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RESUMEN

Las bacterias lacticas (BAL) son microorganismos empleados para la fabricacion y
conservacion de alimentos, siendo una de las principales aplicaciones la
fermentacion de alimentos como la leche, carne y vegetales para obtener nuevos
productos. Este grupo microbiano también es relevante por su capacidad para
deteriorar alimentos, entre ellos los productos carnicos procesados. Con frecuencia
se requiere cuantificar estos microorganismos, y cada vez mas la industria busca
alternativas analiticas que le permitan obtener resultados en el menor tiempo
posible. Las placas Petriflm™ se han consolidado como una de las principales
herramientas que se aplican en la industria. Sin embargo, todo nuevo método
necesita ser validado para aplicarse a los diferentes alimentos o condiciones que se
requieran. El objetivo de este trabajo fue comparar dos métodos de recuento para
BAL, placas de Petrifim™ y recuento tradicional en agar MRS. Se cuantificaron
cultivos puros de 6 cepas de los géneros Leuconostoc y Lactobacillus expuestos a
estrés por calor (54°C) y bajo pH (3.0). También se evalué la correlacion entre las
técnicas en un estudio del comportamiento de Lc. mesenteroides durante su
desarrollo en salchichas empacadas al vacio. El sistema Petrifim™ mostré
eficiencia similar a la técnica tradicional que emplea MRS en el recuento de cultivos
de BAL estresadas por condiciones de bajo pH (R?=0.93). Este desempefio no se
obtuvo cuando se emplearon suspensiones de BAL estresadas por calor
(R?=0.0371). El uso del sistema Petrifilm™ durante la evaluacién del desarrollo de
Lc. mesenteroides en salchichas empacadas al vacio mostr6 un desempefio
intermedio, con una buena correlacién con la metodologia tradicional en el 80% de
los datos.



1. ANTECEDENTES
1.1 Bacterias lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) fueron descubiertas por Louis Pasteur siendo
profesor de quimica y decano de ciencias en la universidad de Lille en Francia
mientras realizaba estudios tras la consulta de los vinicultores de la region, acerca
de la descomposicién y acidificacién del vino. En pocas semanas descubrio que la
substancia que lo alteraba era el acido lactico, producto de la fermentacion lactica
desencadenada por ciertos microorganismos. El término “Bacteriumacidilacti” se
debe a Weigmamn que lo propuso en 1889 al definirlas como bacterias que forman

leche acida a partir del azucar de la leche (Fernandez, 2000; Jay, 2000)
1.1.1 Caracteristicas generales

Las BAL poseen caracteristicas ecolégicas y metabdlicas de importancia
econOmica y tecnoldgica en los alimentos. Su clasificacion se basa en la
morfologia, la forma de fermentar la glucosa, su desarrollo a diferentes
temperaturas, la configuracién del acido lactico producido, la habilidad de crecer a

altas concentraciones de sal, tolerancia a la alcalinidad y acidez (Axelsson, 2004).

En la actualidad, el grupo de las BAL esta conformado por cocos, cocobacilos o
bacilos Gram positivos, generalmente inmdviles y no esporulados, catalasa y
oxidasa negativas, obtienen energia exclusivamente por fermentacion de azlcares
produciendo &cido lactico como producto principal o Unico de su metabolismo,
carecen de sistemas de transporte de electrones funcionales ligados al heme o de
citocromos, y obtienen su energia por fosforilacién a nivel del sustrato a la vez que
oxidan carbohidratos; no tienen un ciclo de Krebs funcional. Todas estas bacterias
son consideradas anaerobias aerotolerantes, y al contrario que las anaerobias
estrictas, no son sensibles al oxigeno por lo que pueden crecer tanto en presencia

como en ausencia de él (Madigan y col., 2004).



La mayoria de las BAL son mesofilicas, aunque algunas son capaces de crecer a
temperaturas de 5°C y otras a 45°C. Toleran bien concentraciones relativamente
altas de acidos y valores de pH mas bajos que el resto de las bacterias (algunas
pueden crecer a pH 3, otras entre 6 y 9, pero la mayoria crece a un pH entre 4 y

4.5) por lo que pueden desplazarlas de los habitats que colonizan (Jay, 2000)

Los gérmenes del género Lactobacillus son bacterias con forma de varillas rectas o
curvas, de 0.6-0.9x1.5-6um, que se presentan aisladas, por parejas o en cadenas
cortas. Inmdéviles y aflagelados, Gram positivos, anaerobios o0 anaerobios
facultativos, homofermentativos, metabolizan los carbohidratos dando como
producto final acido lactico. Crecen en superficie sobre medio sdélido,
favoreciéndose su crecimiento en anaerobiosis al 5-10% de CO,. El intervalo de
temperatura y de pH Optimo de crecimiento se sitla entre 35-38°C y 5.5-5.8,
respectivamente. Los lactobacilos tienen unas necesidades nutritivas complejas
para su crecimiento: carbohidratos, nucleétidos, aminoacidos y vitaminas (Kandler y
Weiss, 1992).

1.1.2 Clasificacién y géneros representativos de BAL

El grupo de las BAL esta comprendido por aproximadamente 20 géneros. Siendo
los siguientes 12 los mas representativos:

Cuadro 1. Géneros de BAL mas representativos

Carnobacterium Enterococcus Lactococcus
Lactobacillus Lactosphaera Leuconostoc
Oenococcus Pediococcus Streptococcus

Tetragenococcus Vagococcus Weissella

Aungue el grupo esta definido con poca exactitud, todos los representantes

comparten la propiedad de producir acido lactico a partir de hexosas (Jay, 2000).



1.1.3 Uso de BAL en alimentos

Las BAL son microorganismos empleados para la fabricacion y conservacion de
alimentos, siendo una de las principales aplicaciones la fermentacion de alimentos
como la leche, carne y vegetales para obtener productos como el yogurt, quesos,
encurtidos, embutidos, ensilados, etc. Asimismo, las BAL son de gran utilidad en la

produccion de vinos y cerveza (Leveau y Bouix, 2000).

El desarrollo de la industria agroalimentaria y en particular la utilizacion de materias
primas nuevas, asi como la necesidad de crear nuevos productos explica el interés

creciente hacia este grupo de bacterias.
1.1.3.1 Cultivos iniciadores

En la industria de los alimentos las BAL son empleadas como cultivos iniciadores
para la elaboracion de productos alimenticios fermentados como leches, yogurt,
mantequilla, quesos madurados, embutidos (salami, peperoni y chorizo) y bebidas
alcohdlicas como la cerveza y la sidra, donde producen cambios especificos en el
aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad, digestibilidad y aspecto de los

mismos (Amador y col., 1993; Hammes y Tichaczek, 1994; Leveau y Bouix, 2000).

En las dos Ultimas décadas las BAL han recibido mucha atencion, particularmente
los géneros utilizados como cultivos iniciadores debido a su gran importancia. Las
investigaciones se enfocan en aislar nuevas cepas con el fin de estudiar sus
potencialidades de cultivos iniciadores. Una fuente inagotable de cepas la

constituyen los productos artesanales, en especial los quesos (Alvarado, 2000).

Las preparaciones usadas como cultivos iniciadores se pueden clasificar
atendiendo a multiples aspectos tecnologicos como velocidad de acidificacion,
protedlisis, composicion y temperatura optima de crecimiento, las clasificaciones
mas comunes son en base a los dos ultimos aspectos (Mayra-Makien y Briget,
1993).



1.1.3.2 Probiéticos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los han definido como organismos
Vivos que ingeridos en cantidad adecuada confieren un beneficio saludable en el

huésped (Castro y Restrepo, 2006).

Los microorganismos comunmente utilizados como probiéticos pertenecen a los
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus,
Bacillus y Sacharomyces, los cuales ejercen su funcién de una manera directa o
indirecta a través de la modificacion de la flora entérica enddgena, o bien
realizando un efecto inmunomodulador. Estas bacterias se encuentran presentes
en diversos medios y pueden realizar la transformacion de numerosas fuentes de
sustratos: lactosuero, ensilados, extractos vegetales, etc., con lo cual enriquecen el
medio con vitaminas, aminoacidos o enzimas (B-galactosidasa) (Leveau y Bouix,
2000; Contardo y col., 2005).

Cada vez es mayor en interés en las BAL y su uso como probi6ticos, los cuales
tienen las siguientes caracteristicas: propiedades no patogénicas ni toxigénicas,
resistencia a productos tecnolégicos y viabilidad en productos comerciales,
estabilidad en secreciones gastricas del estdbmago y biliares en el duodeno,
capacidad de adhesion a células epiteliales del intestino, habilidad para adaptarse
dentro del tracto gastrointestinal sin desplazar la microbiota nativa, produccién de
sustancias antimicrobianas, habilidad para modular el sistema inmune y para
diversas actividades metabdlicas. Ademas mejoran la flora nativa intestinal,
protegen de infecciones gastrointestinales, aumentan el valor nutritivo de los
alimentos, favorecen la tolerancia a la lactosa, reducen la acumulacion de
compuestos toxicos o0 asociados a la generacion de algunos tipos de cancer, se ha
observado también la disminucion de los niveles de colesterol en sangre (Dunne y
col., 2001; Young y Huffmans, 2003).

1.2 Importancia de BAL en productos carnicos



Las BAL como cultivos iniciadores en la industria carnica son empleados
principalmente con fines tecnolégicos mas que bioldgicos, en este orden de ideas,
las BAL originan cambios deseables en los embutidos durante el proceso de
maduracion, los cuales se manifiestan en un descenso rapido del pH de la carne,
una desecacion y concentracion de sal, y por otra parte por la produccién de
sustancias antimicrobianas que contribuyen a la reduccion de bacterias Gram
negativas (principalmente Pseudomonas, Enterobacteriaceae) (Larpent, 1995). Las
especies de BAL mas usadas en la industria carnica pertenecen a los géneros
Lactobacillus (L. sakei, L. curvatus, L. pentosus, L. plantarum) y Pediococcus (P.

cereviseae, P. pentosaceus, P. acidilacti).

La actividad de los cultivos en la industria carnica se puede situar sobre tres

niveles:

a) Accion sobre otras bacterias contaminantes por accion de las bacteriocinas y
descenso de pH provocado por la liberacion de acido lactico y otros acidos.

b) Accion sobre pH debido a la produccion de &acido lactico a partir los glucidos
acelerando la acidificacion el producto.

c) Aroma, si los lactobacilos y pediococos intervienen en la maduracion se
originan productos volatiles aromaticos provenientes del metabolismo y la
biosintesis microbiana como resultado de la degradacion de azucares mas que
de proteinas y lipidos (Leroy y col., 2006).

1.2.1 Las BAL como deterioradoras de productos carnicos

El deterioro de los alimentos es un tema complejo. Por organismo deteriorante
especifico nos referimos a aquel microorganismo que produce en un alimento
cambios sensoriales tipicos del deterioro. No todas las bacterias presentes en los
alimentos deteriorados causan deterioro sensorial. Generalmente, el grupo
microbiano mayoritario es el responsable, pero no siempre es asi. Poco se conoce
sobre las interacciones microbiolégicas en un alimento en deterioro (Gram y col.,
2002).



Las alteraciones generadas por ciertos microorganismos se enfatizan
principalmente en las descomposiciones y la produccion de gases como diéxido de
carbono que alteran el empaque y al producto como tal, debido a la actividad
glicolitica donde se genera abundante cantidad de acidos como sulfhidrico, acido
lactico, variando el pH, el olor, estas alteraciones son consecuencias de una
refrigeracion insuficiente. Una vez que el pH disminuye, la flora acompafante que
prevalece es la Gram positiva, imponiéndose microorganismos del género

Lactobacillus y en ocasiones algunos Gram negativos como las enterobacterias.

En los alimentos carnicos almacenados en ausencia de oxigeno, la microbiota
alterante estad dominada por las BAL. Sin embargo, si el pH del tejido muscular es
alto o si hay cantidades residuales de oxigeno, otros microorganismos, como
Brochothrix  thermosphacta vy Staphylococcus putrefaciens  contribuyen

sustancialmente a la alteracion del producto (Ossa y col., 2010).

Leuconostoc mesenteroides una especie perteneciente al grupo de las BAL. Es un
microorganismo deteriorador de productos embutidos tales como las salchichas.
Esta bacteria contribuye a procesos de alteracion de los alimentos por la via
fermentativa de azucares, en consecuencia forma acido lactico que causa una
disminucién en el pH, ademas de formacion de liquido lechoso y CO, resultando en
la apariciobn de olores y sabores extrafios. Esto afecta la calidad sensorial del
producto y la aceptabilidad del consumidor resultando en pérdidas econdmicas

para la industria alimentaria (Pexara y col., 2002).
1.3 Factores de estrés microbiano

La inactivacion de los microorganismos en un alimento se produce cuando éstos se
exponen a factores que alteran de forma importante sus estructuras celulares y/o
sus funciones fisioldgicas. Los diversos tratamientos aplicados a los alimentos en
algunos casos pueden causar dafios subletales o estrés celular en lugar de la

muerte del microorganismo.



El estrés se refiere a cualquier desviacion de las condiciones éptimas con el
potencial de disminuir el crecimiento microbiano, situaciones que inducen la
expresion de genes que responden a determinadas condiciones ambientales (Storz

y Hengge-Aronis, 2000).

El estrés microbiano se puede producir por factores ambientales adversos propios
del alimento y por la deliberada aplicaciéon de sistemas para conservar o producir
éstas condiciones adversas tales como el tratamiento térmico, presion o adicion de
sustancias quimicas. Los microorganismos contenidos en el alimento pueden sufrir
estrés abruptamente o gradualmente dependiendo del tratamiento al que es

sometido (Yousef y Juneja, 2003).
1.4 Métodos de recuento microbiano

El andlisis microbiano de los alimentos es una parte integrada en la gestion de la
inocuidad microbiana en la cadena alimenticia. Las autoridades de control de las
empresas alimentarias utilizan el andlisis microbiano con diversos objetivos como la
vigilancia de la situacion actual o el analisis de tendencias a fin de detectar riesgos
emergentes. También para verificar las pruebas de cumplimiento de los criterios
microbiologicos o procedimientos de evaluacion para la actuacion de estrategias de
gestién basadas en el Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP por
sus siglas en inglés), el andlisis microbiano es una herramienta valiosa,
desarrollada histéricamente basada en la experiencia y decididas por consenso

internacional.

Estos métodos estandarizados de la cultura clasica se encuentran todavia en
muchos laboratorios, sobre todo en las agencias reguladoras, porque son métodos
armonizados, considerados como "estandares de oro" en el diagndstico de
alimentos y por lo tanto en general son bien aceptados. Un grave inconveniente es
que, a pesar de que la demanda no es costosa en cuanto a la infraestructura y que
son bastante baratos en consumibles, son laboriosos de realizar, y requieren el uso

de grandes volumenes de medios liquidos, solidos y reactivos, y abarcan largos
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procedimientos tanto en funcionamiento y recolecciéon de datos. Durante las Ultimas
décadas, el interés ha aumentado en el desarrollo de métodos més rapidos. Sobre
la base de estas "normas de oro" un "método rapido” puede ser definida como
cualquier método o sistema que reduce el tiempo necesario para obtener un
resultado microbiolégico de la prueba (Feng, 1996; Fung, 1994). Rapido puede
interpretarse como un tiempo mas corto para la deteccidn, pero también puede
referirse a un flujo mejor a través del manejo de muestras multiples y por lo tanto se
refieren a conveniencia y la automatizacion en el trabajo en el laboratorio. Como
tales métodos rapidos puede ser mejor reemplazado por la terminologia "métodos
alternativos". Los métodos microbioldgicos alternativos pueden ayudar a la industria
a buscar nuevas formas de obtener resultados fiables de manera mas eficiente
para asegurar la inocuidad de los alimentos. En este momento todavia no es
posible tomar rapidas acciones correctivas y, por lo tanto, imposibles de identificar
de inmediato y controlar las causas de las no conformidades, porque todavia los
analisis microbianos, cualquiera que sea, basados en los métodos tradicionales,

toman demasiado tiempo para dar un resultado (Rosmini y col. 2004).

Numerosos y diversos métodos alternativos para el analisis microbiol6gico de los
alimentos estan actualmente introduciéndose en el mercado por varios proveedores
en una variedad de formatos, como resultado de acontecimientos recientes,
particularmente en el campo de la biotecnologia, la microelectronica y desarrollo de
software relacionado. En general, la regla general es que organismos reguladores
acepten el uso de métodos alternativos, siempre y cuando que hayan sido

validados por un tercero con métodos de referencia estandarizados.
1.4.1 Definicién de métodos

Los métodos para el analisis microbiano comprenden métodos para la enumeracion
(métodos cuantitativos) y los métodos de deteccion (métodos cualitativos). En
muchas ocasiones, el método clasico (convencional) comprende métodos de cultivo
(basado en la multiplicacién de microorganismos diana en medios de caldo o agar a

nameros visibles para el ojo desnudo como la turbidez, cambio de color o colonias)
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gue se conocen como meétodos de referencia para el andlisis microbiano. Sin
embargo existen también otros métodos basados en otros principios de deteccidn
molecular que pueden ser reconocidos como métodos de referencia si se percibe
como proporcionar un resultado mas exacto. En microbiologia, los métodos de
referencia son comunmente métodos de acceso abierto (no patentados) y han sido
sometidos a algun tipo de estudio colaborativo o revision de pares por expertos de
laboratorios independientes para obtener una amplia aceptacion de su rendimiento.
Para el andlisis oficial, con mayor frecuencia se recomiendan métodos de
referencia, sin embargo, los métodos alternativos, generalmente pueden ser
aceptados también si se ha demostrado que pueden proporcionar resultados

equivalentes por medio de un estudio de validacion (Jasson y col., 2010).

En el marco de aseguramiento de la inocuidad de los alimentos, a menudo la
seleccion de los métodos sigue siendo una eleccion personal, pero la referencia

sigue siendo clasica y de mayor uso.
1.4.1.1 Métodos de recuento tradicionales

Los métodos convencionales para la enumeracion de bacterias en los alimentos
son métodos de recuento de colonias. En el método de recuento de colonias el total
del nimero de bacterias en un producto se puede determinar por ejemplo,
mediante la inoculacion de diluciones de las suspensiones de la muestra en un
medio de cultivo sélido por el método de extension en la superficie o mediante
vaciado en placa. La enumeracion se realiza después de la incubacién durante
periodos fijos a temperaturas que varian desde 7 hasta 55 °C en una atmosfera
aerobia, micro-aerobia o anaerobia, dependiendo del microorganismo. Durante la
incubacion cada célula individual se multiplica en una colonia que es visible para el
ojo desnudo. Los métodos clasicos de cultivo tienen un limite confiable de
cuantificacion de 4 UFC/m| para los alimentos liquidos o 40 UFC/g para los
alimentos sélidos que corresponde a 4 colonias/placa si 1 ml de la suspension

primaria se utiliza en el analisis. Basado en ISO 7218:2007, la presencia de 1-3



colonias/placa sélo indica la deteccién del organismo objetivo y sélo debe ser
reportado como nameros estimados (Jasson y col., 2010).

Si un bajo numero de bacterias (aproximadamente <50/g) son sospechosas de
estar presentes en las muestras de alimentos, los nimeros se puede estimar por

medio del método del nimero mas probable (NMP) (Bell y col., 2005).

Con el método NMP las diluciones de muestras de alimentos se preparan como
para el método de recuento en placa. Tres diluciones en serie se transfieren en 9 o
15 tubos de medio liquido apropiado por de tres o cinco tubos por método,
respectivamente. Después de la incubacion, el numero de tubos positivos para
cada dilucibn se confirma para el grupo microbiano de interés, y se cuenta
utilizando la tabla de NMP teniendo en cuenta el factor de dilucion. El NMP se basa
en el analisis cualitativo y el uso de procedimientos estadisticos y, como tal, en el
célculo de las 3 0 5 repeticiones, el ajuste del resultado de la prueba es propenso a
una incertidumbre mayor que el método de recuento de colonias y por eso este
método es considerado como una estimacion de la cantidad de microorganismos

(Jasson y col., 2010).
1.4.1.2 Métodos de recuento alternativos

Son métodos de analisis para la deteccion o la estimacion del mismo analito, en
este caso un microorganismo o grupo microbiano, pero empleando una estrategia

diferente al método referencia.

El método que puede ser patentado o no, cubre un procedimiento analitico, es
decir, desde la preparacion de las muestras hasta los resultados de la prueba

puede incluir referencias a otros procedimientos con el fin de ser completa.

La exposicion de atributos apropiados de los métodos alternativos se realiza de

acuerdo a las necesidades del usuario, por ejemplo:

* Velocidad de analisis y / o la respuesta

10



*

Facilidad de ejecucion y / o la automatizacion
* Propiedades del analisis (precision, exactitud, limite de deteccion, etc.)

* Reduccién de costo
1.4.1.3 Métodos de cultivo modificados

Existe una variedad de métodos rapidos o alternativos que se han elaborado con el
objetivo primordial de reducir la carga de trabajo y facilitar el flujo de trabajo
mediante la reduccion de las manipulaciones y/o la necesidad de una plena
infraestructura de laboratorio, es importante recalcar que no necesariamente se
acorta el tiempo de deteccion. Algunos de estos métodos de cultivo modificados se

basan en el método de conteo de colonias, por ejemplo, Petrifilm™3M™.
1.4.1.4 Sistema Petrifilm™

La placaPetrifilm™3M™es un sistema de siembra todo-en-uno. Los ingredientes
varian de una placa a otra dependiendo de los microorganismos de interés. En
lugar de una placa de Petri, Petrifilm™3M™ hace uso de pelicula de plastico
delgada como soporte del medio de cultivo, generalmente, comprende un agente
gelificante soluble en agua fria, los nutrientes y los indicadores para la actividad y la
enumeracién. Una ventaja importante de la placa Petrifilm™3M™es el hecho de
gue es muy delgada (una pelicula) con el que se ahorra espacio en la incubadora.
Después de la incubacion, las colonias tipicas se pueden contar ya sea
manualmente (facilitado por la rejilla en el fondo de la pelicula y de colonias de
color caracteristicos) o automaticamente (Nero y col., 2008; Nyachuba y Donnelly.,
2007; Silva y col., 2005; Rosimini y col., 2004; Schmelder y col., 2000).

Las placas Petrifilm™ para recuento de aerébios son cominmente utilizadas para
conteo de mesofilosaerobios, pero también pueden ser utilizadas para un recuento

de BAL, particularmente en productos fermentados (Nero y col., 2008).
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2. HIPOTESIS

La cuantificacién de bacterias &cido lacticas mediante placas Petrifilm™ 3M™ esta
altamente correlacionada con los recuentos obtenidos por el método tradicional de

cultivo empleando agar MRS.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

* Comparar los métodos de conteo para bacterias lacticas, placas Petrifilm™y

recuento tradicional en agar MRS.
3.2 Especificos

o Definir un procedimiento para generar estrés en cultivos de bacterias

lacticas (BAL) mediante calor y bajo pH.

o Evaluar la eficiencia de placas Petrifilm™ para cuantificar BAL con estrés

por calor y bajo pH.

o Comparar la cuantificaciéon en placas Petriflim™ y agar MRS de

Leuconostoc durante su desarrollo en salchicha empacada al vacio.

13



4. METODOLOGIA
4.1 Materiales

o Agitador mecéanico Vortex®, VelpScientifica®, ns/113123

o Autoclave eléctrica de mesa, Market-Forge®, Mod. 199-85

o Balanza analitica, sensibilidad 0.0001g Sartorious® y BL120S

o Balanza granataria, sensibilidad 0.1g OHAUS®, Mod. CT200-S

o Bafio Maria con termostato, Arfrank®, Mod. 91

o Campana de flujo laminar, Alder®, Veco®.

o Cuenta colonias, Quebec® Reicher-Jung®

o Homogenizador Stomacher® Laboratory Blender®, Mod. 400 (BA 7021)

o Horno para esterilizacion, Shel-lab®

o Incubadora refrigerada (22, 30, 35°C), Precision Scientific®

o Micropipetas 1-1000 pl, Labsystems®, Brand®, Genex Beta®, Rainin®,
Gilson®

o Olla de presion Presto Steele®, Mod. 21 Ltsy 12 Lts

o Potenciémetro, Jenway®, 3510 pH Meter®

o Refrigerador OJEDA® Refrigeracion

o Refrigerador REVCO®, Thermo Scientific®

o Ultracentrifuga Heraeus®, Biofugue pico®, Kendro®

o Material de uso comun en el laboratorio de microbiologia
4.1.1 Medios de cultivo.

o DP (Diluyente de peptona de caseina 0.1%, Difco)

o Agar MRS (Agar de Man, Rogosa y Sharpe, Difco)

o Caldo MRS (Caldo de Man, Rogosa y Sharpe, Difco)

o Placas Petrifim™ 3M™ para el recuento de bacterias mesoéfilas aerébias
(BMA)

o Medio MRS 2x 3M™
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4.1.2 Material biolégico
Se emplearon las siguientes cepas de BAL

Cuadro 2. Cepas utilizadas para la experimentacion

Cepa Origen
Leuconostoc mesenteroides Aislada de salchichas
Leuconostoc lactis Aislada de salchichas
Lactobacillus casei ATCC 7469
Lactobacillus curvatus ATCC 25601
Lactobacillus rhamnosus Cepario del Laboratorio de Inocuidad
Microbiana, UAQ

Lactobacillus sakei ATCC 15521

4.2 Métodos
4.2.1 Procedimientos generales
4.2.1.1 Preparacion del in6culo

Las cepas previamente aisladas y conservadas en CST con 15% de glicerol en
congelacion a -72°C, se reactivaron transfiriendo 40 uL a un tubo con 5 mL de caldo
MRS, e incubaron a 30°C/24 h. Se realizaron tres transferencias sucesivas cada 24
h, y a las 18 h de incubacion del ultimo cultivo se cosecharon las células mediante
centrifugacion (4500 x g, 15 min.). Los paquetes celulares fueron lavados dos
veces, con solucion salina fisiologica (SSF, 0.85% NacCl). El recuento viable de la
suspension bacteriana se realiz6 en agar MRS, mediante la técnica de extensién

por superficie en agar MRS, tras una incubacion de 48 h a 30°C.

4.2.2 Evaluacion de tratamientos para generar estrés en BAL mediante calor y bajo
pH.

Se requerian tratamientos de exposicion al calor y a bajo pH que de manera
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independiente generaran una poblacién con al menos 90% de células estresadas,
pero que no disminuyera la viabilidad de las cepas por mas de 1 logaritmo. Para
realizar la evaluacion se emple6 una cepa de Lc. mesenteroides activada como se
describe en 4.2.1.1.

En el caso del tratamiento térmico, se utilizaron dos niveles de temperatura: 50 y
54°C. Los tubos con suspensiones de la cepa se introdujeron de manera vertical en
bafio Maria, el cual fue ajustado previamente a la temperatura definida +0.2°C de
variacion. Para las diferentes temperaturas se tomaron alicuotas a los 0, 30, 60 y
120 minutos. Al finalizar el tratamiento, los tubos se colocaron en hielo

inmediatamente.

Para el caso del bajo pH, se evaluaron niveles de pH de 3.0, 3.5 y 4.0. La
suspension microbiana se centrifugd y se resuspendié en caldo MRS ajustado a los

niveles de pH seleccionados y se incubaron a 35 + 0.2°C por 1h.

Se realizaron las diluciones pertinentes en diluyente de peptona para las células
expuestas a calor, y con una soluciéon amortiguadora (pH 7.0, 0.1M) en caso de las
células expuestas a bajo pH. En ambos casos se inocularon 100 pl por extension
por superficie en placas de agar MRS con y sin adicion de sal (6%). Todas las
placas se incubaron por 48 h a 30°C. El porcentaje de poblacién estresada se

calculé:

, RecuentoMRS—RecuentoMRSsal
Estrés(%) = X 100
RecuentoMRS

Una vez seleccionadas las condiciones para generar estrés en la cepa de Lc.
mesenteroides, se evaluaron condiciones seleccionadas para el resto de las cepas

de BAL utilizadas en este trabajo (Cuadro 2).

4.2.3 Evaluacién de la eficiencia de placas de Petrifilm™ para cuantificar BAL con

estrés por calor y bajo pH.

4.2.3.1 Estrés por calor
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Para cada cepa se inocularon 500 pl de la cepa activada y lavada (4.2.1.1) en 3 ml
de caldo MRS. Las cepas de Leuconostoc y Lb. curvatus se incubaron a 54°C
durante 2 h. Las cepas L. caseli, L. rhamnosus y L. sakei se expusieron por 2.5 h a

la misma temperatura.
4.2.3.2 Estrés por pH

Para cada cepa se inocularon 3 tubos que contenian 3 ml de caldo MRS a pH 3 con
400 pl de la cepa lavada. Las cepas de Leuconostoc y Lb. curvatus se incubaron a
35°C durante 1 h. Las cepas de las deméas BAL se incubaron por 1.5 h a la misma

temperatura.

4.2.3.3 Cuantificacién de BAL con estrés por calor y bajo pH mediante Petrifilm™y

cultivo tradicional.

Se realizaron las diluciones pertinentes y se incubd a 30°C/48 h. Se realiz6 el
recuento de BAL por la técnica de extension en superficie en agar MRS empleando
alicuotas de 100 pl. Se incubaron las placas a 30°C durante 48 h en condiciones de
microaerofilia (O, 5%, CO2 10% y N, 85%).

También se efectud el recuento empleando placas de Petrifilm™ a partir de las
mismas diluciones usadas el recuento tradicional. Se utilizaron alicuotas de 500 pl
de las suspensiones y 500 pl del medio MRS a doble concentracion. Las placas se
incubaron a 30°C durante 48 h en condiciones de microaerofilia.

4.2.4 Cuantificacion del comportamiento de Lc. mesenteroides en salchichas

empacadas al vacio almacenadas a 19°C empleando agar MRS y Petrifilm ™.

Se realizaron paquetes de 2 salchichas tipo Vienna, las cuales se inocularon con
0.1 mL de una mezcla de 5 cepas de Lc. mesenteroides resistentes a la rifampicina
(~8 log UFC) en la zona donde se contactan y se empacaron al vacio. Como control
se utilizaron paquetes sin inocular. Se incubaron a 19°C y periddicamente se

tomaron por triplicado paquetes de salchichas para el recuento de Leuconostoc.
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La superficie del empaque se desinfectd con alcohol al 70% y se abrié en una zona
aséptica. Se homogenizaron porciones de 10 g de la superficie de las salchichas
con 90 ml de diluyente de peptona (DP) en un hogeneizador automatico
(stomacher) durante 1 minuto. Se prepararon las diluciones apropiadas en DP y se
realizo el recuento de Lc. mesenteroides por la técnica deextension en superficie en
agar MRS con rifampicina tomando alicuotas de 100 pl. Las placas se incubaron a
30°C durante 48 h en condiciones de microaerofilia. También se efectud6 el recuento
empleando las placas de Petriflm™ a partir de alicuotas de 500 pl de las
suspensiones y 500 pl del medio MRS a doble concentracion. Las placas se
incubaron a 30°C durante 48 + 2 h en condiciones de microaerofilia.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Evaluacion de la temperatura de tratamiento térmico y pH de tratamiento acido

para generar estrés microbiano.

El estrés se refiere a cualquier factor o condicidn perjudicial que afecta
negativamente el crecimiento o la supervivencia de los microorganismos (Yousef y
Juneja, 2003). Acorde a esta definicibn, diversos tratamientos para el

procesamiento de los alimentos son considerados estresantes.

Para este experimento era necesario contar con una poblacion estresada de los
microorganismos de manera similar a como podrian encontrarse en un alimento
después de ser procesado, ya que se pretende que ésta investigacion sea aplicable

a la industria alimentaria.

Se probaron diferentes niveles de pH para generar estrés en las bacterias. En la
Figura 1 se muestra el porcentaje de estrés obtenido para Lc. mesenteroides. Dicha
bacteria fue utilizada como modelo para poder seleccionar los pardmetros a utilizar

en las pruebas.

En base a los resultados se escogio realizar el tratamiento a un nivel de pH 3. Ya
gue se present6 un nivel de estrés del 99.99% y una disminucién de células viables
de 0.965 log UFC/ml.

Asi mismo se probaron distintos tiempos de tratamiento, siendo escogidos 1 h para
Lc. mesenteroides, L. curvatus y Lc. lactis y 1.5 h para L. casei, L. sakei y L.

rhamnosus, que fue necesario para generar un porcentaje de estrés similar.

En cuanto al tratamiento de estrés por calor se aplicaron distintos tiempos y
temperaturas a Lc. mesenteroides, observandose un mayor porcentaje de estrés
(99%) para 54°C con 2 h de tratamiento y se produjo una disminucion de células
viables de 0.89 log UFC/mI (Figura 2).
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Figura 1. Niveles de estrés para Lc. mesenteroides expuesta a diferentes niveles de
pH.

Igualmente, al someter las otras cepas a tratamiento se observd que dos de ellas
(L. curvatus y Lc. lactis) conseguian un nivel similar de estrés con el mismo
tratamiento aplicado a Lc. mesenteroides. Sin embargo, las otras tres cepas
requirieron un tiempo de tratamiento de 2.5 h a la misma temperatura para lograr el

mismo nivel de estrés en la poblacién.
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Figura 2. Niveles de estrés para Lc. mesenteroides por aplicacion de calor a

diferentes niveles de temperatura y tiempo de exposicion.
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5.2 Evaluacion de la capacidad de Petriflm™ para cuantificar BAL con estrés por

calor y bajo pH.

Los productos envasados al vacio, tales como las carnes procesadas, deben
controlar la presencia y concentracion de BAL. Las BAL son los organismos con
capacidad de mermar la calidad de los alimentos productos, deteriorarlos y acortar
su vida util. Es por ello que la industria alimentaria debe buscar una forma rapida y
practica de evaluar el contenido de estas bacterias, con la menor inversion de
tiempo por parte del analista, y materiales pero sin menoscabo de la sensibilidad y

precision de la técnica.

La Figura 3 muestra que existe cierta correlacion entre los datos obtenidos de los
conteos de poblaciones de Lc. mesenteroides, Lc. lactis, L. casei, L. curvatus, L.
rhamnosus y L. sakei estresadas por calor y pH entre las placas MRS y placas
Petrifilm™. Sin embargo, se observa una gran dispersion y una tendencia a obtener

menores recuentos en Petriflm™ que en MRS.
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Figura 3. Correlacion entre los recuentos en MRS y Petrifilm™ de BAL estresadas

por calor y bajo pH.

Con los resultados obtenidos de ANOVA de los datos conjuntados para las BAL

sometidas a estrés podemos sefialar que efectivamente existe una correlaciéon
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entre ambas técnicas, sin embargo no es muy buena ya que sélo el Petrifilm™

reproduce el 30% de los datos con respecto al recuento tradicional.

Cuadro 3. ANOVA para los recuentos en MRS y Petrifilm™ de BAL estresadas por
calor y bajo pH

Estimado | Error estandar | Valor t p
Intercepto = 1.7109 0.9994 1.712 0.096880
MRS 0.5507 0.1383 3.982 0.000384 ***

Cédigos: 0 "*** 0.001 ** 0.01 * 0.05''0.1'"'1
R?: 0.3385

En la Figura 4 se puede observar el comportamiento de los residuales de la
correlacion. Estos representan la distancia de cada dato con respecto al modelo
(regresion). Aunque tienen como media el cero y se comportan de manera
aleatoria, el valor de los residuales va de -1 a 1, es decir tenemos 2 log de

incertidumbre alrededor de un dato. Lo que muestra las diferencias entre las dos

técnicas.
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Figura 4. Gréfica de residuales para la correlaciéon entre los recuentos en MRS y

Petrifilm™ de BAL estresadas por calor y bajo pH.
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Cabe remarcar que hay valores que salen del comportamiento global lo cual puede
deberse a un error experimental o que esa alicuota era diferente al resto de la
poblacién. Hay que recordar que las bacterias fueron estresadas por calor o pH,
estas desviaciones, podrian estar influenciadas por el estado fisiologico de las

células en estas dos condiciones.

A continuaciéon se muestran los resultados arrojados del ANOVA para poblaciones

por tipo de estrés recibido.

5.2.1 Evaluacion de la capacidad de Petrifilm™ para cuantificar BAL con estrés por

bajo pH.

Niveles de pH bajo son comunes en alimentos que contienen BAL, como es el caso
de leches fermentadas, algunos tipos de quesos o alimentos deteriorados por

accion fermentadora de estas bacterias.

La Figura 5 muestra la correlacidon de los recuentos de las BAL estresadas por bajo
pH realizados en Petrifim™ y MRS. Se observa una mejor correlacién que la

observada en la gréfica anterior, cuando la poblacién se expuso a calor.

o]
o

Petrifilm

40 45 50 55 6.0 65

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5

MRS

Figura 5. Correlacion entre los recuentos en MRS y Petrifilm™ de BAL sometidas a

estrés por bajo pH
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El valor de p obtenido en el estudio ANOVA para los resultados recopilados de
estrés por bajo pH (Cuadro 4) indica que existe una correlacion bastante buena
entre ambos meétodos, por lo cual podemos decir que el recuento mediante las
placas de Petrifilm™ podria proporcionar resultados certeros para alimentos con

pH bajo como lo son leches o los quesos.

Nero y col. (2008) describieron un buen desempefio de las placas Petriflm™ de
BMA para ser usadas con caldo MRS para el recuento de L. casei enfocaAndose en
las leches fermentadas. Los datos obtenidos en el presente estudio demuestran la
viabilidad de que las placas Petrifilm™ pudieran funcionar para los recuentos de
BAL en algunos otros alimentos de bajo pH como son los quesos madurados.

Serd necesario un estudio de validacion del recuento de BAL en alimentos

fermentados para confirmar estas afirmaciones.

Cuadro 4. ANOVA para los recuentos en MRS y Petrifilm™ de BAL estresadas por

bajo pH
Estimado | Error estandar = Valor t p
Intercepto = -1.94269 0.49737 -3.906 0.00181 **

MRS 0.99916 0.07019 14.234 2.63e-09 ***

Codigos: 0 *** 0.001 ** 0.01"*' 0.05'.'0.1''1
R?: 0.9397

En la Figura 6 se puede apreciar que los residuales poseen un comportamiento
cercano a lo ideal ya que se observa una distribucion aleatoria, los datos mas
alejados del cero estan representados con los niumeros 12, 7 y 3 pero en si el valor

de los residuales va de -0.6 a 0.2 valores cercanos al ideal de cero.
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Figura 6. Gréfica de residuales para los recuentos de BAL expuestas a estrés por
bajo pH

5.2.2 Evaluacion de la capacidad de Petrifilm™ para cuantificar BAL con estrés por

calor.

El calor es una de las estrategias de mayor uso para el control de los
microorganismos en los alimentos por su efectividad principalmente, a pesar de los
efectos negativos que conlleva, como la pérdida de nutrientes, la afectacion de las

caracteristicas sensoriales y el costo (Hugas y col., 2002).

En el estudio se observa claramente que hay una gran dispersion entre los
recuentos de las BAL estresadas por calor obtenidos por las dos técnicas (Figura
7). El estado fisiolégico de las bacterias podria ser heterogéneo y generar
diferencias en los recuentos entre alicuotas. Se reconoce que la aplicacion de calor
causa cambios en la integridad estructural y fisiol6gica de las células viables. Por lo
tanto los medios utilizados para el recuento de sobrevivientes deben ser
seleccionados de manera cuidadosa ya que se podria caer en una sobrevaloracion

del efecto del tratamiento térmico aplicado (Fernandez, 2000).
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Figura 7. Correlacion entre los recuentos en MRS y Petrifim™ de BAL sometidas a

estrés por calor.

Los resultados de ANOVA demuestran que no existe correlacién entre los métodos
de recuento MRS y Petriflm™ cuando se parte de poblaciones estresadas por
calor, ya que el valor obtenido de p es mayor a 0.05 y el valor de R? es muy cercano

a cero (Cuadro 5).

Probablemente el estrés generado por el calor sea dificil de manejar para las BAL
impidiendo su desarrollo en las placas Petrifilm™. AGn cuando se reconoce que

algunas de ellas pueden ser temoduricas y sobrevivir a la pasteurizacion.

Cuadro 5. ANOVA para los recuentos en MRS y Petrifilm™ de BAL estresadas por

calor.

Estimado Error estandar = Valor t p
Intercepto = 5.62497 0.66162 8.502 2.5e-07 ***
MRS 0.07075 0.09011 0.785 0.444

Cadigos: 0 ***' 0.001 ** 0.01 *' 0.05'.'0.1"'"'1

R?: 0.0371
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Considerando lo anterior se puede decir que no se ajusta bien el modelo en los
datos y que el método de Petrifilm™ como se empled en este estudio podria tener
problemas de estimar con certeza la poblacion de BAL expuestas a un tratamiento
térmico. Es factible sugerir que el uso de un caldo diferente al MRS, con menor
cantidad de sustancias inhibidores pudiera tener un mejor desempeiio en este tipo

de poblacion microbiana.

5.3 Cuantificacion del comportamiento de Lc. mesenteroides en salchichas

empacadas al vacio y almacenadas a 19°C empleando agar MRS y Petrifilm ™.

Una informacion relevante para un productor de alimentos es conocer el
comportamiento de microorganismos patdgenos o deterioradores en su alimento.
Las pruebas de reto se emplean con frecuencia para evaluar formulaciones,
conservadores, cambios en el proceso, etc. En este trabajo se incluyd la evaluacion
del uso de Petriflm™ en el estudio de una cinética de Lc. mesenteroides en

salchicha cocida y empacada al vacio.

Se utilizé una mezcla de cepas de Lc. mesenteroides resistente a la rifampicina
para evitar el sesgo de la flora asociada en el recuento y hacer el conteo

exclusivamente del microorganismo inoculado.

Se inocularon salchichas con dos niveles de BAL y realizd un recuento periodico a

las 8, 11, 14, 17, 20 y 28 h manteniendo el producto inoculado a 19°C

Se realiz6é la cinética del microorganismo a lo largo de 28 h almacenando las
salchichas inoculadas a 19°C. Se emplearon dos niveles de inGculo para contar con

datos de concentraciones diversas.

La Figura 8 muestra la comparacion de los datos obtenidos de la cinética de
desarrollo de Leuconostoc inoculado en dos niveles (2 y 3 log UFC/g). Se observa
una buena tendencia, sin embargo existen algunos datos que sobresalen debido a

que no siguen el comportamiento general. Hay que recordar que este alimento

27



contiene conservadores, que podrian estar heterogéneamente distribuido y esto
puede inducir cierta variabilidad.
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Figura 8. Correlacion de las técnicas de recuento de Lc. mesenteroides en la

dinamica en salchichas empacadas al vacio almacenadas a 19°C.

EI ANOVA de esta correlacion arrojé resultados que indican que la regresion puede
explicar cerca del 65% de los datos (Cuadro 6). La pendiente de la regresion nos
muestra que los recuentos en Petrifilm™ tienden a ser mas bajos que los recuentos
en MRS, en cerca del 20%.

Cuadro 6. ANOVA de la correlacion entre los recuentos de Lc. mesenteroides
mediante MRS y Petrifilm™ en la cinética en las salchichas empacadas al vacio y

almacenadas a 19°C.

Estimado | Error estandar | Valor t p

Intercepto | 0.56703 0.21004 2.700 | 0.0101~*

MRS 0.79172 0.09224 8.584 | 1.3e-10 ***

Cadigos: 0 ***' 0.001 **' 0.01 ="' 0.05'.'0.1"'"'1
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R?: 0.6481,

En la Figura 9 se muestra el comportamiento de los residuales. Se puede apreciar
gue existen datos que se alejan de la tendencia general, pero la mayoria de los

residuales se encuentran alrededor de cero y dentro de los valores de -0.5y 0.5.

10

a1

0.0

Residuales
D

-1.0

2.0

on

15 20 2.5 3.0 3

Observados

Figura 9. Gréfica de residuales para la correlacion de las técnicas de recuento de
Lc. mesenteroides en la dindmica en salchichas empacadas al vacio almacenadas
a 19°C.

El error podria ser causa de los conservadores presentes en la salchicha que
podrian generar un estrés extra en los microorganismos que dificulta su desarrollo
en las placas. Estos conservadores podrian estar heterogéneamente distribuidos
en el producto y algunas porciones se pueden encontrar microorganismos con un
estado fisiologico disminuido. Sin embargo, esta podria ser una limitante manifiesta
del empleo de las placas de Petrifilm™ que no logre recuperar células con dafio.
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6. CONCLUSIONES

La exposicién a medio de cultivo con pH 3.0 por 1 h gener6 estrés en el 99.99% de
la poblacion en Lc. mesenteroides, L. curvatus y Lc. lactis, mientras que para L.
casei, L. sakei y Lb. rhamnosus se requirio la exposicién al mismo medio por 1.5 h.

Al someter a las cepas de Leuconostoc y a Lb. curvatus en un medio de cultivo por
2 h a una temperatura de 54°C se generd estrés en el 99% de la poblacion,
mientras que para Lb. casei, Lb. sakei y Lb. rhamnosus se requirié la exposicion a

la misma temperatura por 2.5 h.

El sistema Petrifilm™ mostré eficiencia similar a la técnica tradicional que emplea
MRS en el recuento de BAL estresadas por condiciones de bajo pH (R? de 0.93).
Este Desempefio no se obtuvo cuando se empled una poblacion de BAL

estresadas por calor (R? de 0.0371).

El uso del sistema Petrifim™ durante la evaluacion del desarrollo de Lc.
mesenteroides en salchichas empacadas al vacio mostr6 un desempefio
intermedio, con una buena correlacién con la metodologia tradicional en el 80% de

los datos.
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