this technology for decontamination of green onions from
Salmonella and Escherichia coli O157:H7 (Neetoo, Nekoozadeh, Jiang, & Chen, 2011).
Nevertheless, further work based on challenge tests with specific pathogenic strains is
needed to assess the efficacy of using HHP for inactivation of foodborne pathogens in

parsley.
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Table 1. Viable counts (total aerobic mesophiles) of control parsley samples and

samples treated by high hydrostatic pressure (HHP) or coated with pectin plus

bacteriocin (PB).

Viable counts (Logip CFU/g + SD) at different storage times (days)

Treatment O 3 7 10

Control 6.32 +0.05 6.84 +0.09 7.75+0.09 9.35+0.06
HHP 2.60 +£0.29 2.08 +0.10 3.17 £+ 0.04 4.92 +0.09
PB 2.57 +0.07 2.27 +0.42 3.41+0.24 3.95+0.52

SD, standard deviation
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Table 2. Number of sequences (reads) and observed diversity for 16S rRNA amplicons

analyzed in this study.

Sample N° of reads Shannon-Wiener index (H")  Simpson index (D)

Co 85124 3.28 0.91
C3 121350 3.46 0.92
C5 121959 3.87 0.96
C10 185489 3.94 0.96
HO 58520 3.95 0.95
H3 16478 1.92 0.49
H5 99269 3.17 0.91
H10 85054 3.51 0.99
PBO 47453 2.77 0.85
PB3 59028 1.94 0.68
PB5 90251 3.58 0.93
PB10 104288 3.68 0.95
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Table 3. Correlations between controls and samples treated by HHP or coated with

pectin bacteriocin (PB) at different storage times.

Variables CO C3 C5 Ci10 HO H3 H5 H10 PBO PB3 PB5 PB10

Co 1

C3 0.9504 1

C5 0.8725  0.8906 1

C10 0.8058  0.8316  0.9906 1

HO 06130 05966 04521  0.3884 1

H3 08518 08051 06909 06207  0.5466 1

HS 09711 09917 08773 08148 06282  0.8343 1

H10 06592 06440 06509 06328 04655 05977  0.6695 1

PBO 00243 -00898 -0.1615 -0.1904  -0.1786  -0.0490  -0.0554  0.1543 1

PB3 00360 00260 -0.0409 -0.0605 -0.1021  -0.0698  0.0283 -0.0966  -0.1464 1

PB5 09794 09916 08845 08201 06185 08367 09977 06662 -0.0313  0.0211 1
PB10 09727 09845 08786 08167 05992 08187 09852  0.6619 -0.0628  0.0042  0.9904 1

Significant correlations at P < 0.05 are highlighted in bold.
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Figure 1. Relative abundance of OTUs based on paired-end 16S rRNA gene

sequencing analysis of DNA from parsley. Controls (C), samples treated with a pectin-

bacteriocin-EDTA (PB) coating containing enterocin AS-48 and samples treated by

high-hydrostatic pressure (H) were stored at 5 °C. Sampling was performed at days O,

3, 5and 10. OTUs were sorted by Phylum (A) or Genus (B).
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Figure 2. Principal component analysis of sample variables (storage time and
treatments) (A) and observations (genus relative abundance) (B) of parsley untreated
controls (C), samples treated with a pectin-bacteriocin-EDTA (PB) coating containing
enterocin AS-48 and samples treated with high hydrostatic pressure (H). The numbers

indicate storage time (days).
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Inactivation of Staphylococcus aureus in Oat and

Soya Drinks by Enterocin

AS-48 in Combination

with Other Antimicrobials

Maria José Grande Burgos, M* Carmen Lopez Aguayo, Rubén Pérez Pulido, Antonio Galvez, and Rosario Lucas Lépez

Abstract:
aureus (MRSA) in the food chain are matters of concern. In the present study, the circular bacteriocin enterocin AS-48,

The presence of toxicogenic Staphylococcus aureus in foods and the dissemination of methicillin-resistant S.

applied singly or in combination with phenolic compounds (carvacrol, eugenol, geraniol, and citral) or with 2-nitro-1-
propanol (2NPOH), was investigated in the control of a cocktail made from 1 methicillin-sensitive and 1 MRSA strains
inoculated on commercial oat and soya drinks. Enterocin AS-48 exhibited low bactericidal activity against staphylococci
in the drinks investigated when applied singly. The combinations of sub-inhibitory concentrations of enterocin AS-48
(25 wg/mL) and phenolic compounds or 2NPOH caused complete inactivation of staphylococci in the drinks within
24 h of incubation at 22 °C. When tested in oat and soya drinks stored for 7 d at 10 °C, enterocin AS-48 (25 pwg/mL) in
combination with 2NPOH (5.5 mM) reduced viable counts rapidly in the case of oat drink (4.2 log cycles after 12 h) or
slowly in soya drink (3.8 log cycles after 3 d). The same combined treatment applied on drinks stored at 22 °C achieved
a fast inactivation of staphylococci within 12 to 24 h in both drinks, and no viable staphylococci were detected for up
to 7 d of storage. Results from the study highlight the potential of enterocin AS-48 in combination with 2NPOH for

inactivation of staphylococci.

Keywords: Staphylococcus, enterocin, cereal drinks

Introduction

Staphylococcal food poisoning is among the most common
causes of reported food-borne diseases (Tirado and Schmidt 2001;
Le Loir and others 2003; EFSA 2014). In Europe, 346 outbreaks
(representing 6.4% of total outbreaks) were caused by staphylococ-
cal toxins in 2012 according to the EFSA EU Summary Report
on zoonoses, zoonotic agents, and food-borne outbreaks in 2012
(EFSA, 2014). Most Staphylococcus aureus strains are capable of pro-
ducing one or more heat stable enterotoxins (Balaban and Rasooly
2001; Ortega and others 2010), which are the cause of the gas-
trointestinal symptoms observed during intoxications (Tamarapu
and others 2001). S. aureus has been isolated from several foods
including meat and meat products, chicken, milk and dairy prod-
ucts, fermented food items, salads, vegetables, fish products, and
so on (Genigeorgis 1989; Wieneke and others 1993; Jablonski and
Bohach 2001; Tamarapu and others 2001; Jorgensen and others
2005). S. aureus is found in the nostrils as well as on the skin
and hair of warm-blooded animals, and up to 30% to 50% of
human population are carriers (Le Loir and others 2003). S. au-
reus is also widely disseminated in nosocomial infections, where it
poses a threat because of its acquired resistance to most common
antimicrobials. Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains are
of particular concern (Ippolito and others 2010; Doyle and others
2012). The presence of enterotoxin-producing antibiotic-resistant
S. aureus strains in foods is an additional risk for dissemination of
antibiotic resistance through the food chain and also for exposure
of immunocompromised individuals to more virulent strains.
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Inactivation of S. aureus in foods by using hurdle tech-
nology seems an interesting approach compared with classical
methods such as heating, allowing a better preservation of the
food organoleptic properties and nutritional value (Galvez and
others 2008, 2014). The combinations of antimicrobial com-
pounds and bacteriocins can improve considerably the inacti-
vation of pathogenic or toxicogenic bacteria in food systems,
including S. aureus. One good example is enterocin AS-48, a
cyclic antimicrobial peptide with a broad spectrum of inhibitory
activity against Gram-positive bacteria (Maqueda and others 2004;
Abriouel and others 2010; Grande Burgos and others 2014). In
previous studies, it was shown that addition of phenolic com-
pounds significantly improved microbial inactivation of S. aureus
CECT 976 by enterocin AS-48 in sauces (Grande and others
2007). Among them, hydrocinnamic acid and carvacrol showed
the best results in combination with enterocin AS-48 (Grande and
others 2007). Another study demonstrated that enterocin AS-48
acted synergistically with the antimicrobial compound 2-nitro-1-
propanol (2NPOH) in broth and in sauces (Grande and others
2007). However, it was also observed that the efficacy of bacteri-
ocin treatments against S. aureus CECT 976 depended greatly on
the food substrate. For that reason, the efficacy of combined treat-
ments needs to be validated for specific food substrates or food
categories. The purpose of the present study was to determine
the efficacy of enterocin AS-48 in beverages derived from cereals,
exemplified by oat and soya drinks (OD and SD). Both of them
have pH values close to neutrality, and allow a rapid proliferation
of S. aureus.

Materials and Methods

Bacterial strains and cultivation conditions
The toxicogenic strain S. aureus CECT 976 was from the Span-
ish Type Culture Collection (CECT, Burjasot, Valencia, Spain).
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The methicillin-resistant toxicogenic S. aureus strain CCUG
31966 was obtained from the Culture Collection of the Univer-
sity of Goteborg, Sweden. Bacterial strains were grown on brain
heart infusion broth (BHI; Scharlab, Barcelona, Spain) at 37 °C
and maintained routinely on BHI agar slants at 4 °C.

Bacteriocin preparation

Enterocin AS-48 was obtained from cultured broths of the
producer strain Enterococcus faecalis A-48-32 after concentra-
tion by cation exchange chromatography as described elsewhere
(Abriouel and others 2003). Bacteriocin concentrates were fil-
tered through 0.22 pum pore size low protein binding filters
(Millex GV; Millipore Corp., Belford, Mass., U.S.A.) under sterile

conditions.

Growth of staphylococci in OD and SD

OD and SD from different commercial brands were purchased
at local supermarkets and coded as ODA (pH 7.49), ODB (pH
6.91), ODC (pH 6.94), and ODD (pH 7.50), and SDA (pH 6.93),
SDB (pH 6.89) SDC (pH 6.71), and SDD (pH 6.65). All of
them were standard drinks, except ODD and SDD, which were
supplemented with calcium. The capacity of staphylococci to grow
in OD and SD was investigated as follows. Drinks (5 mL, in
duplicate) prewarmed at 22 °C were inoculated (0.2%, vol/vol)
with a cocktail of the 2 staphylococcal strains. The cocktail was
prepared by mixing 100-fold dilutions (in 0.85% NaCl sterile saline
solution) from overnight cultures of strains grown in BHI broth at
37 °C. After incubation at 22 °C for 24 h, drink aliquots (1 mL)
were serially diluted in sterile saline solution and plated in triplicate
on Vogel-Jonson agar containing 0.01 g/L of potassium tellurite
(V] agar; Scharlab) for viable cell counting. After 48 h incubation
at 37 °C, the average number of colonies on the plates was used
to calculate the viable cell concentration of samples, expressed as
colony forming units (CFU) per mL.

Inactivation of S. aureus in drinks by enterocin AS-48 and
antimicrobials

The inhibitory effects of antimicrobial compounds and ente-
rocin AS-48 were investigated in oat drink A (ODA) and in soya
drink A (SDA) as follows. Drinks (100 mL, in duplicate) inocu-
lated with the cocktail of staphylococci as described above were
used as controls without added antimicrobials, or supplemented
with (a) enterocin AS-48 (at final concentration of 25 pg/mL);
(b) the following antimicrobial compounds added at the final con-
centrations indicated in parentheses: carvacrol (1.25 mM), eugenol
(1.28 mM), geraniol (1.13 mM), citral (1.10 mM), and 2NPOH
(5.5 mM), or (c) combinations of enterocin AS-48 (25 pg/mL)
and each of the above-mentioned antimicrobial compounds. An-
timicrobial compounds were added directly from the correspond-
ing commercial solutions (from Sigma group, Madrid, Spain).
The combination of enterocin AS-48 (25 pug/mlL) and 2NPOH
(5.5 mM) was also tested in oat drinks ODB, ODC, and ODD
and in soya drinks SDB, SDC, and SDD. Following addition of
antimicrobials, the drinks were thoroughly mixed, distributed in
sterile capped plastic test tubes, and incubated at 22 °C for 24 h.
Viable cell counts were determined after plating on VJ agar as
described above.

Inactivation of S. aureus during storage of drinks
supplemented with enterocin AS-48 and 2NPOH

Enterocin AS-48 was tested on ODA and SDA stored at 10 °C
or 22 °C for 7 d, either singly at a final concentration of 50 pg/mL,
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or at 25 pwg/mL in combination with 5.5 mM 2NPOH. Drinks
(50 mL, in duplicate) were pre-warmed at desired incubation tem-
peratures before being inoculated with the cocktail of strains and
addition of antimicrobials. At desired intervals of incubation, drink
aliquots (1 mL) were serially diluted in sterile saline solution and
plated in triplicate on VJ agar for viable cell counts as described
above.

None
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Figure 1-Effect of enterocin AS-48 in combination with selected antimi-
crobial compounds on the viability of a cocktail made from 2 S. aureus
strains, inoculated in commercial oat drink ODA (A) and soya drink SDA
(B) during storage at 22 °C. Viable counts were determined before addition
of antimicrobials at time O (white bars), and after 24 h of incubation with
antimicrobial compounds added singly (striped bars) or in combination
with enterocin AS-48 at 25 ug/mL (solid bars). Asterisks denote statis-
tically significant reductions of viable counts in the combined treatments
compared with the single treatments.
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Table 1-Effect of enterocin AS-48 singly or in combination with 2-nitro-1-propanol 2NPOH) on the viability of a cocktail made
from 2 S. awureus strains inoculated in oat (OD) and soya drinks (SD) from different brands (A to D). Viable cell counts were

determined after 24 h incubation at 22 °C.

Viable cell counts (log10 CFU/mL)

Oat drinks Soya drinks
Treatment ODA ODB OoDC ODD SDA SDB SDC SDD
None 6.97 7.34 7.56 7.67 7.0 6.44 7.72 7.78
2NPOH (5.5 mM) 4.20 4.47 5.02 4.97 4.41 4.78 5.34 5.80

AS-48 25 ug/mL) + 2NPOH (5.5 mM) - -

Statistical analyses

All experiments were carried out in duplicate, and the av-
erage data £ standard deviations were determined with Excel
programme (Microsoft Corp., Redmond, Washington, U.S.A.).
A paired t-test was performed at the 95% confidence interval
with Statgraphics Plus version 5.1 (Statistical Graphics Corp.,
Rockville, Maryland, U.S.A.), in order to determine the statis-
tical significance of data.

Results and Discussion

Increased inactivation of S. aureus in drinks by enterocin
AS-48 and antimicrobials

Enterotoxin-producing staphylococci may cause food poisoning
and carry antibiotic resistance determinants. Results from the
present study indicate that a cocktail made from methicillin-
sensitive  and  methicillin-resistant,  enterotoxin-producing
staphylococci were able to multiply in OD and SD stored at 22 °C
for 24 h, increasing the concentration of viable cells by 2.0 to
2.8 log cycles (Figure 1A and 1B and Table 1). Results obtained
for addition of different antimicrobials in ODA and SDA drinks
indicated that carvacrol, geraniol, eugenol, citral, or 2NPOH
exhibited only a weak antimicrobial activity against the cocktail of
strains (Figure 1). Carvacrol, geraniol, and eugenol caused growth
inhibition that was statistically significant (P < 0.05) compared
with the untreated control. Citral and 2NPOH achieved a
non-significant reduction (P > 0.05) of viable cell counts in the
drinks. Similar results were obtained for enterocin AS-48 applied

singly. In contrast, no viable staphylococci were detected in ODA
or SDA treated with any of the combinations of enterocin AS-48
and the antimicrobial compounds.

The inhibitory effect of 2NPOH (5.5 mM) in combination with
enterocin AS-48 (25 pug/mL) was corroborated in 4 different com-
mercial at and SD inoculated with the cocktail of staphylococci
at approx. 5.0 logjy CFU/mL (Table 1). While 2NPOH alone
only achieved growth inhibition or a slight decrease in the initial
number of viable cells, no viable staphylococci were detected in
any of the drinks after 24 h incubation with the combination of
enterocin AS-48 and 2NPOH (Table 1).

Milk replacements such as the so-called cereal milks have be-
come very popular in Western culture because of the changes
in cultural habits and also as products with improved digestibility
that avoid problems associated with glucose intolerance, or with
claimed health benefits. They are not only being used as drinks,
but also for culinary purposes in the preparation of dishes. Results
from the present study indicate that S. aureus can multiply in soya
as well as oat drinks under inadequate storage conditions. There-
fore, if the drinks become cross-contaminated with staphylococci,
there is a risk that the bacterium may multiply and cause food
spoilage and possibly also food poisoning.

In a previous study, it was shown that the antibacterial activity of
enterocin AS-48 against S. aureus CECT 976 in vegetable sauces
(all of them having acidic pH values) was potentiated by several
phenolic compounds, including carvacrol, geraniol, eugenol and
citral, among others (Grande and others 2007). Similar results were
obtained in the present study for the cocktail of 2 strains inoculated

Figure 2—Growth of the cocktail of S. aureus strains in
oat drink ODA (A and C) and soya drink SDA (B and D)
without bacteriocin (open symbols) or with added

E E enterocin AS-48 at 50 g/ mL singly (closed circles) or
2 z at 25 pg/mL in combination with 5.5 mM
o () 2-nitro-1-propanol (closed triangles). Samples were
2 2 incubated at 10 °C (A and B) or 22 °C (C and D).
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in OD and SD with a pH close to neutrality. This is important
because the efficacy of antimicrobial compounds tends to be lower
under optimum bacterial growth conditions such as a pH closer
to neutrality in the case of S. aureus. This is not only because
faster metabolism allows a more rapid repair of cell damage caused
by antimicrobials, but also because organic acids, when present,
have greater antibacterial activity at low pH. Compared with veg-
etable sauces (often containing acetic or citric acids), OD and SD
contain no organic acids added. The greater than additive effects
observed in the inactivation of staphylococci in OD and SD by en-
terocin AS-48 in combination with phenolic compounds suggests
a potential use of these antimicrobial combinations as a hurdle
against staphylococci accidentally contaminating the drinks. Fur-
thermore, phenolic compounds can also be used as flavoring ingre-
dients, opening additional possibilities for application in flavored
drinks or flavored foods (Fenaroli 1995). Phenolic compounds are
naturally found in many different essential oils (Burt 2004), and
several works have already described the antimicrobial activity of
phenolic compounds such as citral, carvacrol, eugenol, and others
against S. aureus (Karapinar and Aktug 1987; Onawunmi 1989;
Lambert and others 2001; Knowles and others 2005).

Inactivation of S. aureus during storage of drinks
supplemented with enterocin AS-48 and 2NPOH

The effect of enterocin AS-48 applied singly at 50 pg/mL, or at
25 pg/mL in combination with 2NPOH (5.5 mM) was selected
for further study in ODA and SDA inoculated with the cocktail
of S. aureus strains and stored at 10 or 22 °C for 7 d (Figure 2).
At 10 °C, staphylococci multiplied slowly in ODA, reaching 6.5
or 7.2 log CFU/mL at days 3 or 7, respectively (Figure 2A).
Growth in SDA was still slower for the 1st 2 d, but similar viable
counts as in OD at the end of storage (Figure 2B). The single
addition of bacteriocin inhibited growth of staphylococci in ODA
and reduced viable counts during the 1st 2 d of storage. A non-
significant reduction (P > 0.05) of 1.0 log cycles was noticed
at day 2. Nevertheless, the bacteriocin seemed to have no eftect
after further incubation, and staphylococci multiplied and reached
6 log CFU/mL at day 7 (Figure 2A). In the soya drink SDA,
the single bacteriocin addition had almost no effect. Although
viable counts in the bacteriocin-treated samples were always lower
than the untreated controls, the differences were not statistically
significant (P > 0.05). In drinks treated with enterocin AS-48 in
combination with 2NPOH and stored at 10 °C, inactivation of
staphylococci occurred very fast in OD, with reductions of 4.2
log cycles after 12 h. No viable staphylococci were detected in the
treated ODA from days 2 to 7. Inactivation of staphylococci by the
combined treatment in SDA took place more slowly, achieving a
reduction of 3.8 log cycles after 3 d (Figure 2B), and leaving a
residual population of viable staphylococci at day 7.

In the drinks stored at 22 °C, staphylococci grew faster
and reached highest viable cell concentrations (8.5 or 8.1 log
CFU/mL) at day 2 to 3 of incubation (Figure 2C and 2D). The
single addition of enterocin AS-48 achieved maximum reductions
of viable counts (1.2 or 1.0 log cycles) at day 1 of storage in
both cases. However, recovery of growth was observed during
days 2 and 3 of storage, reaching viable counts as high as 6.5
log CFU/mL in ODA (Figure 2C) or 7.3 log CFU/mL in SDA
(Figure 2D). In ODA treated with a combination of enterocin
AS-48 and 2NPOH, inactivation of staphylococci occurred
very fast, and no viable cells were detected after 12 h of storage
(Figure 2C). Inactivation of staphylococci in SDA was slower, and
no viable cells were detected after day 1 of storage (Figure 2D).

105

According to a previous study, 2NPOH (0.5%) were also shown
to enhance inactivation of S. aureus in chocolate syrup when
tested in combination with enterocin AS-48 added at 58 pg/mL
(Martinez-Viedma and others 2009). 2NPOH was also shown to
enhance the antibacterial activity of enterocin AS-48 against Lis-
teria monocytogenes and Salmonella enterica in deli-type salads (Cobo
Molinos and others 2009a,b). Singly added, 2NPOH has previ-
ously shown to inhibit foodborne pathogens, including S. aureus,
in corn flour-based doughs, requiring concentrations greater that
0.5% for inactivation of this bacterium (Ortega Morente and oth-
ers 2010). Results from the present study highlight the potential of
2NPOH as an enhancer of enterocin AS-48 activity against staphy-
lococci, improving microbial inactivation and preventing recovery
of cultures during storage while at the same time reducing the
final concentrations of the 2 antimicrobials.

Interestingly, results from the present study also highlight the
potential of antimicrobial combinations based on enterocin AS-48
and phenolic compounds or 2NPOH in the control of methicillin-
resistant staphylococci. Natural antimicrobials such as bacteriocins
and phenolic compounds are becoming increasingly important as
candidates for the control of antimicrobial-resistant strains in the
food chain (Cotter and others 2013; Allen and others 2014; Arthur
and others 2014). 2-Nitropropanol has been safely administered
intraruminally to cattle as a potent inhibitor of rumen methano-
genesis (Majak and Clark 1980; Anderson and Callaway 2003),
and also in chicks against Salmonella typhimurium (Jung and others
2004). This compound was also found to be inhibitory toward
Listeria monocytogenes (Dimitrijevic and others, 2006), and could
possibly find application as a feed additive to control foodborne
pathogens in the food chain (Anderson and others 2003). The
results obtained in the present study suggest possible new applica-
tions of combinations based on 2NPOH and enterocin AS-48 in
the control of methicillin-resistant staphylococci in the food chain
as well.

Conclusions

Staphylococci can proliferate rapidly in cereal drinks with pH
values close to neutrality. The combinations of enterocin AS-48
with phenolic compounds or with 2NPOH show strong bacte-
ricidal activity against methicillin-sensitive and MRSA in com-
mercial OD and SD. The combined treatments may be of interest
for control of staphylococci. This is important because the spread
of methicillin-resistant staphylococci in the food chain is now a
matter of concern and also because of the growing interest of
consumers toward milk replacements such as cereal milks. The
combination of enterocin AS-48 and 2NPOH is an effective hur-
dle against proliferation of staphylococci in OD and SD. This
antimicrobial combination could be exploited as a barrier against
staphylococci in OD and SD under conditions posing higher risk
of accidentally contamination with the bacterium.
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1. Introduction

ABSTRACT

Enterocin AS-48 was tested against planktonic Salmonella enterica UJ3197 in combination with poly-
myxin B and/or biocides. Enterocin AS-48 added at 50 mg/l or 100 mg/l in combination with 2 mg/l
polymyxin B caused partial or complete growth inhibition of S. enterica UJ3197 at 24 h incubation. At
2 mg/l, polymyxin B did not enhance significantly the inhibitory effect of biocides against strain UJ3197,
except for 25 mg/l cetrimide. The combination of polymyxin B (2 mg/l) and enterocin AS-48 (25 mg/l)
significantly inhibited growth of strain UJ3197 in combination with 2.5 or 25 mg/l cetrimide, 25 mg|/l
hexadecylpyridinium chloride, 500 mg/l chlorhexidine, and also with 0.16 or 1.6 mg/l poly-(hexame-
thylen guanidinium) hydrochloride. Biofilms formed by four Salmonella strains (S62, S64, UJ]3197, UJ3198)
on polystyrene microtiter plates were treated with biocides singly or in combinations with polymyxin B
(2 mg/l), enterocin AS-48 (25 or 50 mg/l) or both. Sessile salmonellae showed an increased tolerance to
all biocides tested compared to planktonic cells. At the concentration tested, polymyxin B did not
enhance the bactericidal activity for any of the biocides on sessile salmonellae. Enterocin AS-48 improved
the activity of most biocides, but only for some of the strains and only for the highest bacteriocin
concentration tested in most cases. The combinations of enterocin AS-48 and polymyxin B improved
inactivation of sessile salmonellae for all biocides tested, although the degree of inactivation was highly
dependent on strain and biocide. The combination of polymyxin B (2 mg/1) and enterocin AS-48 (50 mg/1)
improved significantly (p < 0.05) the inactivation of all Salmonella strains in sessile state by the biocides
benzalkonium chloride, cetrimide, triclosan, hexachlorophene, chlorhexidine, poly-(hexamethylen gua-
nidinium) hydrochloride, and P3-oxonia.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Biofilm formation plays an important role in the attachment
and colonization of Salmonella enterica onto biotic and abiotic

In 2008, salmonellosis was the second most often reported
zoonotic disease in humans in the EU, accounting for 131,468
confirmed human cases, of which 3833 occurred in Spain (EFSA,
2010). Salmonella was the most frequently reported cause of
foodborne outbreaks (35.4% of all outbreaks). The common reser-
voir of Salmonella is the intestinal tract of a wide range of domestic
and wild animals, and for that reason a variety of foodstuffs
including both food of animal and plant origin can be sources of
infection. Transmission often occurs when organisms are intro-
duced in food preparation areas and are allowed to multiply in food,
e.g. due to inadequate storage temperatures, inadequate cooking or
cross contamination of ready-to-eat (RTE) food.

* Corresponding author. Tel.: +34 953 212160; fax: +34 953 212943.
E-mail address: agalvez@ujaen.es (A. Galvez).

0956-7135/$ — see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodcont.2012.07.011

surfaces (Collignon & Korsten, 2010; Iturriaga, Tamplin, & Escartin,
2007; Joseph, Otta, Karunasagar, & Karunasagar, 2001; Lapidot,
Romling, & Yaron, 2006; Vestby, Moretro, Langsrud, Heir, &
Nesse, 2009). Biofilm formation has serious implications in
industrial, environmental, public health and medical situations
(Gilbert, McBain, & Rickard, 2003; Hall-Stoodley, Costerton, &
Stoodley, 2004). The occurrence of biofilms in food-processing
environments can cause post-processing contamination leading
to lowered shelf-life of products and transmission of diseases
(Jessen & Lammert, 2003). Sessile micro-organisms are more
difficult to mechanically remove from food-contact surfaces and
are more resistant to disinfectants compared with planktonic
forms (Gilbert, Das, Jones, & Allison, 2001; Morton, Greenway,
Gaylarde, & Surman, 1998). Hence there is great interest in devel-
opment of treatments that will efficiently inactivate sessile
bacteria, including S. enterica.
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While many bacteriocins have been investigated for inactivation
of foodborne pathogens in foods in planktonic state, only a few
studies have explored the possibility of using bacteriocins or their
producer strains against sessile bacteria (Ammor, Tauveron, Dufour,
& Chevallier, 2006; Bower, McGuire, & Daeschel, 1995; Guerrieri
et al., 2009; Kumar, Parvathi, George, Krohne, & Karunasagar,
2009; Leriche, Chassaing, & Carpentier, 1999; Minei, Gomes, Ratti,
D’Angelis, & De Martinis, 2008; Winkelstroter, Gomes, Thomaz,
Souza, & De Martinis, 2011; Zhao, Doyle, & Zhao, 2004). Nisin and
sakacin 1 reduced the adherence of Listeria monocytogenes to silica
and stainless steel surfaces, respectively (Bower et al., 1995;
Winkelstroter et al., 2011). The antimicrobial activity of bacterio-
cins can be improved by combination with other antimicrobial
substances, but still few studies have investigated the potential for
synergy between bacteriocins and disinfectants or biocides. The
Pseudomonas bacteriocin PsVP- 10 was shown to act synergistically
with chlorhexidine and triclosan on Streptococcus mutans and
Streptococcus sobrinus in planktonic state as well as in biofilms
(Lobos, Padilla, & Padilla, 2009). Another bacteriocin named
enterocin AS-48 improved the inactivation of sessile
L. monocytogenes cells in combination with a variety of biocides
(Caballero Gémez, Abriouel, Grande, Pérez Pulido, & Gélvez, 2012).
Enterocin AS-48 is a cyclic antimicrobial peptide of great interest
for application in food preservation and food sanitation (Abriouel,
Lucas, Ben Omar, Valdivia, & Galvez, 2010; Maqueda et al., 2004).
AS-48 has been thoroughly investigated for its antimicrobial
activity against foodborne pathogens both in liquid cultures and in
foods (Abriouel et al., 2010). However, activity of bacteriocins
including enterocin AS-48 on Gram-negative bacteria is limited
because of the permeability barrier imposed by the outer cell
membrane. Polymyxins are cationic detergent-like cyclic peptides
active on Gram-negative bacteria by means of their detersive
activity, which disrupts the bacterial outer membrane and the
cytoplasmic membrane (Horton & Pankey, 1982). Therefore, poly-
myxins could improve the activity of bacteriocins on Gram-
negative bacteria. In a recent study, it was shown that polymyxin
E activity on Escherichia coli increased in combination with the
bacteriocins nisin or pediocin PA-1 (Naghmouchi, Belguesmia,
Baah, Teather, & Drider, 2011). The purpose of the present study
was to investigate if polymyxin B could potentiate the effect of
enterocin AS-48 against S. enterica and if the combination of
polymyxin B and enterocin AS-48 could be useful to enhance the
antimicrobial activity of biocides against planktonic and sessile
Salmonella cells.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions

S. enterica serovar Enteritidis strains UJ3449 and UJ3197 were
isolated from Spanish omelette and grilled pork, respectively, and
were both implicated in domestic outbreaks of human salmonel-
losis. S. enterica strains S62 and S64 were isolated from chicken
hamburger and mayonnaise, respectively. Strains were propagated
at 37 °C in Brain Heart Infusion Broth (BHI, Scharlab, Barcelona)
or BHI agar slants and stored at 4 °C for routine use or in glycerol
(30% in distilled water) at —80 °C. For preparation of inocula, strains
were grown overnight (18 h) in BHI broth.

2.2. Antimicrobials

Enterocin AS-48 was obtained from cultured broths of the
producer strain Enterococcus faecalis A-48-32 after concentration
by cation exchange chromatography as described elsewhere
(Abriouel, Valdivia, Martinez-Bueno, Maqueda, & Galvez, 2003).
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Bacteriocin concentrates were filtered through 0.22 pm pore size
low protein binding filters (Millex GV; Millipore Corp., Belford, MA,
USA) under sterile conditions. Bacteriocin concentrates were
diluted 20—50-fold in biocide solutions in order to achieve the
desired final bacteriocin concentrations of 25 or 50 pg/ml. Poly-
myxin B solution (1 mg/ml in water) was from Fluka (Madrid,
Spain).

The commercial sanitizer P3-oxonia (25—35% hydrogen
peroxide, 0.83—2.5 N acetic acid, and 0.26—0.66 N peracetic acid)
was from ECOLAB (Barcelona, Spain). Poly-(hexamethylen guani-
dinium) hydrochloride (PHMG) solution (containing 7.8% of PHMG,
by weight) was a kind gift of Oy Soft Protector Ltd (Espoo, Finland).
Benzalkonium chloride (BC), cetrimide (CT), hexadecylpyridinium
chloride (HDP), triclosan (TC), hexachlorophene (CF) and chlo-
rhexidine (CH) were from Sigma—Aldrich (Madrid, Spain). Benzal-
konium chloride commercial solution contained 50% (wt/v) of the
active compound. Triclosan and hexachlorophene were dissolved
(10% wt/v) in 96% ethanol. The remaining biocides were dissolved
aseptically in sterile distilled water at final concentrations of
1.0—10.0% (depending of each particular case), and stored at 4 °C for
a maximum of 7 days.

2.3. Effect of antimicrobial peptides polymyxin B and enterocin
AS-48 and biocides on growth of S. enterica

S. enterica UJ3197 cells (ca. 1.0 x 107 CFU/ml) were inoculated
onto Trypticase Soy Broth (TSB, Scharlab, Barcelona) supplemented
or not with polymyxin B, enterocin AS-48, biocides or their
combinations. After inoculation, broths were distributed (200 pl/
well) in triplicate on U-shaped 96-well polystyrene microtiter
plates (Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ), which were
covered with a tight fitting lid and incubated at 30 °C. At desired
intervals of incubation (0, 5, 10, and 24 h), the optical density of
wells was recorded at 650 nm in a microplate reader iMark TM
(BioRad, Madrid) after shaking for 30 s.

Polymyxin B was tested singly at 2, 5 or 10 mg/I or at 2 mg/l in
combination with enterocin AS-48 (50 or 100 mg/l) in order to
establish possible interactions between the two antimicrobial
peptides.

In preliminary trials, biocides were tested singly at four different
concentrations each in order to approximate the range of inhibitory
concentrations. The minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined as the minimum concentration of biocide that
completely inhibited growth at 24 h incubation. In order to deter-
mine if biocide activity on planktonic Salmonella could be poten-
tiated by polymyxin B (2 mg/l) or polymyxin B (2 mg/l) plus
enterocin AS-48 (at final concentrations of 12.5 or 25 mg/l), the
antimicrobial peptides were tested in TSB broths in combination
with biocides at concentrations below or close to their MIC as
follows: BC, 1.25, 12.5, 125 mg/l; CT, 2.5, 25, 250 mg/1; HDP, 10, 25,
250 mg/l; TC, 1, 2, 2.5 mg/l; CF, 2.5, 25, 250 mg/l; CH, 25, 250,
500 mg/l; PHMG, 0.016, 0.16, 1.6 mg/l; P3-oxonia, 0.025, 0.1, 0.25%,
v/v. Bacterial growth in the bacteriocin/biocide containing broths
was determined in microtiter plates incubated at 30 °C as described
above.

2.4. Determination of bactericidal effects on sessile Salmonella

Bacterial suspensions of Salmonella strains (ca. 1.0 x 107 CFU/ml)
prepared in diluted TSB broth (6.0 g/l) were distributed (200 pl/
well) on 96-well polystyrene microtiter plates (Becton Dickinson
Labware). The plates were incubated at 30 °C for 24 h to allow
biofilm formation. Then, the cultured broths were discarded and
the biofilms formed on the microtiter plates were washed with
200 ul of sterile saline solution to remove loosely associated
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bacterial cells. Aqueous solutions containing polymyxin B (2 mg/1),
enterocin AS-48 (25 or 50 mg/l), biocides (which were tested at
three different concentrations in a range of 5—20 g/1. depending on
each biocide), or their combinations were added to the wells and
the plates were further incubated at 30 °C for 60 min. After treat-
ments, the biocidal solutions were removed and the wells were
washed with 200 pl of Dey/Engley Neutralizing broth (Difco, Bar-
celona) followed by 200 ul of phosphate buffered saline (PBS)
(Merck, Darmstadt, Germany). Biofilms were resuspended in 200 pl
PBS by sonication for 1 min in a sonicator bath (Mod 3510, Branson;
Danbury, CT, USA) followed by pipetting rigorously for 30 s.
Removal of biofilm cells was confirmed by the crystal violet stain-
ing method described by Djordjevicc, Wiedmann, and
McLandsborough (2002). For each treatment, samples from two
wells were pooled together and vortexed, followed by serial dilu-
tion in sterile saline solution and plating in triplicate on TSA. Viable
cell counts obtained after 24 h incubation at 37 °C were used to
calculate the average numbers of viable cells expressed as
log1p CFU/ml.

2.5. Statistical analysis

All experiments were carried out in duplicate (two experiments
per trial), and the average data + standard deviations were deter-
mined with Excel programme (Microsoft Corp., USA). A t-test was
performed at the 95% confidence interval with Statgraphics Plus
version 5.1 (Statistical Graphics Corp, USA), in order to determine
the statistical significance of data.

3. Results

3.1. Inhibition of planktonic salmonellae by enterocin AS-48 in
combination with polymyxin B

The inhibitory effect of enterocin AS-48 singly or in combination
with polymyxin B was studied on S. enterica U]J3197 inoculated in
TSB. The bacteriocin had no inhibitory effect on bacterial growth at
concentrations of 50 mg/l, and only a weak inhibition was observed
at 100 mg/1 (Fig. 1). Polymyxin B had strong inhibitory effects at
concentrations of 5 or 10 mg/I (data not shown). At 2 mg/l, poly-
myxin B significantly inhibited growth of S. enterica UJ3197 for the
first 10 h of incubation, but not in the subsequent hours (Fig. 1). For
that reason, a concentration of 2 mg/l polymyxin B was selected for
combined tests with enterocin AS-48. The combination of 50 mg/1
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Fig. 1. Effect of enterocin AS-48 and polymyxin B singly or in combination on growth
of Salmonella enterica UJ3197. Enterocin AS-48 was tested at 50 mg/l (A) or 100 mg/l
(O) singly (open symbols) or in combination (closed symbols) with polymyxin B
(2 mg/l). Polymyxin B added singly (). Control cultures (< ). Asterisks denote
statistically significant (p < 0.05) growth inhibition at 24 h.

AS-48 and polymyxin B resulted in growth inhibition that was
significantly higher (p < 0.05) at 24 h compared to polymyxin B
alone, while the combination of 100 mg/l enterocin AS-48 and
polymyxin B resulted in complete inhibition of growth (Fig. 1).

3.2. Inhibition of planktonic salmonellae by combinations of
enterocin AS-48, polymyxin B and biocides

Enterocin AS-48 (12.5 or 25 mg/l) and polymyxin B (2 mg/l)
were tested against planktonic S. enterica UJ3197 in TSB in combi-
nation with different biocides. Polymyxin B (without enterocin
AS-48) only improved growth inhibition significantly (p < 0.05) for
the biocide cetrimide at 25 mg/l. For the combinations containing
polymyxin B, enterocin AS-48 and biocide, growth inhibition was
observed for all QAC (Fig. 2). For BC, greatest growth inhibition was
obtained at 12.5 mg/l biocide in combination with polymyxin B and
25 mg/l enterocin AS-48, but it was not statistically significant
(p > 0.05) compared to the single biocide treatment (Fig. 2A). For CT
at 25 mg/l, significant growth inhibition (p < 0.05) was observed for
all the combinations tested (polymyxin B and its combinations with
enterocin AS-48), while at a ten-fold lower biocide concentration
a significant growth inhibition (p < 0.05) was observed in combi-
nation with polymyxin B and 25 mg/l enterocin AS-48 (Fig. 2B). In
the case of HDP, significant growth inhibition (p < 0.05) was
observed only for the combinations of polymyxin B and enterocin
AS-48 at 12.5 or 25 mg/I (Fig. 2C).

Growth inhibition of S. enterica U]3197 by bis-phenols did not
increase remarkably in combination with polymyxin B and enter-
ocin AS-48 (Fig. 2D, E). A partial, non-significant (p > 0.05) growth
inhibition was observed for 2 mg/l TC in combination with poly-
myxin B and 25 mg/l enterocin AS-48 compared to the single
biocide addition (Fig. 2D). The combinations of polymyxin B and
enterocin AS-48 with CF did not enhance growth inhibition
significantly (p > 0.05), and it could also be observed that this
biocide required ten-fold higher concentrations for inhibition of
S. enterica UJ3197 when applied singly compared with TC (Fig. 2E).

Growth inhibition by chlorhexidine at 500 mg/l increased
significantly (p < 0.05) for the combinations of polymyxin B and
enterocin AS-48 at concentrations of 12.5 and 25 mg/l (Fig. 2F).
Growth inhibition by the polyguanine PHMG was enhanced
significantly (p < 0.05) only by combination with polymyxin B and
25 mg/l enterocin AS-48, both at 0.16 and 1.6 mg/I biocide (Fig. 2G).
The inhibitory effect of the commercial solution P3-oxonia was
enhanced non-significantly (p > 0.05) in the combinations of
biocide (0.025% or 0.1%) and polymyxin B plus 25 mg/l enterocin
AS-48 (Fig. 2H).

3.3. Inactivation of sessile Salmonella by enterocin AS-48 and
polymyxin B in combination with biocides

Enterocin AS-48 (25 or 50 mg/l) was tested singly or in combi-
nation with polymyxin B (2 mg/l) and biocides on biofilms formed
by S. enterica strains S62, S64, UJ3197 and UJ3198. Without biocides,
neither polymyxin B, enterocin AS-48 nor the combinations of
polymyxin B and enterocin AS-48 had any bactericidal effect on any
of the Salmonella strains tested (Fig. 3A). The single treatment with
benzalkonium chloride (10 g/l) reduced viable counts by
2.8—3.9 log cycles, depending on strain. Polymyxin B and BC did not
reduce significantly the numbers of viable cells for any of the
strains, but the combination of BC and enterocin AS-48 (50 mg/l)
significantly reduced the numbers of viable cells for strains S62 and
UJ3198 (Fig. 3B). The combination of BC, polymyxin B and 25 mg/l
AS-48 significantly reduced the number of viable cells for strains
S62 and S64 compared to the single biocide treatment, while the
combination of BC, polymyxin B and 50 mg/l AS-48 significantly

110



M,J. Grande Burgos et al. / Food Control 30 (2013) 214—221 217
2.0 2.0 2.0 2.0
A B C D
1.51 1.5 1.54 191
£
£ E £ £
1.0 B1.0] 810 1.0 |
[a] a a (=]
o o o) (o]
*
0.51 0.5 0.5 0.5
* *
0.0 0.0 KA |1 S| 00 0.0
1.25 12.5 125.0 250  250.0 10.0 250 2500 20 25
Biocide concentration (mg/l) Biocide concentration (mg/l) Biocide concentration (mg/l) Biocide concentration (mg/l)
2.0 2.0 2.0 2.0
E F H
1.5 1.5 1.51 1.5
£ £ £ £
< c c [=
n n n n
8 1.0 81.01 81.09 ©1.01
a a a o
o [e] [¢) ()
0.51 0.51 0.51 0.51
% % rh
0.0 T 0 0.0 T
25 25.0 250.0 25.0 250.0 500.0 0.016 0.16 0. 025 0.25

Biocide concentration (mg/l) Biocide concentration (mg/l)

Biocide concentration (mgll) Biocide concentration (%)

[] Biocide (B)

B + Polymyxin B (P) [ B + P + AS-48 (12.5mg/l) [l B + P + AS-48 (25 mg/l)

Fig. 2. Effect biocides benzalkonium chloride (A), cetrimide (B), hexadecylpyridinium chloride (C), triclosan (D), hexachlorophene (E), chlorhexidine (F), poly-(hexamethylen
guanidinium) hydrochloride (G), and P3-oxonia commercial sanitizer (H) on growth of Salmonella enterica UJ3197, singly or in combinations with polymyxin B (2 mg/1) or polymyxin
B plus enterocin AS-48 (added at 12.5 or 25 mg/l). Asterisks denote statistically significant (p < 0.05) growth inhibition compared to the single biocide treatment.

reduced the concentration of survivors in biofilms for all strains.
Cetrimide (20 g/l) reduced viable counts by 1.6—3.8 log cycles
(Fig. 3C). The efficacy of treatments with CT increased significantly
for 50 mg/l enterocin AS-48 only in strains S62 and UJ3197 (Fig. 3C).
Significant reductions of viability (p < 0.05) were observed for CT in
combination with AS-48 (25 as well as 50 mg/1) for all the strains.
Hexadecylpyridinium chloride (20 g/1) reduced viable counts by
2.6—4.2 log cycles (Fig. 3D). The activity of HDP was potentiated
significantly (p < 0.05) only for the combinations including poly-
myxin B and AS-48 and only for strain 64 (Fig. 3D).

Triclosan (5 g/l) reduced viable counts of sessile salmonellae by
3.7-5.2 log cycles (depending on strain) when tested singly
(Fig. 4A). The effect of treatment with TC improved significantly
(p < 0.05) in combination with 50 mg/l AS-48 for strains S64 and
UJ3108 (Fig. 4A). For the combinations of TC with polymyxin B and
AS-48, viable counts were reduced significantly for strains S64,
UJ3197 and UJ3198 for 25 mg/l bacteriocin, or for all strains in the
treatments with 50 mg/l bacteriocin. For strains S62, S64 and
UJ3197, no viable salmonellae were detected for most of the
combined treatments with biocide, polymyxin B and bacteriocin.
Hexachlorophene (20 g/l) was in general less effective than TC
against sessile salmonellae (Fig. 4B), reducing viable count by
1.4—2.7 log cycles. The activity of CF was potentiated significantly
(p < 0.05) in combination with 50 mg/l AS-48 for strains S64 and
UJ3198. The combination of CF, polymyxin B and 25 mg/l AS-48
reduced viable counts significantly (p < 0.05) for three strains
(S62, S64, UJ3198), and increasing the bacteriocin concentration to
50 mg/l reduced viable counts significantly (p < 0.05) for all strains.

The single treatment with chlorhexidine (20 g/1) reduced viable
counts of sessile salmonellae by 1.9—3.3 log cycles (Fig. 5A). The
activity of chlorhexidine on sessile salmonellae was potentiated by
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enterocin AS-48 only in strains S64 and UJ3197 (Fig. 5A). The
differences in strain sensitivity to the combined treatments
including chlorhexidine, polymyxin B and enterocin AS-48 were
remarkable, with significant reductions of viable counts for the two
bacteriocin concentrations tested in strains S64, UJ3197 and
UJ3198, while strain S62 was significantly inactivated only for the
highest bacteriocin concentration in the combined treatments
compared to the single biocide treatment. In contrast, strain S64
seemed to be the most sensitive, since no viable salmonellae were
detected for the highest bacteriocin concentration tested. Poly-
(hexamethylen guanidinium) hydrochloride (16 g/1) reduced viable
counts by 1.8—2.6 cycles when tested singly (Fig. 5B). The activity of
PHMG was only potentiated by combinations including polymyxin
B and AS-48 (Fig. 5B). The observed reductions of viable counts in
sessile salmonellae were statistically significant (p < 0.05) in most
strains (except for 25 mg/l AS-48 in strain UJ3197). Inactivation of
salmonellae by the commercial sanitizer P3-oxonia tested at 2%
(2.2—3.4 log reductions) increased significantly (p < 0.05) only for
50 mg/ml bacteriocin in the case of strain UJ3198 (Fig. 5C). All the
combined treatments including P3-oxonia, polymyxin B and
enterocin AS-48 reduced viable counts of strain 3198 significantly,
but only the treatments including 50 mg/l bacteriocin reduced
viable counts significantly for the rest of the strains.

4. Discussion

In a previous study, we showed that enterocin AS-48 could
improve the activity of biocides against planktonic as well as sessile
L. monocytogenes cells (Caballero Gémez et al., 2012). Therefore, it
would be interesting to determine if similar effects could be
demonstrated on S. enterica. Being a Gram-negative bacterium,
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salmonellae compared to the single biocide treatment.

S. enterica shows an increased resistance to bacteriocins (Galvez,
Abriouel, Lucas-Lépez, & Ben Omar, 2007). Enterocin AS-48 acts
on the bacterial cytoplasmic membrane, and needs to overcome the
outer membrane permeability barrier in order to reach its lethal
target (Galvez, Maqueda, Martinez-Bueno, & Valdivia, 1991). The
natural resistance of S. enterica to enterocin AS-48 can be overcome
by outer membrane-permeabilizing treatments (such as EDTA or
heat) (Abriouel, Valdivia, Galvez, & Maqueda, 1998) but also by
treatment with other chemicals such as trisodium phosphate, lactic
acid, peracetic acid, polyphosphoric acid, p-hydobenzoic acid or 2-
nitro-propanol (Cobo Molinos et al.,, 2008, 2009) or by high-
intensity pulsed-electric field treatments (Martinez Viedma et al.,
2008). The present study showed that S. enterica treated with
subinhibitory concentrations of polymyxin B also became sensitive
to low concentrations of enterocin AS-48. This synergy could be
explained by the detergent-like action of polymyxins on the
bacterial outer membrane, and opens new possibilities for appli-
cation of enterocin AS-48 in combination with polymyxins similar
to previous reports on polymyxin E and nisin or pediocin PA-1
(Naghmouchi et al., 2011).

Since biocides are widely used in sanitation of food-related
environments such as the surfaces of industrial equipments in
contact with foods (Holah, 2000; Jones, Jampani, Newman, & Lee,
2000), it would be interesting to see if the activity of biocides on
S. enterica could be potentiated by enterocin AS-48 in combination

with polymyxin B. While a subinhibitory concentration of poly-
myxin B improved the inhibitory activity of only one biocide on
planktonic salmonellae, a subinhibitory combination of polymyxin
B (2 mg/l) and enterocin AS-48 (25 mg/l) improved remarkably the
inhibitory effects of four of the biocides tested (cetrimide, hex-
adecylpyridinium chloride, chlorhexidine and poly-(hexamethylen
guanidinium) hydrochloride) and it also caused a partial growth
inhibition in combination with the rest of biocides. These results
may be of interest in the development of biocide formulations with
improved activity on salmonellae and reduced biocide content.
Biocides are important in sanitizing food-contact surfaces both
in the home and in food-processing plants, where bacteria tend to
persist embedded in biofilms (Kusumaningrum, Riboldi, Hazeleger,
& Beumer, 2003; Kusumaningrum, Paltinaite, et al., 2003). Biofilms
are surface-associated, three-dimensional multicellular structures
whose integrity depends upon the extracellular matrix produced
by their constituent bacterial cells (Branda, Vik, Friedman, & Kolter,
2005; Jefferson, 2004). Biofilm formation is one of the main prob-
lems for disinfection in the food industry and in other industrial
and health sectors as well (Chia, Goulter, McMeekin, Dykes, &
Fegan, 2009; Jun et al., 2010). Numerous studies have docu-
mented the ability of Salmonella spp. to adhere and form biofilms
on surfaces such as plastic, cement, glass, and stainless steel (Dhir &
Todd, 1995; Joseph et al., 2001) and on food surfaces as well
(Lapidot et al., 2006; Iturriaga et al., 2007; Kroupitski, Pinto, Brandl,
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Fig. 4. Effect of polymyxin B (2 mg/l), enterocin AS-48 (25 or 50 mg/l) or both in
combination with 5 g/l triclosan (A) or 20 g/l hexachlorophene (B) against sessile
Salmonella enterica strains S62, S64, UJ3197 and UJ3198. Asterisks denote statistically
significant (p < 0.05) inactivation of salmonellae compared to the single biocide
treatment.

Belausov, & Sela, 2009; Patel & Sharma, 2010; Vestby et al., 2009). S.
enterica forms biofilms that are relatively resistant to chemical
sanitizing treatments. A previous study reported an MIC value of
0.5 mg/1 for triclosan against planktonic S. enterica serovar Typhi-
murium (Tabak et al.,, 2007), which is slightly lower than the
2.5 mg/l value obtained in the present study. Nevertheless, at 1 g/l it
only achieved a one-log reduction of viable counts when tested on
sessile Salmonella (Tabak et al., 2007). The tolerance of Salmonella
towards triclosan in the biofilm was attributed to low diffusion
through the extracellular matrix, but also to the induced expression
of genes involved in reduced influx of triclosan, increased efflux of
the compound and enhanced exopolysaccharides production. In
the present study, treatment with 5 g/l triclosan failed to
completely inactivate sessile salmonellae, while the combinations
with polymyxin B and enterocin AS-48 did. TC was also the biocide
with greater bactericidal effects on sessile salmonellae when
applied singly (5 g/l compared to 20 g/l for the rest of biocides).
Triclosan blocks lipid biosynthesis by specifically inhibiting the
enzyme enoyl-acyl carrier protein reductase (Levy et al., 1999),
resulting in multiple secondary effects derived from alterations in
lipid and phospholipid metabolism (Schweizer, 2001). A synergistic
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Fig. 5. Effect of polymyxin B (2 mg/l), enterocin AS-48 (25 or 50 mg/l) or both in
combination with 20 g/l chlorhexidine (A), 16 g/l poly-(hexamethylen guanidinium)
hydrochloride (B) or with 2.0% (v/v) of the sanitizer P3-oxonia (C) against sessile
Salmonella enterica strains S62, S64, UJ3197 and UJ3198. Asterisks denote statistically
significant (p < 0.05) inactivation of salmonellae compared to the single biocide
treatment.

effect between triclosan and enterocin AS-48 would be expected
from the mechanism of action of this bacteriocin, which interacts
with the phospholipids in the bacterial cytoplasmic membrane
(Gélvez et al., 1991).

Remarkably, results from the present study indicated that
sessile S. enterica cells were much more tolerant to biocides than
their planktonic cells, and, with the exception of triclosan, biocide
concentrations up to 20 g/l failed to reduce viable populations
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below 2.5—4.5 log. In addition, biocide tolerance in the sessile
salmonellae was observed for all four strains tested, with slight
differences in sensitivity between strains. The concentrations
tested in our study are much higher than those commonly used in
the industry. For example, benzalkonium chloride, chlorhexidine
digluconate, and polyhexamethylenebiguanide formulations are
used for sanitizing the surfaces of utensils and instruments in the
food industry at concentrations of 0.05—0.2%, 0.01—0.02%, and
0.1-0.2% as the active ingredient, respectively, while hypochlorite
solutions are usually used to a maximum of 200 mg/l chlorine
(Ueda & Kuwabara, 2007). However, tolerance to commonly used
biocide concentrations among sessile salmonellae has also been
reported previously (Moretro et al., 2009; Ueda & Kuwabara,
2007). By using commercial disinfectant solutions, Moretro et al.
(2009) reported that exposure to acidic peroxygen-based disin-
fectants resulted in complete reduction (>4 log) of the number of
Salmonella on stainless steel coupons while in general, disinfec-
tants based on cationic tensides, glutaraldehyde or hypochlorite
did not show sufficient bactericidal effect on salmonellae. In
another study, at the recommended user concentrations, only
sodium hypochlorite showed 100% reduction in viable Salmonella
cells in biofilms (Wong et al., 2010). Benzalkonium chloride and
chlorhexidine gluconate were the least effective against biofilms,
followed by quaternary ammonium compound which only
showed 100% reduction in viable cells from 5-day-old biofilms.
While many studies indicate that salmonellae from food envi-
ronments are sensitive to disinfectants in their planktonic
state (Davison et al., 2003; Gradel, Randall, Sayers, & Davies,
2005; Moretro, Midtgaard, Nesse, & Langsrud, 2003), more
work is needed on biocide tolerance in the sessile state.
Following disinfection, biofilms containing surviving salmonellae
may act as reservoirs for contamination of foods and other items
either by direct contact with the contaminated surfaces or by the
release of planktonic bacteria that may spread away from the
biofilm.

There is a need to improve the efficacy of biocides in the food
industry to completely solve the problems of biofilm formation. At
the same time, there is a need to reduce the negative impact of
biocides and detergents such as toxicity, corrosive effects, ease of
removal and the subsequent sensory value effects on the final
products (Moretro et al., 2009). The use of biosolutions containing
enzymes, phages, interspecies competitions, microbially-derived
antimicrobial compounds (Simdes, Simdes, & Vieira, 2010), essen-
tial oils (Valeriano et al., 2012) and natural plant molecules
(Chorianopoulos, Giaouris, Skandamis, Haroutounian, & Nychas,
2008) has been proposed as an alternative to biocides in the food
industry. Within this context, enterocin AS-48 could improve the
efficacy of biocides either directly, as in the case of L. monocytogenes
(Caballero Gémez et al., 2012) or together with polymyxin B or
another outer membrane-permeabilizing agent for inactivation of
Gram-negative bacteria.
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Los resultados del presente estudio indican que la aplicacion de recubrimientos sin
bacteriocina reduce de forma variable los recuentos de células viables de Listeria en
trozos de manzana. Este efecto podria atribuirse al bajo pH de los recubrimientos y
también a la presencia de acido acético. Sin embargo, en el caso del quitosano, la fuerte
reduccidn en los recuentos podria atribuirse a la propia actividad antimicrobiana de este
polisacéarido. Dependiendo del grado de desacetilacion, el quitosano puede tener una
extensa cadena de grupos amino C2, con valores de pKa en torno a 6,5 que podrian
pasar a forma protonada en condiciones de baja acidez (Wang y Heuzey, 2016). El
efecto antimicrobiano del quitosano se debe a su caracter policationico, que favorece la
interaccién con las paredes de las células microbianas y las membranas citoplasmaticas
cargadas negativamente. Estas interacciones dan lugar a una disminucién de la
estabilidad osmdtica, disrupcion de la membrana y eventual fuga de elementos del
citoplasma (Banergee et al., 2010; Ma et al., 2008; Sanpuiet al., 2008). Ademas, el
quitosano puede entrar en el nlcleo de bacterias y hongos inhibiendo la sintesis proteica
y de ARNm, uniéndose al ADN (Blecher et al., 2011; Ma et al., 2008; Qi et al., 2005).

El proposito principal del presente estudio fue determinar si la actividad
antimicrobiana de los recubrimientos en alimentos podria mejorarse mediante la adicion
de enterocina AS-48. Presumiblemente, la aplicaciéon de recubrimientos en alimentos,
permitiria una mayor duracion de la actividad de la bacteriocina en la superficie del
alimento asi como la liberacion lenta y gradual de moléculas de la misma. Este enfoque
también beneficiaria los recubrimientos en si, evitando posiblemente la contaminacion
cruzada de las superficies cortadas y otros efectos tales como prevencion de la
oxidacién y pérdida de volumen. Estudios previos demostraron que la aplicacion de
tratamientos de lavado con soluciones acuosas conteniendo enterocina AS-48 tuvieron
resultados variables en la inactivacion bacteriana dependiendo del sustrato alimenticio
utilizado (Cobo-Molinos et al., 2005, 2008). La aplicacion de tratamientos de lavado
con enterocina AS-48 (25 pg/ml) redujo los recuentos de viables de Listeria
monocytogenes CECT 4032 en brotes de alfalfa aproximadamente 2,3 ciclos
logaritmicos y entre 1,8 y 2,0 ciclos log en brotes de soja. Sin embargo, estos
tratamientos tuvieron un efecto mucho mas limitado en esparragos (Cobo-Molinos et

al., 2005). Ademaés, la aplicacion de tratamientos de lavado similares redujo los

117



recuentos de viables de L. monocytogenes CECT 4032 de 1 a 1,3 ciclos logaritmicos en
frambuesas, de 3,4 ciclos en trozos de pera o 2,9 ciclos en rodajas de Kiwi y sélo 0,6 a 1
ciclos log en meldn en rodajas y en sandia (Cobo-Molinos et al., 2008). Los resultados
del presente estudio indican que la bacteriocina deberia utilizarse en recubrimientos a
una concentracion de al menos 40 pg/ml, ya que esto aseguraria una disminucion méas
homogénea durante el tiempo de almacenado que con una concentracion de 20 ug/ml.
Esta concentracion recomendada es mas alta en comparacion con los resultados
realizados en estudios anteriores usando soluciones de inmersién como se ha indicado
anteriormente. Estas diferencias podrian explicarse teniendo en cuenta que en los
estudios previos sélo se utiliz6 una cepa de L. monocytogenes frente al cctel de cepas
utilizadas en el presente trabajo. Ademas, en el presente estudio también se introdujo un
tratamiento con tripsina durante el procesado de la muestra, para evitar posibles efectos
de absorcién de la bacteriocina en los recuentos en placa. Comparando las reducciones
en los recuentos de viables para los diferentes recubrimientos suplementados con
enterocina AS-48 a 40 ug/ml a tiempo 0 y 7 dias después del almacenado, claramente se
comprobd que los revestimientos con goma xantana, pectina y quitosano presentaban
mejores resultados, tanto en la reduccion temprana de la viabilidad (de 2,0 a 3,6 ciclos
de log) como en la reduccidn del recuento final (3,6 a 4,0 ciclos log) en comparacion
con los controles sin recubrimientos. En el caso de recubrimientos con quitosano, la
adicién de bacteriocina no parecia mejorar la actividad del propio quitosano. Dado que
la enterocina AS-48 tiene una carga positiva neta, podriamos especular que el polimero
desacetilado (también cargado positivamente) y la bacteriocina podrian competir por los
sitios de union en la bacteria y que la saturacion de las cargas negativas haria que el
quitosano dificultara la union de la enterocina. Los recubrimientos de
carboximetilcelulosa adicionada de enterocina AS-48 también lograron altas
reducciones (3,1 log ciclos) al final del almacenamiento, aunque la reduccién inicial fue
muy leve. Dado que la carboximetilcelulosa tiene una carga negativa y la enterocina
AS-48 esta cargada positivamente, se esperaria una liberacion lenta de moléculas de
bacteriocina desde este sustrato. Sin embargo, estas interacciones son mas débiles en
condiciones &cidas (pH 5,0) que en las soluciones de revestimiento utilizadas
considerando que el polimero tiene un valor pKa de 4,3. Otros soportes tales como
almidon de patata, k-carragenato y la metil celulosa también lograron altas reducciones
en los recuentos finales de células viables entre 2,5 y 2,6 log. Por el contrario, los

recubrimientos de alginato y caseina mostraron actividades antimicrobianas mas bajas.
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La adicién de lactato sodico potencié la actividad antimicrobiana de los
recubrimientos muy débilmente. En combinacién con la enterocina AS-48, el lactato
sodico mejoro levemente la inactivacion de Listeria, detectdndose solamente tras 7 dias
de incubacion. Sin embargo, en estudios previos, la adicion de lactato sdédico mejoré la
inactivacion de L. monocytogenes en las superficies de frutas (excepto en manzanas)
cuando se aplico en combinacion con la enterocina AS-48 como tratamiento de lavado
(Cobo-Molinos et al., 2008). El lactato s6dico también mejord la actividad de la
enterocina AS-48 frente a Bacillus cereus (Grande et al., 2006) y Staphylococcus aureus
(Ananou et al., 2007). Otros estudios mostraron que el acetato sédico mejoro la
inactivacion de L. monocytogenes junto con la incorporacion de nisina en
revestimientos de zeina aplicados en salchichas de pavo (Lungu y Johnson, 2005) y
también con nisina incorporada en peliculas plasticas recubiertas de quitosano aplicadas
sobre el salmoén (Ye et al., 2008), o cuando la nisina y el lactato de sodio se inyectaron
en pescado ahumado (Nykanen et al., 2000). El lactato s6dico en combinacion con
nisina o con pediocina aplicado para la descontaminacion de productos frescos también
mejoro la inactivacion de L. monocytogenes (Bari et al., 2005; Ukuku, et al., 2005). En
otro estudio, el lactato sodico también aumentd la actividad antibacteriana de la
lacticina 3147 (Scannell et al., 2000).

Al contrario que con el lactato sodico, se obtuvieron resultados prometedores
para el EDTA. La adicion de EDTA a una concentracion final de 20 mM en
combinacion con 40 ug/ml de enterocina AS-48 mejord notablemente la inactivacion
del coctel de cepas de L. monocytogenes en revestimientos de quitosano, pectina y goma
de xantana y también aunque en menor medida en el recubrimiento de carboximetil
celulosa, reduciendo los recuentos de células viables por debajo de los niveles de
deteccion temprana durante el almacenamiento. EI EDTA actia como un agente
quelante pudiendo desestabilizar las membranas de las células bacterianas mediante la
formacion de complejos con cationes divalentes, secuestrando a cationes que actuan
como puentes salinos entre macromoléculas de la membrana tales como los
lipopolisacéridos (Vaara, 1992; Shelef y Seiter, 1993). En las bacterias Gram-positivas,
los agentes quelantes pueden interferir en el crecimiento bacteriano al secuestrar
cationes divalentes que son necesarios para el correcto funcionamiento del metabolismo
bacteriano y para la estabilizacion de la membrana (Reidmiller et al., 2006). Se sabe que
el EDTA inhibe el crecimiento al privar a los microorganismos de factores esenciales de

119



crecimiento tales como Mg?*, Ca** y Fe?*, inhibiendo asi muchas enzimas que necesitan
estos cationes como cofactores (Banin et al., 2006). El EDTA potencia la actividad de la
nisina, lisozima y la monolaurina frente a bacterias Gram-negativas (Razavi-Rohani y
Griffiths, 1994; Sinigaglia et al., 2008; Stevenset al., 1991). EI EDTA mejora también la
actividad de varios antimicrobianos (incluyendo la lisozima, ovotransferrina, nisina y
otras bacteriocinas) frente a Listeria y otros Gram-positivos (Ananou et al., 2007; Bari
et al., 2005; Branen y Davidson, 2004; Buncic et al., 1995; Ferrocino et al., 2013;
Ganzle et al., 1999; Gill y Holley, 2003; Ko et al., 2008; Martinez-Viedma et al., 2010;
Mastromatteo et al., 2010; Parente et al., 1998; Zhang y Mustapha, 1999). En
conclusion, los resultados del presente estudio indican que la eficacia en los
recubrimientos a base de enterocina AS-48 y sustancias poliméricas naturales frente L.
monocytogenes en trozos de manzana se potencia mediante la incorporacion de EDTA.
En particular, los recubrimientos con pectina de manzana combinada con enterocina
AS-48 y EDTA parecen muy atractivos no sélo debido a su alta actividad antilisteria
sino también porque la pectina, debido a que es un polimero natural derivado de la
misma fruta, seria preferida por los consumidores en comparacion con polimeros

procedentes de otras fuentes.

El perejil es ampliamente utilizado como condimento en cocina. Los preparados
de perejil cortado listo para usar podrian tener un mercado importante en diferentes
ambitos del sector alimentario (como hoteles, restaurantes y servicios de catering). No
obstante, al tratarse de un vegetal crudo, podria transmitir microorganismos patdgenos.
De acuerdo con los resultados del presente estudio, el perejil picado presenta una
elevada carga microbiana capaz de proliferar durante el almacenamiento en condiciones
de refrigeracion, alcanzando hasta 9,34 log UFC/g y ocasionando contaminacion en los
alimentos. La microbiota bacteriana del perejil estd compuesta principalmente por
Proteobacterias del género Pseudomonas. Este grupo bacteriano también se ha descrito
en la microbiota de otros alimentos vegetales (Lee et al., 2013; Pérez Pulido et al., 2015;
Toledo del Arbol et al., 2016b). Durante el almacenamiento en condiciones de
refrigeracion, el principal cambio detectado en la diversidad bacteriana consistio en una
disminucidn de la abundancia relativa de Pseudomonas y un aumento en la abundancia
relativa de otras bacterias asociadas a plantas del filo Bacteroidetes, principalmente
Flavobacterium y Sphingobacterium.
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La aplicacién de un recubrimiento combinado de pectina-bacteriocina-EDTA
redujo los recuentos de viables en 3,75 ciclos logaritmicos y ademas retrasod el
crecimiento bacteriano hasta el final del tratamiento. La enterocina AS-48 actla de
forma activa sobre la membrana citoplasmatica bacteriana principalmente en bacterias
Gram-positivas (Grande Burgos et al., 2014). Su espectro inhibidor puede extenderse a
bacterias Gram-negativas en combinacion con agentes alterantes de la membrana
externa tales como el EDTA (Ananou et al., 2005). Ademas, se ha demostrado que el
EDTA inhibe el crecimiento bacteriano al privar a los microorganismos de factores
esenciales de crecimiento tales como el Mg*, Ca®" y Fe?, inhibiendo asi muchas
enzimas que necesitan estos cationes como cofactores (Baninet al., 2006). Por tanto,
podria esperarse que el tratamiento combinado reduzca una carga microbiana compuesta

principalmente de bacterias Gram-negativas.

De hecho, los resultados de la diversidad bacteriana indicaron que el tratamiento
con recubrimientos redujo notablemente la abundancia relativa de Pseudomonas. Sin
embargo, otros grupos bacterianos mostraron abundancias relativas altas en las muestras
tratadas inmediatamente después del tratamiento o durante el inicio del tratamiento. En
particular, Acinetobacter representd el 70,60% del total de unidades taxondmicas
(OTUs) al tercer dia del tratamiento. Aunque la mayoria de las especies de
Acinetobacter son organismos ambientales no patdgenos, las especies adaptadas a los
entornos clinicos estan originando serios problemas de salud (Wong et al., 2017). El
hecho de que las Enterobacterias como Shigella y Salmonella muestren una alta
abundancia relativa en las muestras tratadas a tiempo 0 merece una especial atencion.
Aungue estos dos grupos bacterianos no se detectaron durante el almacenamiento, existe
la preocupacién de que puedan causar enfermedades transmitidas por los alimentos,
como la aparicion de brotes de Shigella demostrados anteriormente. Un estudio previo
sobre S. bodyii de un brote asociado con el consumo de perejil contaminado concluyé
que S. boydii presenta un factor genético sigma rpoS, que desempefia un papel vital en
la supervivencia de la bacteria en condiciones de baja acidez. Los microorganismos
entéricos han desarrollado varios mecanismos inducibles para sobrevivir al estrés acido
transitorio (Foster, 2000; Foster y Moreno, 1999). Dado que el recubrimiento utilizado
en el presente estudio se acidificé a pH 5,0 con acido acético, podriamos sugerir una
mayor tolerancia de bacterias entéricas a otras condiciones de estrés en el alimento

ensayado después de la induccidn de estrés acido.
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La aplicacion de un tratamiento por alta presion hidrostatica (APH) en el perejil
consiguié una reduccién similar en los recuentos de células viables a los tratamientos
con recubrimientos activos y también retrasé el crecimiento microbiano durante el
almacenado en condiciones de refrigeracion. El tratamiento por APH se aplico bajo las
mismas condiciones acidas (acido acético al 0,5%) que en el recubrimiento activo. Sin
embargo, las principales bacterias que se detectaron en las muestras tratadas fueron
Enterobacterias. No se detecté la presencia de enterobacterias presuntamente patégenas
como Salmonella y Shigella o su abundancia relativa fue muy baja en las muestras
tratadas con APH, excepto Shigella al décimo dia de almacenamiento. Mientras que la
abundancia relativa de Pseudomonas también se redujo, otros grupos bacterianos
tipicamente asociados con plantas o suelo (como Sphingomonas, Rahnella o Dyella)
parecian prevalecer. No hay estudios previos sobre la aplicacion de tratamientos por
APH para la conservacion del perejil. Desde el punto de vista microbioldgico, los
resultados del presente estudio sugieren que las APH podria aplicarse para reducir la
carga microbiana del perejil picado. Existe un interés creciente en el uso de tratamientos
de APH para la descontaminacion de productos frescos, como lo demuestra un estudio
sobre la aplicacion de esta tecnologia para la descontaminacion de Salmonella y
Escherichia coli O157:H7 en cebollas verdes (Neetoo et al., 2011). Sin embargo, se
necesitan trabajos adicionales basados en pruebas disefiadas con cepas patdgenas
especificas para evaluar la eficacia del uso de APH en la inactivacion de patogenos

transmitidos por los alimentos en el perejil.

La enterocina AS-48 podria utilizarse también para el control de estafilococos en
alimentos, evitando la produccion de enterotoxinas. Los estafilococos productores de
enterotoxina pueden causar intoxicaciones alimentarias y también llevar en su genoma
determinantes genéticos que confieren resistencia a los antibioticos. Debido a los
cambios que se han producido en nuestros habitos culturales, los sustitutos de la leche,
como leches de cereales, han ido creciendo en popularidad en occidente como productos
con digestibilidad mejorada, que evitan los problemas asociados con la intolerancia a la
lactosa, 0 son beneficios para la salud. No sélo se utilizan como bebidas, sino también
como productos culinarios en la preparacion de platos. En el estudio realizado
empleando cuatro bebidas comerciales (A, B, C, D) de avena (AV) y de soja (S), los
resultados obtenidos indicaron que S. aureus puede multiplicarse en la soja y en bebidas
de avena en condiciones de almacenamiento inadecuadas. Por lo tanto, si las bebidas se
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contaminan de forma cruzada con estafilococos, existe el riesgo de que la bacteria se
multiplique y cause una descomposicion del alimento y posiblemente una intoxicacion
alimentaria. Los resultados del presente estudio indican que un coctel elaborado a partir
de estafilococos resistentes a la meticilina y productores de enterotoxinas fueron
capaces de multiplicarse en bebidas de avena y soja almacenadas durante 24 h a 22 °C,
aumentando asi la concentracion de células viables desde 2,0 a 2,8 ciclos logaritmicos.
Los resultados obtenidos tras la adicion de diferentes antimicrobianos en las bebidas de
avena A (AVA) y de soja A (SA) indicaron que el carvacrol, geraniol, eugenol, citral o
2NPOH solamente presentan una débil actividad antimicrobiana frente al coctel de
cepas de estafilococos ensayadas. El carvacrol, geraniol y eugenol lograron un resultado
estadisticamente significativo (P <0,05) en comparacion con el control sin tratar. El
citral y el 2-Nitropropanol (2NPOH) lograron una reduccion no significativa (P> 0,05)
de los recuentos de celulas viables en bebidas. Se obtuvieron resultados similares
aplicando solamente la enterocina AS-48. Por el contrario, no se detectaron
estafilococos viables en las bebidas AVD o SA tratadas con cualquiera de las
combinaciones de enterocina AS-48 y compuestos antimicrobianos. El efecto inhibidor
del 2NPOH (5,5 mM) en combinacién con la enterocina AS-48 (25 pg/ml) fue
corroborado en cuatro ensayos diferentes con un coctel de cepas de estafilococos
inoculadas a una concentracién aproximada de 5,0 logi UFC/ml en bebida de soja.
Mientras que con el 2NPOH se produjo una leve inhibicion del crecimiento y solo se
obtuvo una ligera disminucién del namero de células viables, con el tratamiento
combinado de enterocina AS-48 y 2NPOH no se detectaron estafilococos viables en

ninguna de las bebidas después de 24 h de incubacion.

En un estudio previo, se demostré que la actividad antibacteriana de la
enterocina AS-48 frente a S. aureus CECT 976 en salsas vegetales (todas ellas con
valores de pH é&cidos) se potenciaba con varios compuestos fendlicos, incluyendo el
carvacrol, el geraniol, el eugenol y el citral, entre otros (Grande et al., 2007). Resultados
similares se obtuvieron en el presente estudio para el cActel de 2 cepas inoculadas en
bebidas de avena y soja con un pH cercano a la neutralidad. Esto es importante debido a
que la eficacia de los compuestos antimicrobianos tiende a ser menor bajo condiciones
optimas de crecimiento bacteriano tales como pH mas cercano a la neutralidad en el
caso de S. aureus. Esto no es Unicamente porque un metabolismo mas répido permite

una reparacion mas rapida del dafio celular sino porque ademas a pH bajo, los
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antimicrobianos y los acidos organicos tienen una mayor actividad antibacteriana. En
comparacion con salsas vegetales (que a menudo contienen acidos acético o citrico), las
bebidas de avena y de soja no contienen &cidos organicos afiadidos. La mayor eficacia
obtenida en la inactivacion de los estafilococos en bebidas de avena y de soja cuando se
utilizd6 AS-48 en combinacion con compuestos fendlicos sugiere un uso potencial de
estas combinaciones antimicrobianas como barrera frente a estafilococos que
contaminan accidentalmente las bebidas. Ademas, los compuestos fendlicos pueden
utilizarse como ingredientes aromatizantes (Fenaroli 1995). De forma natural los
compuestos fendlicos estan presentes en muchos aceites esenciales diferentes (Burt,
2004), y varios trabajos ya han descrito la actividad antimicrobiana de compuestos
fendlicos tales como el citral, carvacrol, eugenol y otros frente a S. aureus (Karapinar y
Aktug, 1987; Onawunmi, 1989; Lambert et al., 2001; Knowles et al., 2005).

Por otro lado se ensay0 el efecto de la enterocina AS-48 adicionada de forma
individual a 50 pg/ml, o de forma combinada (25 ug/ml) con 2NPOH (5,5 mM) para un
estudio adicional en las bebidas AVA y SA inoculadas con un coctel de cepas de S.
aureus y almacenadas a temperaturas de 10 y 22 °C durante 7 dias. A 10 °C, los
estafilococos se multiplicaron lentamente en AVA, alcanzando entre 6,5 y 7,2 log
UFC/ml a los dias 3 y 7, respectivamente. El crecimiento en SA fue aln mas lento para
el primer y segundo dia, pero el recuento de viables en AVA fue similar al final del
tratamiento. La adicion de bacteriocina solamente inhibié el crecimiento de
estafilococos en AVA vy redujo los recuentos de células viables durante el primer y
segundo dia de tratamiento. Se observé una reduccién no significativa (p> 0,05) de 1,0
ciclos logaritmicos al segundo dia. Sin embargo, la bacteriocina parecia no tener ningtn
efecto en la incubacion posterior y los estafilococos se multiplicaron llegando a alcanzar
los 6 log UFC/ml en el dia 7. En la SA, la adicién s6lo de bacteriocina casi no tuvo
efecto. A pesar de que los recuentos viables en las muestras tratadas con bacteriocina
fueron siempre mas bajos que los controles no tratados, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p> 0,05). En bebidas tratadas con enterocina AS-48
combinada con 2NPOH y almacenadas a 10 °C, la inactivacion de los estafilococos
ocurri6 muy rapidamente en AV, reduciéndose 4.2 log a las 12 h. No se detectaron
estafilococos viables en el tratamiento de AVA entre los dias 2 y 7. La inactivacion de
los estafilococos por tratamiento combinado en SA tuvo lugar de forma mas lenta, de
3,8 ciclos después de 3 d, dejando una poblacion residual de estafilococos viables al
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séptimo dia. En las bebidas almacenadas a 22 °C, los estafilococos crecieron
rapidamente alcanzando concentraciones de células viables méas altas (8,5 6 8,1 log
UFC/ml) a los 2 y 3 dias de incubacion. La adicion de enterocina AS-48 solamente
alcanzo unas reducciones méximas en los recuentos de viables (1,2 y 1,0 ciclos log) en
el primer dia de tratamiento en ambos casos. Sin embargo, la recuperacion del
crecimiento observado durante los dias 2 y 3 de tratamiento, alcanzé cifras de recuentos
de viables tan altas como 6.5 log UFC/ml en AVA o0 7,3 log UFC/ml en SA. En la AVA
tratada con una combinacion de enterocina AS-48 y 2NPOH, la inactivacion de
estafilococos fue muy rapida y no se detectaron células viables después de 12h de
tratamiento. La inactivacion de estafilococos en SA fue mas lenta, no detectdndose
celulas viables desde el primer dia de almacenamiento. Segun un estudio previo, el
2NPOH (0,5%) se utiliz6 para aumentar la inactivacion de S. aureus en sirope de
chocolate combinandolo con la enterocina AS-48 adicionada a concentracion de 58
ug/ml (Martinez-Viedma et al., 2009). EI 2NPOH también demostré potenciar la
actividad antibacteriana de la enterocina AS-48 frente a Listeria monocytogenes y
Salmonella enterica en ensaladas (Cobo Molinos et al., 2009a, b). EI 2NPOH
adicionado de forma individual ha demostrado previamente su actividad frente a
patdgenos alimentarios (incluyendo S. aureus) en harinas a base de maiz, requiriendo
concentraciones mayores de 0,5% (Ortega Morente et al., 2010). Los resultados del
presente estudio ponen de relieve el efecto potenciador del 2NPOH en la actividad de la
enterocina AS-48 frente a estafilococos, mejorando la inactivacién de esta bacteria,
evitando la recuperacion de los cultivos durante el tratamiento, a la vez que permite

utilizar concentraciones mas bajas de ambos antimicrobianos.

Curiosamente, los resultados del presente estudio potencian también el uso de
combinaciones antimicrobianas basadas en la enterocina AS-48 y en los compuestos
fendlicos o el 2NPOH en el control de la resistencia de estafilococos a la meticilina. Los
antimicrobianos naturales, como las bacteriocinas y los compuestos fendlicos son
candidatos cada vez mas importantes en el control de cepas resistentes a los
antimicrobianos en la cadena alimentaria (Cotter et al., 2013; Allen et al., 2014; Arthur
et al., 2014). El 2NPOH se ha administrado de forma segura intrarruminalmente al
ganado como un potente inhibidor de la metanogénesis en el rumen (Majak y Clark,
1980; Anderson y Callaway, 2003) y también en polluelos frente a Salmonella
typhimurium (Jung et al., 2004). También se encontrd que este compuesto inhibia el
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crecimiento de Listeria monocytogenes (Dimitrijevic et al., 2006), y podria
posiblemente aplicarse como aditivo en la alimentacion para patdgenos en la cadena
alimentaria (Anderson et al., 2003). Los resultados obtenidos en el presente estudio
sugieren la posibilidad de nuevas aplicaciones para combinaciones de 2NPOH vy
enterocina AS-48 en el control de estafilococos resistentes a la meticilina en la cadena

alimentaria.

Las bacteriocinas podrian también ser utiles en el control de la transmision de
patdgenos en la cadena alimentaria evitando la contaminacion a partir de las superficies
que entran en contacto con el alimento. En un estudio anterior, se demostré que la
enterocina AS-48 podria mejorar la actividad de los biocidas frente a células
planctonicas de L. monocytogenes (Caballero Gomez et al.,, 2012). Por tanto era
interesante determinar si podian producirse efectos similares en Salmonella enterica
debido a que S. enterica es una bacteria Gram-negativa, y muestra una mayor
resistencia a las bacteriocinas (Galvez et al., 2007). La enterocina AS-48 actla sobre la
membrana citoplasmatica bacteriana traspasando la barrera de permeabilidad de la
membrana externa (Galvez et al., 1991). La resistencia natural de S. enterica a la
enterocina AS-48 podria disminuirse no s6lo mediante tratamientos que permeabilizan
la membrana externa (tales como EDTA o tratamientos térmicos) (Abriouel et al.,
1998), sino también con tratamientos con otros productos quimicos como el fosfato
trisddico, acido lactico, acido paracético, acido polifosférico, acido p-hidroxibenzoico o
2NPOH (Cobo Molinos et al., 2008, 2009) o mediante tratamientos con pulsos
eléctricos de alta intensidad (Martinez Viedma et al., 2008). En el presente estudio se
demostré que S. enterica tratada con concentraciones subinhibitorias de polimixina B
también se sensibiliz6 frente a concentraciones bajas de enterocina AS-48. Esta sinergia
podria explicarse por la accion detergente de las polimixinas en la membrana externa
bacteriana, lo que abre nuevas posibilidades de aplicacion de la enterocina AS-48 en
combinacion con polimixinas de forma similar a lo descrito en estudios previos con
polimixina E y nisina o pediocina PA-1 (Naghmouchi et al., 2011). Dado que los
biocidas se utilizan ampliamente en la higienizacion de ambientes como las superficies
de los equipos industriales que estan en contacto con los alimentos (Holah, 2000;
Joneset al., 2000), seria interesante ver si la actividad de los biocidas frente a S. enterica
podria potenciarse por la enterocina AS-48 en combinacién con polimixina B. Mientras

que una concentracion subinhibitoria de polimixina B mejoro la actividad inhibitoria de
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s6lo un biocida en células plancténicas de Salmonella, una combinacion subinhibitoria
de polimixina B (2 mg/l) y enterocina AS-48 (25 mg/l) mejord notablemente los efectos
inhibitorios de cuatro de los biocidas ensayados (cetrimida, cloruro de
hexadecilpiridinio, clorhexidina y poli hexametil guanidinio) ademas de causar un
aumento parcial de la inhibicidbn en combinacion con el resto de biocidas. Estos
resultados podrian tener un interés especial en el desarrollo de formulaciones de
biocidas mejorando asi la actividad de estos frente a salmonelas y reduciendo la

concentracion de los mismos.

Los biocidas son importantes en la desinfeccion de las superficies en el hogar y
en las plantas procesadoras de alimentos, donde las bacterias persisten incrustadas en
forma de biofilms (Kusumaningrum et al., 2003). Los biofilms son estructuras
multicelulares tridimensionales asociadas a la superficie, cuya integridad depende de la
matriz extracelular producida por sus células bacterianas constituyentes (Branda et al.,
2005; Jefferson, 2004). La formacidn de biofilms es uno de los principales problemas en
la desinfeccion de la industria alimentaria y en otros sectores de salud (Chia et al., 2009;
Jun et al., 2010). Numerosos estudios han demostrado la capacidad de Salmonella spp.
de adherirse y formar biofilms sobre superficies tales como plastico, cemento, vidrio y
acero inoxidable (Dhir y Todd, 1995; Joseph et al., 2001) y en las superficies de los
alimentos (Lapidot et al., 2006; Iturriaga et al., 2007; Kroupitski, et al., 2009; Patel y
Sharma, 2010; Vestby et al., 2009). S. enterica forma biofilms que son relativamente
resistentes a los tratamientos con desinfectantes. Un estudio anterior mostré que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del triclosan frente a células plancténicas de S.
enterica serotipo Typhimurium era 0,5 mg/l (Tabak et al., 2007), que es ligeramente
inferior a la concentracion de 2,5 mg/l obtenida en el presente estudio. Sin embargo,
cuando se realizaban recuentos de células viables, con una concentracion de 1 g/l s6lo
se alcanzaba una reduccion en un log en los recuentos (Tabak et al., 2007). La
tolerancia de los biofilms de Salmonella al triclosan se atribuyé no sélo a una baja
difusion a través de la matriz extracelular, sino también a la expresion inducida de los
genes implicados en la reduccion de la entrada de triclosan, el aumento de la salida del
compuesto y el aumento en la produccion de exapolysacaridos. En el presente estudio,
el tratamiento con 5 g/l de triclosan no inactiva completamente las salmonelas en estado
sésil, mientras que si lo hace la combinacion de polimixina B y enterocina AS-48. El
triclosan fue también el biocida con mayores efectos bactericidas sobre las salmonelas
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sésiles cuando fue aplicado de forma individual (5 g/l en comparacién con los 20 ¢/l
necesarios para el resto de biocidas). El triclosan bloquea la biosintesis de lipidos
inhibiendo especificamente la enzima enoyl-acil[proteina transportadora de acilos]
reductasa (Levy et al., 1999), lo que da como resultado multiples efectos secundarios
derivados de alteraciones en el metabolismo de los lipidos y fosfolipidos (Schweizer,
2001). Cabria esperar que el triclosan tuviese un efecto sinérgico con la enterocina AS-
48, dado que ésta interactia con los fosfolipidos de la membrana citoplasmatica
bacteriana (Galvez et al., 1991). Notablemente, los resultados del presente estudio
indicaron que las células sésiles de S. enterica eran mucho mas tolerantes a los biocidas
que las células plancténicas y con la excepcion del triclosan, las concentraciones de
biocida de hasta 20 g/l no lograron reducir las poblaciones viables por debajo de 2,5-4,5
logs. Ademas, se observo tolerancia a los biocidas para las cuatro cepas en estado sésil,
con solo leves diferencias de sensibilidad entre cepas.

Las concentraciones de biocida ensayadas en nuestro estudio son mucho mas
altas que las utilizadas cominmente en la industria. Por ejemplo, el cloruro de
benzalconio, la clorhexidina, y la polihexametilenbiguanida se utilizan para desinfectar
las superficies de utensilios e instrumentos en la industria alimentaria a concentraciones
de 0,05 y 0,2%, 0,01 y 0,02%, y 0,1 a 0,2%, respectivamente, mientras que las
soluciones de hipoclorito se utilizan normalmente hasta un méximo de 200 mg/l de
cloro (Ueda y Kuwabara, 2007). Sin embargo, la tolerancia a altas concentraciones de
biocidas en salmonelas en estado sésil ha sido descrita anteriormente (Moretro et al.,
2009; Ueda y Kuwabara, 2007). Mediante el uso de soluciones desinfectantes
comerciales, Moretro et al. (2009) encontraron que la exposicion a desinfectantes
acidos a base de peroxigeno dio lugar a una inactivacion completa (> 4 log) de la
poblacién de Salmonella en cupones de acero inoxidable, mientras que en general, los
desinfectantes a base de agentes tensioactivos cationicos, glutaraldehido o hipoclorito
no mostraron suficiente efecto bactericida sobre las salmonelas. En otro estudio, el
hipoclorito de sodio mostré una reduccion del 100% en la concentracion de células
viables de Salmonella en biofilms a las concentraciones de uso recomendadas (Wong et
al., 2010). El cloruro de benzalconio y el gluconato de clorhexidina fueron los menos
efectivos frente a los biofilms, seguidos por el compuesto de amonio cuaternario que

s6lo mostrd una reduccién del 100% en las células viables de biofilms de 5 dias.
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Si bien muchos estudios indican que las salmonelas procedentes de ambientes
alimentarios son sensibles a los desinfectantes (Davison et al., 2003; Gradel et al., 2005;
Moretro et al., 2003), se necesitan méas estudios sobre la tolerancia a los biocidas en
estado sésil. Después de la desinfeccion, los biofilms que contienen salmonelas
supervivientes pueden actuar como reservorios para la contaminacion de alimentos y
otros productos, ya sea por contacto directo con las superficies contaminadas o por la
liberacién de bacterias planctdnicas que puedan propagarse en los biofilms. Es necesario
mejorar la eficacia de los biocidas en la industria de alimentos para resolver
completamente los problemas de la formacion de biofilm y al mismo tiempo, es
necesario reducir el impacto negativo de los biocidas y detergentes como su toxicidad,
efectos corrosivos, dificultad de eliminacion y efectos posteriores en el valor sensorial
de los productos (Moretro et al., 2009). El uso de biosoluciones que contienen enzimas,
bacteriofagos, productos microbianos, compuestos antimicrobianos (Simdes y Vieira,
2010), aceites esenciales (Valeriano et al., 2012) y moléculas vegetales naturales se ha
propuesto como una alternativa a los biocidas en la industria alimentaria
(Chorianopoulos et al., 2008). En este contexto, la enterocina AS-48 podria mejorar la
eficacia de los biocidas ya sea directamente, como en el caso de L. monocytogenes
(Caballero Gémez et al.,, 2012) o junto con la polimixina B u otro agente externo

permeabilizante de la membrana para la inactivacion de bacterias Gram-negativas.
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CONCLUSIONES



Entre los recubrimientos ensayados frente a un coctel de Listeria monocytogenes
inoculada en manzana cortada, solamente el quitosano tuvo un efecto bactericida
significativo.

La enterocina AS-48, incorporada en los diferentes recubrimientos ensayados,
mostré cinéticas de inactivacién del coctel de listerias que dependian de la
concentracion de bacteriocina, el tiempo de incubacion y el tipo de
recubrimiento.

La adicion de EDTA junto con AS-48 mejord la inactivacion de las listerias,
obteniéndose los mejores resultados para los recubrimientos de quitosano,
pectina y xantano.

La aplicacidn de recubrimientos de pectina acondicionada con enterocina AS-48
y EDTA en perejil cortado, al igual que los tratamientos por alta presion
hidrostatica, redujo la carga microbiana inicial de forma significativa y retraso la
proliferacion de la fraccion superviviente durante el almacenaje en frio.

Los estudios de biodiversidad microbiana revelaron que la microbiota del perejil
cortado estaba compuesta en su mayoria por Proteobacteria del género
Pseudomonas.

Los tratamientos aplicados redujeron la abundancia relativa de Proteobacteria e
incrementaron la de Firmicutes en el caso del recubrimiento de pectina, o la de
Actinobacteria en el tratamiento por altas presiones.

Los dos tratamientos aplicados influyeron también de forma diferente en los
cambios en la microbiota observados durante el almacenaje de las muestras en
refrigeracion.

La enterocina AS-48 adicionada a 25 ug/ml solo redujo levemente la
concentracion de células de un céctel formado por una cepa de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina y otra toxigénica inoculadas en bebidas de avena y
de soja.
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9. Las combinaciones de enterocina AS-48 con carvacrol, geraniol, eugenol, citral
0 2-nitropropanol a concentraciones subinhibitorias provocé la completa
inactivacion de los estafilococos en las bebidas de soja.

10. La combinacion de AS-48 y 2-nitropropanol mostrd una elevada eficacia en las
diferentes bebidas de avena y soja tanto a 10 °C como a 22°C.

11. Las células de Salmonella enterica que forman biopeliculas sobre placas de
poliestireno presentan una elevada resistencia a los biocidas.

12. El tratamiento combinado con enterocina AS-48 y polimixina B incrementé el
efecto bactericida de la mayoria de los biocidas ensayados frente a cuatro cepas
de Salmonella enterica en estado sésil.
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