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RESUMEN

Los brotes de Enfermedades de Transmision Alimentaria (ETA) asociados al consumo de
frutas y hortalizas frescas cortadas o minimamente procesadas se han incrementado
considerablemente en los dltimos afios. La bioconservaciéon de alimentos, basada en el uso de la
microbiota natural o controlada y/o de sus compuestos antimicrobianos, constituye una excelente
alternativa ecoldgica para prolongar la vida 1til de estos alimentos, contribuyendo a asegurar su
inocuidad. En este estudio se evalud el efecto antagonista de dos lactobacilos autdctonos con
potencial actividad probidtica, Lactiplantibacillus plantarum 998 y Lacticaseibacillus rhamnosus
64, sobre el crecimiento de tres cepas de bacterias indicadoras relacionadas a la inocuidad de
alimentos (Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 15313 y Salmonella
Newport ITA S12) in vitro y en manzanas minimamente procesadas. En primera instancia, se
utilizaron pruebas de antagonismo en doble capa y de difusién en agar. Luego, la interaccion entre
los lactobacilos y las bacterias indicadoras fue estudiada en cultivos mixtos (cocultivos),
almacenados a 5, 10 y 15°C. Las evoluciones de cada bacteria en monocultivo control y en cocultivo
fueron modeladas, permitiendo determinar y comparar sus parametros cinéticos. Posteriormente, se
se seleccion6 uno de los lactobacilos en estudio para llevar a cabo ensayos de enriquecimiento de
manzanas frescas cortadas mediante impregnacién a presion atmosférica. Luego de definirse las
variables operativas mediante disefios experimentales adecuados, se procedié a los ensayos en
manzanas frescas cortadas en cubos, las cuales fueron tratadas con solucién antioxidante y con dicha
solucién adicionada de L. plantarum 998. En ambos tratamientos, parte de los cubos se inocularon
con Salmonella Newport ITA S12 y todas las muestras se conservaron 7 dias a 5 y 15°C. Las
pruebas iniciales in vitro indicaron que los dos lactobacilos inhibieron el crecimiento de las tres
bacterias indicadoras y que dicho efecto se basé principalmente en la produccién de compuestos
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dcidos. L. plantarum 998 fue el lactobacilo mds eficaz para inhibir el crecimiento e inactivar a las
tres bacterias indicadoras en cocultivo. S. Newport ITA S12 fue la mds sensible a su efecto y L.
monocytogenes ATCC 15313 la menos afectada. L. plantarum 998 pudo sobrevivir en las manzanas
frescas cortadas durante 7 dias a 5 y a 15°C con minima variacién de sus niveles, manteniendo y/o
mejorando, la capacidad antioxidante y los atributos sensoriales caracteristicos de la fruta. También,
ejercié un efecto de control sobre la microbiota nativa de las manzanas (microorganismos aerobios
mesofilos totales, microorganismos psicrotrofos y mohos y levaduras). Al final del periodo de
almacenamiento a 5°C, la poblacién de S. Newport ITA S12 se redujo en las muestras de manzanas
impregnadas con L. plantarum 998 en la misma magnitud que en las muestras tratadas solo con la
solucién antioxidante. Sin embargo a 15°C, mientras que los niveles de S. Newport ITA S12 no
sobrepasaron su carga original en las manzanas enriquecidas con el lactobacilo, los niveles de la
bacteria indicadora aumentaron en los demds grupos. Estos resultados promueven la incorporacion
de L. plantarum 998 en alimentos frescos como una opcidn saludable a sumarse a las barreras
existentes en el procesamiento, para moderar el crecimiento de la microbiota no deseable y para

mantener la inocuidad del alimento, especialmente ante abusos de temperatura.
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1. INTRODUCCION

1.1. FRUTAS MINIMAMENTE PROCESADAS

1.1.1 Consumo y propiedades nutricionales

En una dieta humana equilibrada, las frutas frescas son componentes basicos. Los beneficios
nutricionales asociados a su consumo, avalados por una extensa evidencia cientifica, demuestran
que junto a las hortalizas constituyen el mayor aporte alimentario de macronutrientes como fibra y
carbohidratos, y micronutrientes como la Vitamina C, vitaminas del grupo B (tiamina, riboflavina,
B6, niacina, folato), A, E y minerales . Ademads, presentan en su composicion fitoquimicos no
nutritivos como los compuestos fenodlicos, flavonoides y péptidos bioactivos, con multiples
propiedades beneficiosas para la salud humana que aun siguen en estudio (CDC, 2011; Septembre —
Malaterre y col., 2018; Castro Acosta, 2019). Se ha comprobado la intervencion de estos
fitoquimicos en la reduccion del riesgo de algunas enfermedades cronicas relacionadas con el estrés
oxidativo, tales como enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, infarto cerebral, diabetes,
obesidad y algunos tipos de cancer (Bouayed y col., 2011; Wang y col., 2014; Alegre Vilas y col.,
2020).

La manzana (Malus domestica) es una de las frutas mas completas desde el punto de vista
nutricional. Se destaca el aporte de vitaminas del grupo B (B1, B2 y B6), vitamina C y minerales
(fésforo, potasio y calcio). Ademds, su contenido de dcido madlico y de 4cido tartdrico facilita la
digestion de alimentos con un alto contenido en grasas (Kumar y col., 2018). Su consumo esta
recomendado no sélo por su contenido de nutrientes sino también por el de flavonoles y polifenoles
(Guo y col., 2016; Krisch y Vucseta, 2017) ya que la manzana posee la segunda mayor actividad

antioxidante entre las frutas mas consumidas, después del el ardndano rojo (Boyer y Liu, 2004). Mas
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recientemente, Ichwan y col. (2021) demostraron que tanto la quercetina como el dcido 3,5
dihidroxibenzoico (fitoquimicos presentes en la manzana) tienen propiedades proneurogénicas. Es
decir que pueden estimular la produccién de nuevas neuronas, lo cual podria tener importantes
implicancias para el proceso de aprendizaje y la memoria.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacién (FAO) recomiendan una ingesta minima diaria de 400 g de
productos vegetales frescos para la prevencion de enfermedades cronicas y varias deficiencias de
micronutrientes (FAO, 2018). Aun asi, el consumo de frutas en nuestro pais descendi6 un 45% entre
1997 y 2018, al igual que el de verduras (10%) y se encuentra por debajo de la recomendacion de
FAO, especialmente en los sectores sociales mas vulnerables. Entre 2012 y 2013 correspondio a
227g/dia (Adrogué y Orlicki, 2018). El top 5 de las frutas mas consumidas en la Argentina
corresponde a la naranja, la banana, la manzana, la mandarina y la pera que componen el 67% del
total de frutas (268.916 toneladas) ingresadas al Mercado Central de Buenos Aires en la primera
mitad del afio 2021 (Zapata y Rovirosa, 2021). A nivel mundial, la busqueda de una vida mas
saludable y el amplio acceso a todo tipo de informacion fueron factores clave para que el
consumidor promedio haya incrementado su consumo de frutas y hortalizas. Es asi que la
produccion mundial de fruta fresca aumentd en un 54%, pasando de 576,65 a 887,03 millones de

toneladas métricas entre 2000 y 2020 (Statista, 2022).

1.1.2 Procesamiento Minimo

Una importante herramienta para facilitar la incorporacién de frutas y hortalizas en la dieta
del consumidor lo constituyen las tecnologias de procesamiento minimo (Rodriguez Arzuaga y col.,
2016). El desarrollo de estas tecnologias responde a la creciente demanda de los consumidores por

obtener alimentos vegetales inocuos, convenientes, frescos y listos para consumir (Artés y Allende,
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2014). En los ultimos veinte afios, el consumo de estos productos ha crecido en forma sostenida,
siendo este aumento mayor en paises desarrollados y en vias de desarrollo. Estados Unidos es el pais
con mayor consumo (30%), seguido del Reino Unido (15%) y Francia (6%) (Inocente — Quiroz y
col.,, 2021).

Los vegetales minimamente procesados se definen como frutas y hortalizas frescas, limpias,
cortadas, envasadas, listas para su consumo, con una fecha de caducidad en torno a los 5 a 7 dias,
conservadas entre 1 y 4°C, de manera de garantizar su inocuidad y su calidad nutricional y sensorial
(Alegre Vilas y col., 2020). Su procesamiento incluye varias operaciones unitarias que van desde la
recepcion de la materia prima, pasando por el cortado, lavado - desinfeccion hasta el envasado y
distribucion como se detalla en la Fig. 1.1 (Sheng y Zhu, 2021). Varias de estas etapas pueden
ofrecer oportunidades de contaminaciéon cruzada, en las que un pequefio lote de producto
contaminado con microorganismos patdgenos puede ser responsable de la contaminacion de un lote
grande (Ramos y col., 2013). Si bien todas ellas son importantes para la obtencion de un producto de
calidad, el lavado - desinfeccion es una operacion clave, ya que es la Unica capaz de reducir la carga
microbiana total de los vegetales, asi como de reducir el riesgo de contaminacion cruzada con
microorganismos patdégenos (Artés y Allende, 2014). La efectividad de esta operacion se
complementa con el estricto mantenimiento de la cadena de frio hasta el consumo, para mantener la

inocuidad microbioldgica de estos productos (Oliveira y col., 2015).
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Figura 1.1. Esquema general del procesado minimo de fruta. Adaptado de Artés y Allende (2014)

1.1.3 Cambios en la fruta derivados del procesamiento

El procesado minimo de la fruta implica una importante alteracién de su estructura con la
consiguiente liberacion de enzimas que interactian con los sustratos asociados al tejido de la fruta
(Fig. 1.2). Esto provoca el aumento de la produccion de etileno, asi como la estimulacion del
proceso respiratorio y del metabolismo fendlico. La fenilalanina amoniaco liasa, activada por la
produccion de etileno (inductor de la senescencia de la fruta), cataliza la formacién de compuestos

fendlicos (Fufa D., 2021). Estos compuestos, a su vez, sirven como sustratos para la enzima

20



polifenoloxidasa que, en presencia de oxigeno, da origen a quinonas que se polimerizan dando lugar
a pigmentos pardos o rojizos (pardeamiento enzimdtico) especialmente en frutas y hortalizas de
pulpa clara como papas, manzanas y peras (Carriel y col., 2014). El aumento de la tasa de
respiracion provoca pérdida de agua y reduccién de los niveles de carbohidratos, vitaminas y acidos
organicos, con un impacto negativo en el sabor y el aroma. La pérdida de agua también se ve
favorecida por la degradacion de la membrana y de la pared celular dando lugar a la pérdida de
turgencia. Al mismo tiempo, el crecimiento microbiano en la superficie de corte también aumenta a
medida que los azucares estdn disponibles, lo que acelera la posibilidad de deterioro microbiano.
(Gil y Allende, 2012; De Corato, 2019; Fufa D., 2021). La contrapartida a estos mecanismos de
deterioro radica en que el corte de la fruta fresca constituye un factor de stress abidtico que induce la
rapida sintesis y acumulacion de compuestos fendlicos en poco tiempo, lo cual puede mejorar el
valor funcional de estos productos precortados (Cisneros Zeballos y Velazquez, 2020; Hu y col.

2022).
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Figura 1.2. Esquema simplificado de los cambios fisiol6gicos, quimicos y microbiolégicos ocurridos en la
fruta minimamente procesada

1.1.4 Aspectos microbiolégicos ligados a la produccion de frutas minimamente procesadas
1.1.4.1 Microbiota

La microbiota de las frutas y verduras frescas es diversa, no patégena y se considera normal
que esté presente en los productos minimamente procesados (en concentraciones permitidas por las
regulaciones vigentes) al momento del consumo (Qadri y col., 2015). El tipo y el nimero de
microorganismos difieren segin la variedad del vegetal, las practicas agrondmicas, la zona
geografica de produccién y las condiciones climaticas antes de la cosecha (Artés y Allende, 2014);
asf como también depende de las condiciones de cosecha, el transporte y el posterior procesamiento
y manipulacién de los productos (Olaimat y Holley, 2012). Las hortalizas presentan una microbiota

con predominio de bacterias Gram negativas, mientras que la microbiota asociada a las frutas crudas
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incluye sobre todo bacterias pectinoliticas, bacterias lacticas, levaduras y mohos. Dicha diferencia se
debe principalmente al pH caracteristico de ambos grupos de vegetales; entre 5 y 7 para las
hortalizas y entre 2 a 4,5 para las frutas (ICMSF, 1998). Pseudomonas spp., Erwinia herbicola,
Flavobacterium spp., Xanthomonas spp. y Enterobacter agglomerans estan presentes tanto en frutas
como hortalizas al inicio del almacenamiento refrigerado pero, en el caso de las hortalizas,
Pseudomonas spp. tendrd predominio en la microbiota y serd responsable de la alteracion si la
atmosfera de envasado lo permite (De Azeredo y col., 2011). En frutas, Leuconostoc mesenteroides
y Lactobacillus spp. entre las bacterias lacticas y Rhodotorula, Torulopsis, Saccharomyces y
Candida entre los géneros de levaduras, corresponden a los microorganismos mds frecuentemente
aislados (Siroli y col. 2016). El deterioro de la fruta minimamente procesada se produce
principalmente por la proliferacion de su propia microbiota natural tolerante al 4cido y osmdfila. Las
levaduras suelen ser responsables principalmente del sabor fermentado y de la produccion de
diéxido de carbono mientras que las Bacterias Acido Lacticas (BAL) pueden producir un sabor
desagradable a suero de leche. Los mohos contribuyen al deterioro por su crecimiento superficial
(Tournas y col., 2006).

Como la mayoria de las frutas, las manzanas presentan tres caracteristicas que definen su tipo
de microbiota: bajo pH, alto contenido de carbohidratos y elevada actividad acuosa. El pH puede
variar entre 2,9 a 5 y en el caso de la variedad ‘Granny Smith” entre 3,3 y 3,5 (Rodriguez Arzuaga y
col. 2013, Altisent y col. 2014, Comisso y col. 2021). Esto permite el desarrollo de bacterias
acidofilas de los géneros Acetobacter, Gluconobacter y algunos pertenecientes al grupo de las BAL
como Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus. Aun asi, la microbiota predominante nativa,
principal responsable del deterioro microbioldgico, estd representada por levaduras débilmente
fermentativas cuyas especies varian segun la regién geografica y por algunos mohos de los géneros

Aspergillus, Monilia, Mucor y Penicillium (Doores, 1983).
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1.1.4.2 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

Entre los peligros relacionados a la produccién de frutas y hortalizas se encuentran los
residuos de plaguicidas, los metales pesados y la contaminacién microbiana patégena (Mostafidi y
col., 2020). El hecho de que estos alimentos se consuman crudos y la ausencia de tratamientos
térmicos de inocuidad durante su elaboracién y almacenamiento, hacen que puedan albergar y ser
vehiculos de transmisién y/o multiplicacién de microorganismos patégenos (Machado-Moreira y
col., 2019). Desde 2009 hasta 2018 en Estados Unidos, un total de 266 brotes de origen alimentario
con etiologia confirmada se asociaron a frutas y verduras, dando lugar a 10.101 enfermedades, 1.930
hospitalizaciones y 87 muertes (CDC, 2018). De estos brotes, el 99,6% se debieron a etiologias
bioldgicas, de las cuales el 70,6% fueron causadas por bacterias, el 25,5% y el 3,9% por virus y
pardsitos, respectivamente. Las etiologias bacterianas mdas implicadas, tanto en Estados Unidos
como en la Union Europea fueron Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, pardsitos humanos: Cryptosporidium spp., Cyclospora spp y virus: Hepatitis A 'y
principalmente Norovirus (Callejon y col.,, 2015; EFSA y ECDC, 2019; Balali y col., 2020; Dyda y
col., 2020). Segin Sheng y Zhu (2021), Salmonella ha estado implicada en brotes o retiradas
asociadas a frutas y verduras (pepinos, melones y sandias cortados, duraznos, papaya, verduras de
hojas verdes) mientras que las E. coli productoras de toxina Shiga se relacionaron principalmente
con las verduras de hoja verde (lechuga romana, iceberg) y los brotes. Aunque L. monocytogenes
tiene una baja incidencia en los brotes recientes de productos frutihorticolas, se llevaron a cabo
numerosas retiradas debido a su posible contaminacién. La variedad de frutas y verduras retiradas
también ha aumentado a lo largo de los afios. Un grafico de Machado — Moreira y col. (2019) (Fig
1.3), ilustra el crecimiento de los brotes de ETA relacionados a los vegetales minimamente

procesados, practicamente desde el inicio del uso de esta tecnologia, a principios de los afios 80.
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Figura 1.3. Distribucién de los brotes de enfermedades microbianas relacionadas con los alimentos RTE
considerados en la literatura revisada, desde 1980 hasta 2016, en relacién con grupos especificos de
alimentos, para los que se identificé claramente el afio de ocurrencia. Nota. Las verduras de hoja verde se
refieren a lechuga, albahaca, perejil, espinacas, el cilantro y berro. Las plantas germinadas incluyen alfalfa, fenogreco,
semillas de hinojo, judias, semillas de anis, brotes de judias, brotes de trébol y otros brotes. Las frutas blandas
comprenden ardndanos congelados y frescos, fresas, frambuesas y otras bayas, y arilos de granada. Las verduras
comprenden tomates, cebollas, apio, pepinos, zanahorias, rdbanos, guisantes y pimientos. Las frutas que no son frutos
blandos incluyen mel6n, cantalupo, sandia, zumo de naranja, zumo de manzana, zumo de citricos, las ensaladas de
frutas y el platano pifia, mamey y frutas de hueso. La categoria otros comprende las especias, los cereales secos, los
pifiones, las almendras y las avellanas. Los datos presentados no incluyen 211 brotes de norovirus que se produjeron en
Estados Unidos en el periodo comprendido entre 1998 y 2005, vinculados al consumo de verduras de hoja verde, ya que
no se disponia de informacion sobre el afio en que se produjo cada brote individual.

1.1.4.3 Vias de contaminacion

Los vegetales se cultivan en entornos abiertos y son propensos a la contaminacién con
microorganismos patdégenos de diversas fuentes, como el agua de uso agricola, el suelo, el abono, la
intrusiéon de animales (ganado o animales silvestres), la maquinaria empleada y la manipulacién
humana. También puede introducirse contaminaciéon durante el procesado minimo e inclusive

recontaminarse el producto ain después de ser sometido al proceso de lavado-desinfeccion (Murray
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y col., 2017; Alegbeleye y col., 2018; Machado-Moreira y col., 2019). Para mitigar el riesgo de
enfermedades transmitidas por los alimentos es importante que se adopten buenas practicas en todas
las etapas de la produccién, dando prioridad a los procedimientos basados en los principios del
Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC) que incluyen como prerrequisitos a las
Buenas Précticas Agricolas (BPA), las Buenas Précticas de Fabricaciéon (GMP) y los Procedimientos
Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES) (Maldonade y col.,, 2018). Las BPA
recomiendan las mejores précticas en dreas como la calidad del agua de riego, la gestion del
estiércol y abonos, la gestion de la fauna silvestre, la salud e higiene de los trabajadores y la
manipulaciéon posterior a la cosecha. En Argentina, la Resolucion 5/2018 (21/11/2018) de las
Secretarias de Gobierno de Agroindustria y Salud incluy6é en el Codigo Alimentario Argentino
(CAA) la obligatoriedad de las BPA en la produccion primaria (cultivo-cosecha) de frutas, a partir
del 2 de enero de 2020 y de hortalizas desde el 4 de enero de 2021. Si bien es posible reducir los
riesgos mediante la implementacion de estos sistemas de gestién de la inocuidad, debido a la
naturaleza de la cadena de cultivo de productos frescos, estd generalmente acordado y demostrado
que no es posible conseguir un riesgo cero (Iwu y Okho, 2019). En consecuencia, el principal
objetivo del procesamiento minimo de frutas y hortalizas se centra en garantizar la inocuidad
alimentaria y mantener la calidad del producto mediante la reduccion y/o inactivacion de los
microorganismos patégenos y el control de los microorganismos de deterioro (Mendoza y col.,

2022).

1.1.4.4 Frutas minimamente procesadas y patogenos alimentarios
Teniendo en cuenta los pardmetros que favorecen el crecimiento bacteriano, las manzanas
minimamente procesadas no constituirian una matriz adecuada para los patégenos alimentarios,

debido principalmente a su bajo pH y al uso de temperaturas de refrigeracion para su conservacion.
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Sheng y col (2017) demostraron que L. monocytogenes pudo sobrevivir en la superficie de manzanas
‘Granny Smith’ durante 2 semanas a diferentes temperaturas (1, 4 y 10°C) y distintas
concentraciones de indculo. Se comprobd que cepas de E. coli 0157: H7 fueron capaces de
sobrevivir en sidra de manzana durante 21 dias a pesar de la presencia de conservantes y de la
acidez de la sidra (Miller y Kaspar, 1994). Se determind también que algunos serotipos de
Salmonella enterica como algunas cepas del serotipo Newport, pudieron resistir condiciones ain
mds 4cidas que el minimo pH de crecimiento de Salmonella spp. (3,8) mencionado por ICMSF
(1996). A esto se suma la capacidad de varias cepas de Salmonella para crecer a temperaturas de
refrigeracion, hecho que se viene reportando desde hace muchos afios (D aoust J. Y., 1993; Jiménez
y col., 2015).

Varios estudios han expuesto que tanto Salmonella spp. como E. coli O157:H7 y L.
monocytogenes pueden adherirse a la superficie e internalizarse dentro del tejido de una gran
variedad de vegetales frescos. La extension de la adherencia e internalizacion dependen de muchos
factores que incluyen la ruta de contaminacion, la naturaleza de la epidermis, el pH del tejido, la
fase de crecimiento del vegetal, asi como los factores extrinsecos impuestos por el ambiente (Zhou y
col., 2018; Sun y col., 2019). Esta capacidad potencial de los microorganismos patogenos se agrava
ain mds si se considera su capacidad para formar biopeliculas. Las biopeliculas o biofilms
(comunidades de microorganismos adheridos a una superficie) pueden interrumpir el contacto
interactivo entre los microorganismos y los desinfectantes, lo cual disminuiria la eficacia de los
procesos de lavado - desinfeccion llevados a cabo durante el procesamiento y daria como resultado
un aumento de su supervivencia en los productos frescos (Yoon y Lee, 2018) (Fig. 1.4). Baragopal y
col (2017) determinaron que el 22,8% de las E. coli y el 22,2% de las Salmonella sp. de un grupo de
cepas aisladas de frutas y verduras frescas eran formadores potenciales de biopeliculas. También

demostraron que varias de las cepas eran productoras de moléculas de sefializaciéon de quérum y de
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cantidades significativas de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), ambas sustancias

relacionadas estrechamente a la formacion de biopeliculas.

(H)
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on surface
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Figura 1.4 Diagrama esquematico de la estructura de un tejido vegetal contaminado con microorganismos.
(A) imagen de microscopia electrénica de barrido de la superficie de una manzana gala; (B) estomas
contaminados con E. coli O157:H7; (C) agregado de E. coli O157:H7 internalizado en un estoma de manzana
(Yoon y Lee, 2018).

El otro aspecto a tener en cuenta con respecto a la formacién de biofilms por parte de las
bacterias patégenas es el de las superficies de contacto con los alimentos. Durante el procesamiento
de los vegetales minimamente procesados, sin un adecuado protocolo de limpieza y desinfeccion,
aumenta el riesgo de contaminaciéon cruzada y el posterior crecimiento bacteriano que puede
conducir a la formacién de biopeliculas altamente resistentes (Mritunjay y Kumar, 2015). Es
importante sefialar que una vez que los microorganismos se adhieren a la superficie y comienza a
desarrollarse la biopelicula, cuanto mds tiempo transcurre, esta se vuelve més dificil de eliminar

(Limoli y col., 2015).
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1.1.4.5 Tecnologias alternativas de conservacion

El creciente poder de adaptaciéon de algunas bacterias patégenas aumenta el riesgo
microbioldgico en la fruta minimamente procesada. Si bien existen y se investigan numerosos
tratamientos o procesamientos para prolongar la vida util y asegurar la inocuidad de estos productos
(Mendoza y col., 2022), el uso del hipoclorito de sodio sigue siendo el método de desinfeccién que
mads frecuentemente se utiliza en la industria del procesamiento minimo. Su relativa eficacia (en
concentraciones apropiadas), su bajo costo comparativo y su aplicacion en operaciones de cualquier
tamafio hacen que asi sea (Suslow, 1997). No obstante, el hipoclorito de sodio es inactivado
rapidamente por la materia orgdnica y ain mds importante, puede originar subproductos insalubres
en el agua procesada (cloraminas, cloroformo, &acidos haloacéticos, trihalometanos) los cuales
ocasionan efectos cancerigenos o mutagénicos, asi como toxicidad para higado y rifiones
(Nieuwenhuijsen y col., 2000). Esto ha llevado a que en algunos paises europeos (Alemania,
Holanda, Dinamarca, Suiza y Bélgica) se haya restringido o prohibido su uso en la industria
alimentaria.

Por esta razon, hace varios afios se ha iniciado la busqueda de alternativas ecoldgicas que
dieran respuesta a esta problemdtica y a las demandas de los consumidores cada vez mas orientados
a adquirir productos en los que se apliquen métodos ‘“ecoamigables” para su obtencidén y
conservacion como son las tecnologias de bioconservacion (Meireles y col., 2016; Murray y col.,

2017).
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1.2 BIOCONSERVACION

La bioconservacion se basa en el uso de la microbiota natural o controlada y/o de sus
compuestos antimicrobianos (bacteriocinas) para contribuir a la inocuidad microbioldgica y
extender la vida util de los alimentos, especialmente de productos frescos, mediante la inactivacién
de microorganismos patégenos y el control del deterioro de origen microbiano (Galvez y col 2012;
Singh, 2018). Las principales técnicas de bioconservacion de alimentos, incluyen la aplicacién de
bacteriocinas, bacteri6fagos, y de cultivos protectores que se componen principalmente de bacterias
acido lacticas (Noha y col., 2021).

-Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por algunas especies de
bacterias Gram-positivas, incluidas las BAL. Actian sobre la membrana citoplasmatica, inhibiendo
la sintesis de la pared celular, disminuyendo la actividad de la RNasa y la DNasa, y alterando la
permeabilidad de la membrana de la célula objetivo. Su actividad se limita normalmente a las
bacterias Gram-positivas, incluida L. monocytogenes y tienen una eficacia limitada contra las
bacterias Gram-negativas (Martin — Visscher y col., 2011). En melén y manzana frescos cortados, la
aplicacion de nisina redujo significativamente poblaciones de L. monocytogenes en comparacion
con muestras no tratadas tras su almacenamiento durante siete dias a 10°C (Leverentz, y col., 2003).

-Los bacteriofagos son virus que invaden células bacterianas especificas, alteran su
metabolismo y las lisan sin comprometer la viabilidad de la microbiota presente. Estdn presentes en
grandes cantidades en agua, alimentos y tracto digestivo humano y animal. Se utilizan s6lo los que
tengan ciclos liticos ya que eliminan ripidamente a su hospedador y aumentan su progenie
rapidamente. Se ha demostrado su efectividad frente a S. typhimurium y S. enteritidis en lechuga
(Spricigo y col., 2013) pero no asi en manzanas frescas cortadas frente a Salmonella sp., ya que la

matriz dcida redujo su accién (Leverentz y col., 2001).
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-Los cultivos protectores, agentes principales de la bioconservacién, consisten en
preparaciones de microorganismos vivos que se agregan a los alimentos. Su utilizacién presenta dos
vias: la inoculacién de la matriz alimentaria con estos microorganismos y la consiguiente
produccién in situ de moléculas inhibidoras y/o un efecto competitivo contra patégenos y
microorganismos de alteracion (Dokka y col., 2018; Ben Said y col. 2019). El ejemplo clésico de
cultivos protectores lo constituyen las BAL aunque también existen algunos otros géneros
bacterianos, provenientes de la microbiota natural de alimentos frescos. Un gran nimero de BAL
han sido categorizadas segin la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) como GRAS (Generally Regarded As Safe) y la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) las ha incluido en la lista de QPS (Qualified Presumption of Safety) (Ben Said y
col., 2019). A su vez, también son los microorganismos mas ampliamente utilizados como
probidticos y seria 16gico suponer que los mecanismos de antagonismo llevados a cabo por las BAL
probidticas a nivel de intestino humano o animal, podrian también tener lugar en el alimento durante
su conservacion. Algunas de las vias posibles (Arena y col., 2016; Hossain y col, 2017) para este fin
serian las siguientes:

e Bloqueo de los sitios de unién de los patogenos a la matriz alimentaria.
e Utilizacién més veloz de los carbohidratos disponibles.

e Produccién de sustancias antimicrobianas, fundamentalmente de acido lactico.

1.2.1 Cultivos protectores en fruta minimamente procesada

Ya sea para desempefiarse como cultivos protectores in situ o para ejercer actividad
probidtica en un alimento, los cultivos microbianos deben ser capaces de mantenerse viables durante
todo el tiempo de conservacion del producto. Las frutas frescas se consideran buenas matrices para

los microorganismos debido a su éptimo contenido de nutrientes y a que la microarquitectura de la
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superficie de las frutas los protegeria del ambiente dcido del estémago (Ranadheera y col., 2010;
Soccol y col., 2010). En el caso de la fruta minimamente procesada, las operaciones de pelado y
corte pueden permitir un mejor ingreso al interior del tejido vegetal y acceso al contenido de
nutrientes por parte de los microorganismos que se deseen incluir en el alimento pero también por
parte de los microorganismos patdégenos que podrian estar presentes en la fruta debido,
principalmente, a procedimientos incorrectos en la aplicacion de Buenas Practicas de Manufactura o
Agrarias (Castro y col., 2016; Balali y col 2020).

Entre los obstdculos a sortear por los cultivos protectores y/o probidticos que se pretendan
incluir en la fruta minimamente procesada se encuentran: las bajas temperaturas empleadas durante
todo el procesamiento y conservacion, los compuestos antioxidantes necesarios para evitar el
pardeamiento enzimdtico, el eventual uso de atmdsferas modificadas y las condiciones de bajo pH
de la materia prima. Principalmente por estos dos ultimos factores se emplean cepas BAL, ya que en
su mayoria son anaerobias facultativas y resisten muy bien condiciones acidicas (Gaggia y col.,
2011). Las BAL utilizadas como cultivos protectores para la bioconservacion de alimentos frescos
deberian mostrar un crecimiento nulo o solo moderado a bajas temperaturas, sin afectar las
propiedades sensoriales del alimento. Al aumentar la temperatura, deberian comenzar a crecer
rapidamente, acidificar el producto y en consecuencia inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas

y controlar la microbiota alterante (Dokka y col, 2018).

1.2.2 Cultivos probiéticos como cultivos protectores

Varios trabajos relatan la inclusién de probidticos en frutas minimamente procesadas, la
mayoria cepas comerciales como Lacticaseibacillus rhamnosus GG (Alegre y col., 2011; Iglesias y
col., 2017; Yan y col., 2019). Sin embargo, no son tan numerosos los estudios que hayan abordado

el potencial de los microoganismos probidticos como herramientas de biocontrol.
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Existen varias cepas comerciales cuyo potencial probidtico ha sido comprobado y son
utilizadas ampliamente por la industria alimentaria. Atn asi, desde hace unos afios se ha alentado
desde la ciencia la exploracién de probidticos de origen local o nativos, destacando la conveniencia
de que las cepas de probidticos provengan del medio ambiente de donde serdn parte una vez
ingeridas. (Sybesma y col., 2015; Armachius y Yousheng, 2019). Varios proyectos han estudiado el
microbioma humano de distintas poblaciones, como el proyecto estadounidense “MetaHIT”
(Metagenomics of the Human Intestinal Tract), el proyecto europeo “Human Microbiome Project” y
el “Asian Microbiome Project” (Arumugan y col., 2011; Koren y col., 2013; Nakayama y col.,
2015). En todos ellos se destaca, ademads de las similitudes, las diferencias en la composicion de la
microbiota intestinal de personas de diferentes edades, regiones y habitos alimenticios. Y esto a su
vez, tendria incidencia en los diferentes requisitos nutricionales y de salud para diferentes regiones
geograficas. En tal caso, las cepas autOctonas podrian presentar ventajas sobre otros probidticos
actualmente disponibles en términos de estabilidad, viabilidad y, en ultima instancia, funcionalidad
después del consumo (Sybesma y col., 2015).

Las cepas de Lactobacillus que fueron utilizadas en esta investigacion poseen la
particularidad de ser cepas autdctonas. Lactiplantibacillus plantarum 998 proviene de la microbiota
de quesos de produccion local (Zago y col., 2011) y Lacticaseibacillus rhamnosus 64 fue aislado de
heces de recién nacidos locales (Gregoret y col., 2013). Sus propiedades funcionales y tecnoldgicas
han sido estudiadas tanto en modelos in vitro como in vivo, y se las considera como potencialmente
probidticas (Zago y col., 2011; Gregoret y col., 2013; Ferrando y col., 2016; Lavari y col. 2017). A
la vez, la cepa de Salmonella enterica serovar Newport ITA S12 empleada en este estudio, fue
aislada del ambiente aviar local. En ensayo de laboratorio pudo crecer a pH 3,7 con independencia
de la concentracion del in6culo (Jiménez y col. 2015). siendo que el minimo pH de crecimiento de

Salmonella spp. mencionado por ICMSF (1996) es de 3,8. Este hecho, sumado a los brotes
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originados por la presencia de este serotipo de Salmonella en vegetales y frutas minimamente
procesadas (Crim y col, 2018; Dyda y col, 2020) motivé su eleccion para este estudio junto a las
cepas ATCC de Escherichia coli y Listeria monocytogenes.

El uso de lactobacilos autdctonos potencialmente probidticos en esta tesis, permitié explorar
un nuevo aspecto de su funcionalidad que va en concordancia con la biisqueda de alternativas para
mejorar la calidad microbioldgica de frutas y hortalizas minimamente procesadas. Asimismo, el uso
de una cepa nativa de Salmonella con sus particulares caracteristicas, permitid0 una mayor
aproximacion al potencial riesgo microbiolégico de las manzanas minimamente procesadas y una
mejor evaluacion de la actividad antagonista de los lactobacilos autdctonos. Finalmente, dado que la
oferta de cultivos protectores aprobados y comercializados no es tan amplia debido a los costos de
su produccidn, y a que la mayoria son destinados a la industria lactea, carnica o pesquera (Ben Said
y col, 2019), los resultados de esta tesis podrian significar un avance hacia el desarrollo de un

cultivo bioprotector para uso vegetal.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal
El objetivo principal de este trabajo fue evaluar a dos lactobacilos con potencial actividad
probidtica para ser utilizados en estrategias de biocontrol, mediante su incorporacién a manzanas

minimamente procesadas.

2.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto antagonista in vitro de Lactiplantibacillus plantarum 998 y de
Lacticaseibacillus rhamnosus 64 sobre tres cepas de bacterias indicadoras, de interés en inocuidad
alimentaria: Listeria monocytogenes ATCC 15313, Salmonella Newport ITA S12 y Escherichia coli
ATCC 25922.

Modelar las cinéticas de interaccion entre las cepas de bacterias indicadoras y ambos
lactobacilos en cocultivo o cultivos mixtos, estableciendo los pardmetros cinéticos correspondientes,
durante el almacenamiento a diferentes temperaturas.

Estudiar el efecto de la aplicacion del lactobacilo con mayor actividad antagonista in vitro
sobre la calidad de manzanas frescas de cortadas, almacenadas a diferentes temperaturas.

Estudiar el efecto de la aplicacion del lactobacilo con mayor actividad antagonista in vitro
sobre la microbiota de manzanas frescas cortadas, almacenadas a diferentes temperaturas

Estudiar la interaccién del lactobacilo con mayor actividad antagonista in vitro frente a

Salmonella Newport ITA S12 en manzanas frescas cortadas, almacenadas a diferentes temperaturas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CEPAS: CONSERVACION Y MEDIOS DE CULTIVO

Lactiplantibacillus plantarum 998 'y Lacticaseibacillus rhamnosus 64 pertenecen a la
coleccion de cultivos del Instituto de Lactologia Industrial (INLAIN, FIQ — UNL, CONICET). De
ahora en mas y con fines practicos, en el manuscrito se utilizard el término “lactobacilos” cuando
sea necesario nombrar a estas cepas en conjunto, si bien pertenecen a géneros bacterianos diferentes
(Lactiplantibacillus 'y Lacticaseibacillus) de acuerdo a su reciente reclasificacion (Zheng y col.
2020). Las cepas indicadoras Salmonella entérica serovar Newport ITA S12, Escherichia coli
ATCC 25922 y Listeria monocytogenes ATCC 15313 pertenecen a la coleccién de cultivos del Area
de Microbiologia de Alimentos del Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITA - FIQ - UNL).

Las cepas se mantuvieron a -80°C en los medios de cultivo utilizados para su crecimiento,
adicionados con glicerol al 15 % v/v: los lactobacilos se mantuvieron a -80 °C en caldo Man Rogosa
Sharpe (MRS, Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia) y las cepas indicadoras en caldo Tripteina
Soya (TS, Laboratorios Britania S.A., CABA, Argentina) con extracto de levadura al 6 %. Previo a
su utilizacion, las cepas indicadoras se reactivaron (37°C, 24 h) en caldo TS con extracto de
levadura al 6 %. En el caso de los lactobacilos, la reactivaciéon se realizé mediante dos repiques
sucesivos (2 % v/v) en caldo MRS (37°C, 18 h). La determinacién de las concentraciones de
lactobacilos y bacterias indicadoras se llevé a cabo mediante recuentos en placa utilizando los
medios especificos para cada bacteria: Agar con Eosina Azul de Metileno (Laboratorios Britania
S.A., CABA, Argentina) para E. coli ATCC 25922 (37°C, 24 h), Agar Oxford Modificado
(Laboratorios Britania S.A., CABA, Argentina) para L. monocytogenes (37°C, 24 h) y Agar Xilosa

Lisina Desoxicolato (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia) para Salmonella Newport ITA S12
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(37°C, 24 h). Los recuentos de L. plantarum 998 y L. rhamnosus 64 se llevaron a cabo en Agar

MRS vy su incubacién fue de 48 hs a 37°C.

3.2 PRUEBAS DE ANTAGONISMO BACTERIANO

Se analizé la accion antibacteriana de L. plantarum 998 y L. rhamnosus 64 frente a cepas de
bacterias patdgenas, frecuentes productoras de ETA en frutas frescas minimamente procesadas
como Salmonella Newport y Listeria monocytogenes. También se analiz6 frente a E. coli genérico
ATCC 25922, como bacteria indice de contaminacion fecal. Esta dltima cepa ha sido utilizada desde
hace varios afios como subrogante de bacterias patdgenas entéricas, en especial de Escherichia coli
O157:H7 (Eblen y col., 2005), en estudios en planta procesadora de alimentos.

En primera instancia, la accién antagonista sobre las bacterias indicadoras se estudid
mediante el método de la doble capa de agar. Posteriormente se obtuvieron los sobrenadantes libres
de células de los lactobacilos, los cuales fueron enfrentados a cada una de las bacterias indicadoras

susceptibles a su accién en el ensayo anterior.

3.2.1 Ensayo inicial

Para determinar la accién inhibitoria de las cepas de los lactobacilos frente a las cepas
indicadoras, se emple6 el método de la doble capa de agar (Nardi y col., 1999). Para ello, se inocul6
una muestra de 5 pl de un cultivo overnight de una de las cepas de lactobacilos en la superficie de
agar MRS y se incub6 durante 24 h a 37°C en aerobiosis. Posteriormente, las células de la colonia
formada se inactivaron mediante exposicion a cloroformo durante 30 min y el residuo se dejé
evaporar. La inactivacion celular se confirmé cultivando una colonia en caldo MRS. Luego cada

placa se cubri6 con 3,5 ml de agar blando TS (0,75% p/v) inoculado con la cepa indicadora (ca. final
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6 log UFC/ml) y se incub6 durante 24 h a 37°C en aerobiosis. La actividad antagonista se evidenci6
como la presencia de una zona de inhibiciéon de crecimiento de la cepa indicadora alrededor de la
colonia del lactobacilo (Fig. 3.1). Para cada dupla lactobacilo — cepa indicadora se determind el halo
de inhibicién restando al didmetro (en mm) de la zona de inhibicion, el diametro de la colonia de

lactobacilo. El ensayo se realizé minimo por cuadruplicado en cada caso.

Hl Sul | Cloroformo

Cultivo overnight |__.| — I| II —

LP6 LR Agar MRS 37°C-24hs

Colonia de LP 6 LR I/\ S
(cél. inactivadas) 1 — e — I < |I I|

Evaporacion cloroformo

residual 30 min
H 3’ 1

S ml
| |
Cultivo Bacteria L_.I — l.—.l —

Indicadora 37°C-24hs
6 log UFC/ml
en Agar TS Zona de inhibicién
0,75% plv agar-agar de crecimiento

Figura 3.1. Esquema del método de la doble capa de agar

3.2.2 Ensayo con sobrenadantes libres de células (SLC)
Este ensayo se realiz6 para evaluar si la accion antagonista determinada en la prueba anterior
se debe a la produccion de compuestos dcidos por parte de los lactobacilos. Se utilizé la prueba de

susceptibilidad microbiana por difusion en agar (Vinderola y col. 2008).
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Los SLC se obtuvieron por centrifugacion de cultivos overnight de los lactobacilos (6000
rpm, 5°C, 10 min). El volumen de SLC de cada lactobacilo se dividi6 en dos alicuotas, una fue
tratada con una soluciéon de NaOH 1 N para neutralizar el pH (SLC-N) y la otra no recibi6
tratamiento (SLC-A). Por otro lado, 15 ml de agar TS, fundido y atemperado a 45 °C se mezcl6 con
150 pL de un cultivo overnight de una de las cepas indicadoras y se vertié en una placa de Petri
estéril. Una vez solidificado el agar, se realizaron pocillos de 6 mm de didmetro en donde se
colocaron los SLC (SLC-N y SLC-A, 50 ul) de L. plantarum 998 (LP), L. rhamnosus 64 (LR) o
caldo MRS (control negativo, 50 ul). Este procedimiento (Fig. 3.2) se llev6 a cabo minimo por
triplicado para las tres cepas indicadoras. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h y se

registraron los didmetros (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento en torno a los pocillos.

Centrifugacion Neutralizacién

6000 rpm — 5°C- OHNa
Cultivo overnight 15 min IN
LP6LR SLC-A SLC-N
Caldo MRS
Ul 150 pl | )
Cultivo overnight Homogeinizacion sol?;gg:ar .
Bacteria Orificios
indicadora 6mm ¢
15 ml
Agar TS 50 ul
SLC-A .
37°C-24hs /

Zonas de <
inhibicion del
crecimiento 1+

50 pl
SLC-N

Figura 3.2. Esquema del método por difusién en agar
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3.2.3 Analisis estadistico

El andlisis de varianza (ANOVA) permiti6 la interpretacion de los resultados a través del programa
estadistico GraphPad Prism versiéon 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
Estados Unidos). Se realizé un Anova Multifactorial y Test de rangos multiples de Tukey, con un

nivel de confianza del 95% para detectar diferencias significativas entre promedios.

3.3 ESTUDIO DE LA CINETICA DE INTERACCION DE LAS BACTERIAS INDICADORAS
FRENTE A LOS LACTOBACILOS EN COCULTIVOS

La cinética de inhibicion de las bacterias indicadoras frente a los lactobacilos fue
determinada mediante el estudio de la evolucion de cultivos mixtos o cocultivos. Cada lactobacilo,
junto con cada una de las cepas indicadoras que en los ensayos anteriores evidencié inhibicién en su
presencia, se inocularon en un mismo medio de cultivo. Los cocultivos (lactobacilo + bacteria
indicadora) y los correspondientes monocultivos controles, se conservaron durante 10 dias a
diferentes temperaturas de acuerdo a las condiciones de conservacion de las frutas frescas cortadas:
una temperatura normal de refrigeracion (5°C) y dos temperaturas de abuso (10 y 15°C). A
intervalos periddicos, se realizaron los recuentos en placa de cada cultivo control y cocultivo,
utilizandose los medios de cultivo y condiciones de incubacién especificados en el punto 3.1. En la

Tabla 1 se indican los cultivos y cocultivos estudiados, almacenados a 5, 10 y 15°C durante 10 dias.
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Tabla 3.1. Cultivos controles y cocultivos almacenados a 5, 10 y 15°C durante 10 dias

E. coli L S. Newport L. L.
CULTIVOS  ATCC 25922 ™Monocytogenes yy1x iy plantarum  rhamnosus
ATCC 15313 998 64
(EC) (SN)
(LM) (LP) (LR)
CONTROL EC LM SN LP LR
COCULTIVO EC + LP LM + LP SN + LP
L. plantarum 998
COCULTIVO EC+ LR LM +LP SN + LR

L. rhamnosus 64

3.3.1 Ensayos preliminares

Se realizaron los ensayos preliminares para seleccionar el caldo de cultivo adecuado para el
desarrollo de los cocultivos y cultivos controles y evaluar la selectividad de los medios agarizados a
utilizarse en los recuentos de cada una de las cepas. Se reactivaron todas las cepas y cada una de
ellas fue inoculada individualmente (1 % v/v) tanto en caldo TS como en caldo MRS. Se realizaron
recuentos luego de 24 horas de incubacion a 37°C para verificar si las cepas indicadoras crecian de
la misma forma en caldo MRS (especifico para lactobacilos), como en un caldo de uso comun para
su desarrollo como el TS. En el caso de las cepas indicadoras, los recuentos se llevaron a cabo en
Agar TS y en sus medios de cultivos especificos, detallados en el inciso 3.1. Por otro lado, cada una
de las cepas indicadoras, fueron estriadas en placas de MRS y ambos lactobacilos fueron estriados
en todos los medios especificos de aislamiento de las cepas indicadoras, para descartar la posible
interferencia entre colonias desarrolladas de distinto origen (cepa indicadora o lactobacilo) sobre un

mismo medio de cultivo al momento del recuento de ambas poblaciones en los cocultivos.
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3.3.2 Preparacion de cocultivos y cultivos controles. Ensayo de almacenamiento a diferentes
temperaturas

Las cepas se reactivaron y se inocularon de a pares (cepa indicadora + lactobacilo) en caldo
MRS de manera de lograr una concentracién final aproximada de 5 log UFC/ml para la cepa
indicadora (EC, LM o SN) y de 7 log UFC/ml para el lactobacilo (LP o LR). En paralelo, se
prepararon cultivos controles de cada una de las cepas indicadoras y de cada uno de los lactobacilos
en las mismas concentraciones que en los cocultivos. Posteriormente, todos los cultivos se
almacenaron 10 dias a 5, 10 y 15°C. Se realizaron recuentos en placa (por duplicado) en forma
periddica y se realiz6 la medicion de pH de cada una de las muestras (pHmetro digital Ludwig pH -

016, China).

3.3.3 Modelado cinético y obtencion de los parametros cinéticos

Los recuentos de los lactobacilos (LP y LR) y de cada una de las bacterias indicadoras (EC,
LM y SN), se expresaron como logaritmo de unidades formadoras de colonias por mililitro (log
UFC/ml) y se utilizaron para realizar las curvas experimentales de cada bacteria; tanto en cocultivo
como en cultivo control para cada temperatura estudiada (5, 10 y 15 °C). Las curvas se ajustaron a
un modelo primario, propuesto por Baranyi y Roberts (1994) mediante la aplicacion del programa

DMFit version 3.5 (Baranyi y Tamlin, 2004; ComBase; https://www.combase.cc/index.php/en/2-

uncategorised/22-recursos).

Dicho modelo se expresa a través de la Ecuacion 1:

efmax—1

V() = Yo + Uy, F(O) —In(1 + 772=5) @))
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Donde, F(t) =t + % In(e ™Vt + e Mo —e7Vt=ho); y (t) es el log UFC/ml a cada tiempo
t(d); yo es la concentracidn inicial de microorganismos (log UFC/ml); pmax s la maxima velocidad
de crecimiento (log UFC ml'ld'l); v se asume igual a Pmgx; he s igual a (Umax X \); y A es la duracién
de la fase lag o de latencia en dias.

La ecuacion 1 permitié modelar la evolucién en el tiempo de los recuentos de lactobacilos y
de bacterias indicadoras, a temperatura constante (5, 10 o 15°C). El software DMFit estimé los
siguientes pardmetros:

e Valor inicial (y¢): concentracidn inicial de microorganismos (log UFC/ml).
e Faselag (A): duracion de la fase lag o de latencia (d).

® Uumax: maxima velocidad de crecimiento (log UFC ml'ld‘l).

e Valor final (yf): concentracion final de microorganismos (log UFC/ml).

Si se pueden estimar todos los pardmetros, el modelo se denomina completo (Figura 3.3a).
Cuando A=0, el modelo es no lag (Figura 3.3b). Si no se logra determinar y; en el tiempo de ensayo,
el modelo se llama no asintético (Figura 3.3c). El modelo es lineal cuando A=0, y a la vez no se

alcanza un valor de yr (Figura 3.3d).
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Figura 3.3. Representacion de los modelos a) completo; b) no lag; ¢) no asintético; d) lineal.

La capacidad de los modelos para predecir con precision el crecimiento de poblaciones
microbianas se evalué mediante el error estindar del modelo (SE) y el coeficiente de determinacién

(R?). El valor R” es la proporcién de variabilidad en los datos experimentales explicada por el

modelo.

3.4 DETERMINACION DE LAS VARIABLES OPERATIVAS PARA LA INCORPORACION

DE LOS LACTOBACILOS EN MANZANAS FRESCAS CORTADAS

3.4.1 Determinacion de la concentracion inicial de lactobacilos

Para encontrar las concentraciones apropiadas de acido citrico (AC) y de acido ascorbico

(AA) que permitan la mayor supervivencia del lactobacilo en estudio y que a la vez eviten el
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pardeamiento enzimdtico de las manzanas cortadas, se utiliz6 la metodologia de superficie de
respuesta aplicando un disefio de Box Behnken (Montgomery, 2004) con 3 factores en 3 niveles (15
experimentos con 2 réplicas en el punto central). Este disefio se desarroll6 in vitro para dos tiempos
de contacto: 30 y 60 min. Las concentraciones de ambos dcidos utilizadas en el disefio se basaron en

trabajos previos realizados con manzanas cortadas (Rodriguez Arzuaga y Piagentini, 2018).

Tabla 3.2. Disefio experimental de Box-Behnken in vitro para determinar la concentracidn inicial de
lactobacilos en solucién para su inclusion en manzanas frescas cortadas.

Variables Independientes Niveles
0,0
Concentracion C
o o AA
de acido ascorbico (% plv) 0,5
1,0
0,0
Concentracionde acido citrico Cac
0,5
(% p/v)
1,0
.. . 7
Concentracion del indculo
. Cin
de lactobacilo
(log 8
UFC/ml)
9

Se propone una funcién matemdtica para la respuesta en funcién de las tres variables independientes

de proceso estudiadas.

Yk =/ (Caa, Cac, Cin)
Donde:
- Yk = C¢ (log UFC/ml) de lactobacilos al final del tiempo de contacto con la solucién
antioxidante.
- Caa = concentracion de acido ascorbico (%, p/v)

- Cac = concentracion de 4cido citrico (%, p/v)
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- Cj, = concentracion inicial o indculo de LP o LR (log UFC/ml)

Se propuso una ecuacién polinomial de segundo orden para modelar la respuesta (Ecuacion 2)

(Montgomery, 2004):
Yi = Bry + Xiz1 B, Xi + Xioq By, X+ Xic1 Xioina Bre; Xi X; (2)

Donde Yk es la respuesta C¢ (log UFC/ml) concentracién de lactobacilos al final del tiempo
de contacto con la solucién antioxidante; Bk son los coeficientes del modelo; y Xi son las variables
independientes (X; = Caa, X2 = Cac y X3 = Cip). Una vez desarrollados los modelos mateméticos
para cada lactobacilo (LP y LR) y tiempo de contacto (30 y 60 min), se determinaron las
concentraciones Optimas de cada uno de los 4cidos y del indculo inicial, que permitieran la mayor

concentracion de lactobacilos sobrevivientes (Cy) a los distintos tiempos de contacto estudiados.

3.4.1.1 Ejecucion del diseio experimental

Los lactobacilos se reactivaron, se centrifugaron (6000 rpm, 5°C, 10 min) y se
resuspendieron segun el disefio experimental (Tabla 3.3). Para cada punto experimental, el indculo
correspondiente (7, 8 0 9 log UFC/ml) se puso en contacto con la solucion de AA y AC especificada
por el disefio. Una vez transcurrido el tiempo de contacto en estudio (30 o 60 min), se llevé a cabo el

recuento en placa en Agar MRS (37 °C, 48 h) de cada lactobacilo.
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Tabla 3.3. Disefio experimental de Box-Behnken para determinar la concentracion inicial de
in6culo (Cj,) y de solucién antioxidante.

Corrida CAA CAC Cin
experimental (% p/v) (% p/v) (log UFC/ml)
1 0,5 0 9
2 0 0 8
3 0,5 0,5 8
4 0,5 0,5 8
5 0 0,5 7
6 1 1 8
7 0,5 0,5 8
8 0,5 1 7
9 0 0,5 9
10 0,5 1 9
11 0,5 7
12 0,5 9
13 0,5 0 7
14 1 0 8
15 0 1 8

3.4.2 Determinacion del tiempo de inmersion y la relacion volumen solucion/peso de la fruta

El tiempo de inmersion de la fruta fresca cortada en la solucion antioxidante que contiene los
lactobacilos, y la relacién volumen de solucién/peso de la fruta fueron definidos mediante el empleo
de un diseno experimental de Box-Behnken de 2 variables en 3 niveles cada una (Tabla 3.4). Los

niveles de las variables fueron establecidos de acuerdo a resultados de ensayos previos.
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Tabla 3.4. Disefio experimental de Box-Behnken para la determinacién del tiempo de inmersion,
relaciéon volumen solucién/ peso fruta.

Variables Independientes Niveles

2
Tiempo de inmersién tinm 6

(min)

10
Relacion 3
vol. de solucién/ R 6.5
peso fruta (L /kg) ’

10

Al igual que en el inciso 3.4.1.1, se propone una ecuacién polinomial de segundo orden
(Ecuacion 3) para modelar las respuestas en funcién de las dos variables independientes de proceso
(Montgomery, 2004) y es la siguiente:

Yo = Bro + i1 BuiXi + X BriiX? + BrXiX;  (3)
Donde:

- Yk = Respuesta

- X =Tiempo de inmersion, ti,, (min)

- X;=Relacion volumen solucion/peso de la fruta, R (L/kg)

- Bx =son los coeficientes del modelo para cada respuesta

Las respuestas evaluadas (Yx) sobre manzanas frescas cortadas tratadas con la solucién

antioxidante (AA 1% p/v—AC 1 % p/v) para diferentes tiempos de inmersion y diferentes relaciones
volumen solucién/peso de la fruta fueron las siguientes:

- pH

- Concentracion del lactobacilo en manzanas frescas cortadas (log UFC/ml)

- Solidos solubles (grados Brix)
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Se utilizé la metodologia de Optimizacién de Respuestas Multiples (Derringer y Suich,
1980), que permite la optimizacién simultdnea de las respuestas estudiadas. De esta manera se
determiné el tiempo de inmersion y la relacién volumen solucién/peso de la fruta 6ptimos que
lograron la mayor concentracién de lactobacilos en la manzana y a la vez, valores de pH y sélidos

solubles compatibles con el producto.

3.4.2.1 Ejecucion del diseio experimental

El ensayo se llevé a cabo con manzanas ‘Granny Smith’, adquiridas en un comercio local.
Las manzanas se mantuvieron en camara refrigerada a 1,5°C hasta el momento de su procesamiento
en el que fueron lavadas, peladas, descorazonadas y cortadas en cubos de 1,5 cm de lado. El
lactobacilo que presentd mayor estabilidad en los ensayos experimentales de la etapa 3.4.1 se
reactivd, se centrifugd (6000 rpm, 5°C, 15 min) y sus células se suspendieron en el volumen
necesario de solucion AC+AA (concentracion de la solucion y del indculo determinadas en 3.4.1),
para cumplir la relacion volumen/peso especificada por el disefio para las distintas corridas
experimentales (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Estudio del efecto combinado tiempo de inmersién — relacién volumen solucién/peso
fruta (R). Disefio experimental de Box-Behnken.

Corrida tinm R
experimental (min) (L/kg)

1 6 6,5
2 2 10
3 6 3
4 10 6,5
5 10 3
6 2 3
7 10 10
8 2 6,5
9 6 6,5
10 6 6,5
11 6 10
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Los cubos se retiraron a los tiempos establecidos por el disefio, se escurrieron y se llevo a
cabo el recuento de lactobacilos y la medicién de pH y de solidos solubles. Un esquema del

procedimiento completo se muestra en la Figura 3.3.

<

pet U

Centrifugacion
Culii 6000 rpm — 5°C-
ivo .
15 min .2
Lactobacilo l solucion
Caldo MRS AC+AA
- _— 1 % p/V
s
v \ 4
solucion AC+AA
1% plv
8 log UFC/ml

11l

2 6 10°

4 3 3

pH - Log UFC/g - S. Sol

Figura 3.3. Esquema de la ejecucién del diseiio experimental para la determinacién de las variables
operativas tiempo de inmersion y relacién volumen solucion/peso fruta.

3.4.3 Analisis estadistico

El andlisis de varianza (ANOVA) permiti6 la interpretacion de los resultados a través del
programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint Technologies, Inc.,
Warrenton, VA, EE.UU.). Este programa permitié ajustar las ecuaciones polinomiales de 2° orden a

los datos experimentales, graficar las superficies predichas a partir de los modelos y realizar la
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optimizacién en los rangos experimentales ensayados. También se utiliz6 para comprobar la

idoneidad de los modelos propuestos.

3.5. ESTUDIO DEL EFECTO DE L. plantarum 998 APLICADO EN MANZANAS FRESCAS
CORTADAS SOBRE LA MICROBIOTA NATIVA DE LA FRUTA Y FRENTE A UNA

CONTAMINACION CON S. Newport ITA S12

En base a los resultados obtenidos de los ensayos descriptos en los incisos 3.2 y 3.3, se
decidi6 trabajar con L. plantarum 998 y evaluar su efecto sobre la microbiota nativa de la fruta.
Ademais, se selecciond S. Newport ITA S12 para estudiar la interaccién in situ entre ambos y el

potencial del lactobacilo como agente bioprotector ante una eventual contaminacion.

3.5.1. Disefio experimental

Manzanas ‘Granny Smith’, procedentes de un comercio local, fueron procesadas como se
detall6 anteriormente (punto 3.4.2.1). Los cubos de manzanas conformaron 3 grandes grupos como
se detalla en Tabla 3.6: materia prima (MP), cubos tratados con solucién antioxidante (C); y cubos
tratados con solucién antioxidante a la que se le incorporé el L. plantarum 998 (LP). A su vez cada
uno de estos grupos se subdividieron en inoculados y sin inocular con S. Newport ITA S12 (SN). El
volumen requerido de soluciéon de AA/AC 1% p/v fue preparado en el momento de su uso de
acuerdo a la relacién volumen/peso de fruta determinado en el punto 3.3.2. Tanto los tratamientos
como las inoculaciones se llevaron a cabo en una cabina de seguridad bioldgica clase II (marca

Biobase, China).
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Tabla 3.6. Resumen de muestras de cubos de manzanas almacenadas a 5°C y a 15°C con sus
respectivos tratamientos.

MUESTRAS S(()i'(;: ‘;ﬁé)c (log I?E?C/ml) (log ISJl:‘C/g)
MP - - -
MP + SN - - 6
C X - -
C+SN X - 6
LP X 8 -
LP + SN X 8 6

MP: materia prima, MP +SN: mat. prima + S. Newport ITA S12, C: control, C + SN: control +
S. Newport, LP: L. plantarum 998, LP+ SN: L. plantarum 998+ S. Newport ITA S12

Los cubos recién cortados que no recibieron tratamiento con la solucién antioxidante (Fig.
3.4), correspondientes a las muestras MP, se dividieron en dos subgrupos: MP y MP+SN. Mientras
que las muestras MP se almacenaron directamente a 5 y 15°C, las muestras MP+SN se inocularon
con 30 ul/cubo de una suspension de S. Newport de concentracion 8 log UFC/ml (para lograr una
concentracion final de 6 log UFC/g en cada cubo aproximadamente) y se dejaron reposar 10 min.
Esta suspension se obtuvo por centrifugacion (6000 rpm, 5°C, 10 min) de un cultivo overnight de la
cepa de S. Newport a 37°C y posterior resuspension en igual volumen de tampén fosfato salino
(PBS). Después del tiempo de reposo, se envasaron y almacenaron a 5 y a 15°C (Fig. 3.4).

Para obtener las muestras C, los cubos se colocaron en una cestilla de acero inoxidable que
se sumergié en una soluciéon de AA/AC 1% p/v en una relaciéon de 1:10 durante 10 min.
Posteriormente, los cubos fueron escurridos sobre una rejilla de acero inoxidable durante 5 min y se
dividieron en dos subgrupos: C y C+SN (inoculacién con S. Newport al igual que Mp+SN) (Fig.

3.4).
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En el caso de las muestras LP, se incorpor6 L. plantarum 998 a la solucion antioxidante de
manera de obtener una concentracién final en solucién de 8 log UFC/ml, de acuerdo a lo
determinado en la etapa 3.3. Brevemente, cultivos overnight de L. plantarum 998 se centrifugaron
(6000 rpm, 5 °C, 10 min), los sobrenadantes fueron descartados y los pellets se resuspendieron en
solucion AC/AA 1% p/v de modo de obtenerse la concentracion final deseada. Una vez
homogeneizada la solucion con el L. plantarum 998, se procedié a la inmersién y escurrido de los
cubos, de igual manera que con el grupo control C. Los cubos escurridos se subdividieron en LP y
LP+SN (inoculados con S. Newport) (Fig. 3.4).

Las muestras de todos los grupos se envasaron en bandejas de tereftalato de polietileno
(PET) con tapa, previamente desinfectadas. Caracteristicas del envase: PET de 0,42 mm de espesor,
270 cm’ de capacidad, con un drea superficial de 0,036 m’ y velocidades de transmision: 29-59
[cm®/m”.dia.atm] para O, (a 23°C y 0% RH) y 12-18 [g/mz.dl’a] para vapor de agua (a 38°C y 90%
RH). En las muestras sin inoculacion con SN se realizaron andlisis microbioldgicos y de atributos de
calidad a tiempo cero y luego de 7 dias de almacenamiento a 5°C y a 15°C, mientras que las
muestras inoculadas con SN se analizaron microbiolégicamente a distintos tiempos, como se

describe a continuacion.
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Figura 3.4. Esquema de los distintos flujos de procesamiento de las manzanas frescas cortadas.

Flechas verdes: muestras MP. Flechas : muestras C. Flechas azules: muestras LP.

3.5.2 Analisis microbiologicos

La influencia de la solucién antioxidante y de la presencia de L. plantarum 998 sobre la
microbiota de las manzanas se evalu6 mediante recuentos de grupos microbianos indicadores al dia
0 y al dia 7 de almacenamiento a 5 y 15°C (muestras MP, C y LP). Se realizaron recuentos de
mohos y levaduras (M y L) en Agar Extracto de Levadura — Glucosa - Cloranfenicol (YGC - 25°C -
3 a 7 dias) y de microorganismos aerobios mesoéfilos totales (AMT) y psicrétrofos (Psic.) en Agar
para Recuento en Placa (PCA, 30°C - 48hs y 7°C - 10 d, respectivamente) tal como se observa en la
Tabla 3.7. Para monitorear la evolucion del lactobacilo y de la bacteria indicadora S. Newport a 5 y

a 15°C (muestras MP+SN, C+SN y LP+SN) se realizaron recuentos en agar MRS y agar XLD,
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respectivamente, como se describi6 en el punto 3.1. Los andlisis se llevaron a cabo a los 0, 2, 4y 7

dias de conservacion tanto a 5°C como a 15°C (Tabla 3.7).

Tabla 3.7 Anélisis microbiol6égicos segin el grupo de muestra analizado a 5°C y a 15°C

Muestras T°C Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 7
MP 5 Tot. / Psic Tot./ Psic
MyL/MRS MyL/MRS
MP 15 XLD XLD
C 5 Tot./ Psic Tot./ Psic
c MyL/MRS MyL/MRS
15 XLD XLD
LP 5 Tot./ Psic Tot./ Psic
MyL/MRS MyL/MRS
LP 15 XLD XLD
MP + SN S MRS MRS MRS MRS
MP + SN 15 XLD XLD XLD XLD
C+SN 5 MRS MRS MRS MRS
C +SN 15 XLD XLD XLD XLD
LP + SN S MRS MRS MRS MRS
LP + SN 5 XLD XLD XLD XLD

3.5.3 Analisis Estadistico

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint Technologies,

Inc., Warrenton, VA, EE.UU.) se utiliz6 para determinar el efecto del tipo de muestra, del tiempo y

la temperatura de almacenamiento sobre los recuentos microbioldgicos a través del analisis de

varianza (ANOVA). Luego, se determinaron diferencias significativas entre las medias a través del

test de rango multiple de Tukey
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3.6 ESTUDIO DEL EFECTO DE L. plantarum 998 APLICADO EN MANZANAS FRESCAS
CORTADAS SOBRE SUS ATRIBUTOS DE CALIDAD

Una de las principales condiciones que deben cumplir los agentes de biopreservacion, es no
afectar las caracteristicas sensoriales y nutricionales del alimento en donde se aplica. Por ello, junto
a las determinaciones microbioldgicas, se llevé a cabo la evaluacién de los principales atributos de
calidad de las muestras de manzanas de los grupos MP, LP y C al dia cero y al dia 7 de
almacenamiento a 5°C y 15°C. Los atributos analizados fueron: pH, sélidos solubles, propiedades
mecdnicas, pardmetros instrumentales de color, contenido de fenoles totales, contenido de vitamina

C, y capacidad antioxidante.

3.6.1 Determinacion de pH y sélidos solubles

La medicién de pH se realiz6 utilizando un pHmetro compacto Twin pH Horiba B-213 y el
contenido de sélidos solubles se analizd con un refractémetro portatil digital PAL-ALFA (Atago,
Tokio, Japén), expresdandose los resultados en °Brix (Fig. 3.5). Ambas mediciones se realizaron por

triplicado para cada muestra.

Figura 3.5 pHmetro y refractometro
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3.6.2 Determinacion de Propiedades Mecanicas

Las propiedades mecdnicas de los cubos de manzanas se evaluaron mediante ensayos de
penetracion. Se utilizé un equipo analizador de textura TA.XT Plus Stable Micro Systems
(Godalming, Surrey, Reino Unido) equipado con una celda de carga de 50 N y con una punta

cilindrica de acero inoxidable de 4 mm de diametro (Fig. 3.6).

Figura 3.6 Texturémetro TA.XT Plus Stable Microsystems con probeta de puncion.

Se evaluaron 10-15 cubos por cada muestra y en cada determinacion, la punta se desplaz6
desde la superficie de cada cubo de manzana hasta una distancia de penetraciéon de 8 mm, a una
velocidad de 1 mm/s, registrandose la fuerza de penetracion durante el desplazamiento de la punta y
obteniéndose asi, la curva Fuerza vs Desplazamiento. A partir de cada curva de penetracién, se
determiné la Fuerza méxima (F). La Fuerza méxima es el valor de la fuerza necesaria para producir
la fractura de la superficie de la fruta que corresponde al punto maximo de la curva. Esta fuerza

corresponde al punto de ruptura de la pulpa (limite de elasticidad) y representa la firmeza.
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3.6.3 Determinacion del color

La evaluacion instrumental del color se realiz6 utilizando un espectrofotémetro Minolta CM
508-d (Konica Minolta Inc., Ramsey, NJ, EEUU) en las siguientes condiciones: iluminante D65,
dngulo del observador 10°, componente especular excluido (SCE), evaludndose los pardmetros
CIELab y sus indices derivados: dngulo de tono (h,,) y croma (Cy,*). La luminosidad varia de
L*=100: blanco; a L*=0: negro; el pardmetro a* indica el grado de componente rojo o verde (a*>0:
rojo; a*<0: verde) y b* determina el grado de componente amarillo o azul (b*>0: amarillo b*<0:
azul) (Fig. 3.7). Por su parte Cpp* (croma) y hy, (dngulo de tono) son definidos a partir de a* y b*
donde C* = (3*2 + b*z)o.s y hyy = arctg (b*/a*) (0°: rojo; 90° amarillo; 180°: verde; 270°: azul)
(Piagentini y Pirovani, 2017). El procedimiento se realizo sobre la superficie de dos lados opuestos

de 10 cubos por cada muestra.

L*=0 negro

Figura 3.7 Representacion grafica de los espacios de color CIE Lab y CIE LC,phyp.
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3.6.4 Determinacion de fenoles totales, capacidad antioxidante y contenido de vitamina C
Proceso de Extraccion

La extraccion se realizé de acuerdo a Villamil-Galindo y col. (2020), modificada para las
muestras estudiadas. Se pesaron 10 g de muestra molida y se adicioné 12,5 ml de solucién
extractante SE (metanol: agua en una relacién de 80:20, y 0,5% de &4cido acético), se agité con
vortex por aproximadamente 30 s, y luego se llevé al ultrasonido a por 15 min. Posteriormente, se
centrifugé a 12000g a 4°C por 20 min (Heal Force modelo Nefuge 18R), se separ6 el sobrenadante y
se reservo en un matraz de 25 ml. El residuo sélido se resuspendi6 con 12,5 ml de SE y se repiti6 el
proceso anteriormente descripto. Finalmente, se complet6 el volumen de los extractos con SE hasta
los 25 ml, se filtr6 con filtros de jeringas de 20um y se almacend a -20°C hasta la realizacion del

analisis.

Determinacion del contenido de Fenoles Totales (CFT)

La determinacién del contenido de Fenoles Totales, se realizo a través del método de Folin-
Ciocalteau (F-C) de acuerdo a Rodriguez-Arzuaga y col. (2016). En tubos Falcon de 15 ml de
capacidad se coloc6 un volumen predeterminado (de 0,05 a 0,25 ml dependiendo de la
concentracion estimada de polifenoles en la muestra) de extracto de manzana, 0,25 ml de reactivo de
F-C modificado, 0,5 ml de solucién de Na,CO3 10%, y el volumen de agua destilada necesario para
completar un volumen total de 5 ml. Los tubos se agitaron en un vértex V1 plus BOECO, se
centrifugaron durante 15 min y se dejaron reaccionar durante otros 15 min. Posteriormente se midi6
la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro Genesis 5 (Milton Roy, Ivyland, EE.UU). Dado
que algunas de las muestras presentaban alto contenido de vitamina C y este método experimenta
interferencias debido a la presencia de 4cido ascdrbico, entre otras sustancias, se realizd una

correccion de las medidas por la interferencia de la vitamina C de acuerdo a Cortez y col. (2018).
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Finalmente, los resultados se expresaron en miligramos de dcido gilico equivalente (AGE) por Kg

de fruta.

Determinacion de la capacidad antioxidante (CAO)

La capacidad antioxidante se determind por el método del radical libre DPPH, el cual reduce
el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH*) a la 2,2-difenil-1-pricril hidrazina por la accién
antioxidante de compuestos que contienen grupos -OH que decoloran dicho reactivo. La
disminucién de la absorbancia de una solucién metandlica de DPPH* de 30 mg/l a 517 nm en
presencia del extracto de cada muestra fue medida, después de 30 min de reaccion, de acuerdo a
Rodriguez-Arzuaga y Piagentini (2018). Se expresé como capacidad antioxidante equivalente al

acido ascorbico (AEAC, mg/Kg).

Determinacion del contenido de vitamina C

El 4cido L-ascérbico (AA), la principal forma bioldégicamente activa de la vitamina C, es
oxidado reversiblemente a 4cido L-dehidroascérbico (ADHA). Esta dltima forma también exhibe
actividad bioldgica. Por lo tanto, la vitamina C, como el dcido ascérbico total (AAT) en las frutas,
puede asumirse igual a la suma de los contenidos de AA y ADHA (Van de Velde y col., 2012).

La determinacion de vitamina C se realizé de acuerdo a Cortéz y col. (2018). Se realiz6 la
extraccion de 6,25 g de muestra molida con 12,5 ml de solucién extractante de 4cido metafosférico
(30 g/1) y acido acético (80 g/l), y se homogeneizaron durante 1 min con vértex. Posteriormente, la
mezcla se sonico en bafio con ultrasonido TESTLAB (15 min) y se centrifugé a 12000g durante 20
min a 4°C. El sobrenadante se usé para la determinacion, de dcido ascérbico total haciendo
reaccionar 2 mL de cada extracto con 0,5 mL de solucién de DL-ditiotreitol (DTT: 5g/L, preparado

en fosfato de potasio dibdsico, K;HPO4 2,58M), durante 2 h en la oscuridad. Las muestras se
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diluyeron con fase mévil de acuerdo a la concentracion de vitamina C presente, se homogeneizaron
y se filtraron con una membrana Millipore de 45um, para inyectar en HPLC (Shimadzu LC-20AT,
USA). La fase movil consiste en una solucion buffer 0,03 mol/l de acetato de sodio / acido acético
pH 5.8 (95%), metanol (5%). El equipo de cromatografia liquida posee un detector de arreglo de
diodo SPD-M20A y esta equipado con una columna de fase reversa Gemini Spu C18/110A unida a
un guarda-columna (Phenomenex Inc., CA. EE.UU.). Las muestras se inyectaron en forma manual y
se trabaj6 bajo condiciones isocréticas y a temperatura ambiente. La velocidad de flujo fue de 1,15

ml/min y las mediciones se hicieron a 265 nm. Los resultados se expresaron en mg AA/ Kg Fruta.

3.6.5 Analisis estadistico

El programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XV 15.02.06 (StatPoint Technologies,
Inc., Warrenton, VA, EE.UU.) se utiliz6é para determinar el efecto del tipo de muestra, del tiempo y
la temperatura de almacenamiento sobre los atributos de calidad determinados durante el ensayo de
almacenamiento de manzanas frescas cortadas a través del anélisis de varianza (ANOVA). Luego, se

determinaron diferencias significativas entre las medias a través del test de rango multiple de Tukey
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRUEBAS DE ANTAGONISMO BACTERIANO

La capacidad antagonista de Lactiplantibacillus plantarum 998 (LP) y de Lacticaseibacillus
rhamnosus 64 (LR) frente a Escherichia coli ATCC 25922 (EC), Listeria monocytogenes ATCC
15313 (LM) y Salmonella Newport ITA S12 (SN) se evalué mediante el método de la doble capa de
agar y también, utilizando los sobrenadantes libres de células de ambos lactobacilos, a través de la
prueba por difusion en agar.

Tanto LP como LR inhibieron el desarrollo de todas las cepas indicadoras en el ensayo de la
doble capa de agar (Fig 4.1). Los diametros de inhibicion de crecimiento oscilaron entre 19,2 mm y
28 mm. No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en la comparacion de los dos
lactobacilos frente a la misma cepa indicadora, ni en la inhibicién de cada lactobacilo frente a las 3
cepas indicadoras (Tabla 4.1). De manera similar y con ligeras variaciones en los métodos, varios
estudios (Dobreva y col., 2020; Chen y col., 2022; Joshi 2022 entre otros) han demostrado que cepas
de L. plantarum y de L. rhamnosus tuvieron actividad antagonista frente a distintas cepas de las
bacterias indicadoras empleadas en este estudio, en grado variable, ya que esta propiedad depende
tanto de la cepa del lactobacilo como de la cepa indicadora a la que se enfrente (Dinev y col., 2017;

Samanje y Kilic, 2020).
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Figura 4.1. Prueba de antagonismo microbiano (doble capa) de (A) L. plantarum 998 (LP) y de (B) L.
rhamnosus 64 (LR) frente a (1) E. coli ATCC 25922, (2) L. monocytogenes ATCC 15313 y (3) Salmonella
Newport ITA S12.

Tabla 4.1. Actividad antagonista de L. plantarum 998 y L. rhamnosus 64 frente a las cepas
indicadoras utilizando el método de la doble capa de agar.

Halo de Inhibicion (mm) *

Cepas indicadoras

L. plantarum 998 L. rhamnosus 64
E. coli ATCC 25922 23,0£2,9aA 25,3 +3,1 aA
L. monocytogenes ATCC 15313 19,2 + 5,8 aA 25,5+2.2aA
Salmonella Newport ITA S12 26,5 +2,7 aA 28,0 £0,8 aA

(*) Diametros de inhibicion (promedio £ SD en mm; n > 4). Letras mintsculas y mayusculas distintas indican
diferencias significativas (p<0,05) entre cepas indicadoras y lactobacilos, respectivamente.
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En la prueba por difusién en agar, sélo se observd actividad antagonista para los SLC no
neutralizados (Fig. 4.2 y Tabla 4.2). Esto sefalaria que dicha actividad se deberia principalmente a

la produccién de compuestos dcidos por parte de los lactobacilos.

Figura 4.2 Prueba de difusion en pozos de los sobrenadantes libres de células con pH neutralizado (N) y sin
neutralizar (A) de las cepas de L. plantarum 998 (Lr), L. rhamnosus 64 (Lp) y Lacticaseibacillus rhamnosus
GG (LGG — no interviene en este estudio) frente a E. coli ATCC 25922 y a Salmonella Newport ITA S12.

Tabla 4.2 Actividad antagonista de los SLC sin neutralizar de L. plantarum 998 y L. rhamnosus 64
frente a bacterias indicadoras utilizando el método de difusion en agar (didmetro de los pozos: 6
mm).

Halo de Inhibicion total (mm) *

Cepas indicadoras

L. plantarum 998 L. rhamnosus 64
E. coli ATCC 25922 9,940,9 aA 9,4+0,4 aA
L. monocytogenes ATCC 15313" 16,3 +3,3 17,7 +£0,5
Salmonella Newport ITA S12 10,5+ 0,9 Aa 8,8+0,1 aB

(*) Promedio de los diametros de inhibicion (n>3, en mm) = Desviacion Estandar. Letras minusculas y
mayusculas distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre cepas indicadoras y lactobacilos,
respectivamente.

(**) No presento inhibicién total del crecimiento.
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Zhang y col. (2020) asi como otros autores (Arena y col. 2016, Arrioja-Breton y col. 2020,
Chen y col 2022) encontraron que un gran nimero de cepas de lactobacilos (entre ellos L. plantarum
y L. rhamnosus), aisladas de distintas fuentes o procesos alimentarios, inhibieron el crecimiento de
bacterias productoras de ETA en la pruebas doble capa o con los SLC sin modificar pero no
observaron dicha inhibicién cuando se utilizaron los SLC cuyos pH fueron neutralizados. Existen
varios mecanismos que pueden explicar la actividad antimicrobiana de las BAL y de los lactobacilos
en particular. Estos son la produccion de bacteriocinas; la de dcidos orgénicos, la de otras sustancias
inhibidoras como etanol, diéxido de carbono, peréxido de hidrégeno; y la competencia por los
nutrientes (Ibrahim y col., 2021; Wang y col., 2021). La ausencia de un efecto antibacteriano
causado por sustancias peptidicas no implica necesariamente que las cepas analizadas sean
incapaces de producir bacteriocinas, s6lo que las bacterias indicadoras ensayadas no son sensibles a
ellas (Samanje y Kilic, 2020). Se ha establecido que las bacterias gramnegativas son intrinsecamente
resistentes a las bacteriocinas producidas por las BAL debido a la presencia de la membrana externa,
que constituye una barrera fisica para el paso y union de bacteriocinas (Pehrson y col., 2015). En
consecuencia, una desestabilizacion de la membrana externa podria permitir que las bacteriocinas
ingresen a las células y eventualmente ejerzan su accion inhibitoria. Se ha comprobado que el 4cido
lactico actia como un permeabilizador de la membrana externa de las bacterias Gram negativas,
aumentando asi su susceptibilidad a los antimicrobianos (incluidas las bacteriocinas) (Alakomi y
col., 2000).

Cuando en la prueba de difusioén en agar se utilizaron SLC sin modificacién de su pH, se
observé inhibicion total del crecimiento con ambos lactobacilos, tanto en el caso de EC como en el
de SN. Asimismo, LM present6 sélo inhibicién parcial (menor densidad del césped bacteriano). No
existieron diferencias significativas en los didmetros de EC al comparar la accién antagonista de los

dos lactobacilos pero si las hubo en el caso de SN, siendo LP quien indujo mayor inhibicién. A la
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vez, LR y LP inhibieron parcialmente a LM de modo similar. En general podria decirse que existi6
concordancia entre los resultados del método de la doble capa y el de difusién en agar para EC y SN
con los dos lactobacilos. En el caso de LM, en el método de difusién en agar no se observé un halo
de inhibicién total que si se observo en el método de la doble capa. En los dos casos existe una
exposicion a los compuestos dcidos producidos por los lactobacilos pero en el caso del método de la
doble capa, dichos compuestos podrian estar en mayor concentracién en el entorno y en la colonia
del lactobacilo en estudio, como para producir un halo de inhibicion total de LM. Varios estudios
demuestran la mayor sensibilidad de L. monocytogenes a la accion antagonista de las BAL con
respecto a bacterias patdgenas Gram negativas (Oldak y col. 2017, Valente y col. 2019, Sadeghi y
col. 2022). Sin embargo otros estudios, como el de Martin y col. (2022), destaca que la actividad
metabolica de algunas cepas de L. monocytogenes puede no verse afectada por los compuestos
antimicrobianos producidos por las BAL (bacteriocinas, dcidos organicos, incluidos los acidos
lactico y acético) debido a su tolerancia al dcido y a la sintesis de enzimas proteoliticas. Podria
pensarse en este caso una situaciéon en donde LM no seria resistente a la accidn antagonista de los
lactobacilos pero si requeriria una mayor concentracion de compuestos dcidos antibacterianos en los

SLC como para que su crecimiento se vea inhibido por completo en el método de difusion en agar.
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4.2 ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION DE LAS BACTERIAS

INDICADORAS FRENTE A LOS LACTOBACILOS EN COCULTIVO

Cultivos mixtos o cocultivos (lactobacilo + bacteria indicadora) fueron almacenados a una
temperatura normal de refrigeracion (5°C) y a dos temperaturas de abuso (10 y 15°C) durante 10
dias al igual que los cultivos control o monocepa tanto de las bacterias indicadoras como de los
lactobacilos. El ensayo se realiz6 con todas las bacterias indicadoras, ya que todas fueron inhibidas

en su crecimiento por ambos lactobacilos de acuerdo a los resultados presentados en la seccion 4.1.

4.2.1 Ensayos preliminares

Los ensayos preliminares tuvieron como objetivo seleccionar el medio de cultivo adecuado
para el desarrollo de los cocultivos y cultivos controles asi como evaluar la selectividad de los
medios agarizados a utilizarse en los recuentos de cada una de las cepas indicadoras. Los resultados
indicaron que no existieron diferencias significativas (p>0,05) entre los recuentos correspondientes a
los dos caldos examinados (MRS y TS) para cada cepa indicadora (Tabla 4.3). Se opt6 entonces por
trabajar con caldo MRS ya que soporta el crecimiento de los lactobacilos y de las cepas indicadoras.
Ademads, como se visualiza en la Figura 4.3, cada agar selectivo usado para la determinacion de las
bacterias indicadoras inhibi6 el crecimiento de LP y LR. Esto permitié garantizar que al analizar los
cocultivos se contaran, en cada agar selectivo, s6lo las colonias de las cepas indicadoras y no las de
los lactobacilos. Reciprocamente, también se comprobd que las bacterias indicadoras no formaron

colonias visibles en agar MRS durante el periodo de incubacién de los lactobacilos.
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Tabla 4.3 Recuentos de bacterias indicadoras en sus medios selectivos agarizados para la
comparacion de crecimiento en Caldo Triptona Soya (TS) y Caldo Man Rogosa Sharpe (MRS).

Bacterias Indicadoras

. E. coli L. monocytogenes S. Newport
Caldode cultivo 1 95922 ATCC 15313 ITA S12
Agar EMB Agar Oxford Modificado Agar XLD
(log UFC/ml) (log UFC/ml) (log UFC/ml)
Caldo MRS 8,9+0,05a 84+0,1a 8,6 £0,15a
Caldo TS 8,7+02a 8,0+£0,1a 8,6 £0,1a

Letras distintas en la misma columna, indican diferencias significativas (p<0,05) entre medios de cultivo

Figura 4.3. Estriado de las cepas indicadoras, de L. rhamnosus 64 (LR) y de L. plantarum 998 (LR) en los
medios selectivos de recuento. (A) E. coli ATCC 25922, Agar EMB; (B) L. monocytogenes ATCC 15313,
Agar Oxford Modificado y (C) S. Newport, Agar XLD.

4.2.2 Modelado y obtencion de los parametros cinéticos

El modelo de Baranyi y Roberts describié satisfactoriamente los conjuntos de datos
experimentales de las curvas obtenidas correspondientes a cocultivos y cultivos controles. Los
valores experimentales correspondientes al crecimiento o inactivacion (segun el caso) presentaron
comportamiento sigmoide y los pardmetros del modelo se estimaron mediante regresion no lineal

utilizando el programa de ajuste de curvas DMfit (https://www.combase.cc/index.php/en/). La
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bondad de ajuste se evalué mediante el error estindar (SE), el andlisis de los residuos y el

coeficiente de determinacion (Rz).

Los modelos obtenidos tuvieron un SE medio de 0,08 (minimo 0,04 y méaximo 0,18) a 5°C
(Tabla 4.4), un SE medio de 0,15 (minimo 0,03 y médximo 0,3) a 10°C (Tabla 4.5), y un SE medio
de 0,20 (minimo 0,11 y maximo 0,44) a 15 °C (Tabla 4.6). Los R? mostraron que hubo un mayor
ajuste de las curvas experimentales obtenidas a 10 y 15° C donde los valores promedio fueron
superiores a 0,9 mientras que a 5°C el valor promedio de los R? resulté de 0,72. Esto se correlaciona
con el hecho de que a 5°C se observo escasa variacion de los datos experimentales en funcion del
tiempo para todas las cepas estudiadas, como se analiza mdas adelante. Los pardmetros cinéticos
estimados junto a su desviacion estandar, tasa o velocidad méxima de crecimiento (umax), tasa o
velocidad médxima de inactivacion (-umax), fase de latencia (lag), logaritmo de la concentracion
inicial de microorganismos (log No) y logaritmo de la concentracion final de microorganismos (log
Nf) se presentan en las Tablas 4.4, 4.5 y 4.6 para 5°C, 10°C y 15°C, respectivamente. Las curvas de
pH de cada cocultivo y cultivo control, si bien no fueron modeladas, pueden observarse en las

mismas graficas de los datos experimentales de recuento, para cada temperatura.

4.2.3 Interacciones durante el almacenamiento a 5°C

-E. coli ATCC 25922

En los cocultivos con LP y con LR, EC decrecié lentamente desde el dia O (modelo no lag)
mientras que en su cultivo control decrecié 6,7 veces mas rapido después de una fase lag de casi 3
dias, para finalmente alcanzar fase estacionaria alrededor del dia 6, ajustidndose asi a un modelo
completo (Tabla 4.4, Figuras 4.4 y 4.5). El descenso con respecto a la carga inicial (Tabla 4.4) fue

superior para el control (1,4 log UFC/ml) que en cocultivo con LP (0,5 log UFC/ml) o con LR (0,8
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log UFC/ml). Esto difiere de lo referido por Aguilar y Klotz (2010) para la cepa de E. coli ECO25
en cocultivos individuales con dos cepas de L. plantarum (LB279 y WS4174), en donde los
pardmetros cinéticos para el control y en cocultivo no presentaron diferencias. Sin embargo, el
estudio de Aguilar y Klotz se realiz6 con indculos iniciales de 2-3 log UFC/ml para ambas bacterias
tanto en cocultivo como en cultivo control. Respecto al comportamiento de los lactobacilos en
cocultivo con EC, LP mostré una fase lag prolongada de casi 8 dias para luego decrecer lentamente
hacia el final del almacenamiento, mientras que los datos experimentales de LR se ajustaron a un
modelo lineal sin experimentar variaciones durante el todo el ensayo (Tabla 4.4, Figuras 4.4 y 4.5).
Los controles respectivos presentaron comportamientos similares a los cocultivos correspondientes:
LP no modific6 practicamente su carga inicial dando lugar a un modelo lineal y LR elevo levemente
sus recuentos para dar lugar a un modelo no lag (Tabla 4.4). En cuanto a la evolucién del pH, ni la
curva del cultivo control de la bacteria indicadora, ni la de los cocultivos asi como las de control de
ambos lactobacilos tuvieron alguna variacidon que superara la unidad de pH (Fig. 4.4 y 4.5). Esto
reflejo lo ocurrido con las curvas de recuento respectivas a consecuencia de la baja temperatura de
almacenamiento que incidié ralentizando la actividad metabdlica de estas cepas bacterianas

mesofilas.
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Tabla 4.4. Pardmetros cinéticos estimados del modelo de Baranyi y Roberts para el ajuste de la
evolucion de los recuentos de los cultivos control y cocultivos conservados a 5°C durante 10 dias.

T

Parametros cinéticos del modelo

pmax

Mo o Cultivo 1 p log No log Nf 2 SE Modelo Baranyi-
O (log Uif;' ml™. lag (dias) (UFC/ml) (UFC/ml) R Modelo Roberts
2963 + 3744+
EC 5 Control -0.429 +0.176 0.872 5.118+0.111 0111 0.928 0.182 completo
Cocultivo 4.69 +
P 10.064 +0.012 5.255 +0.052 o107 0874 0078 no lag
CO‘:L‘II;UVO -0.080 £0.011 5.121 +£0.048 4'3‘;7; 0932 0072 no lag
LP 5 Control 20.011 = 0.004 8.136 + 0.0255 0572 0.034 Lineal
C"%lé“"o -0.086 +0.059 75;;; 7.451 +0.031 7(')‘.‘3271' 0444 0067 no asintdtico
Coi‘ﬁ‘vo -0.065 +0.021 O;é?f 6.94 +0.107 0822  0.109 no asintdtico
Cocultivo 7.147 +
SN 0.171 £0.068 7.430 £ 0.047 0007 0.865  0.047 no lag
LR 5 Control 0.065 % 0.044 6.95 + 0.060 7(')13;51' 0590  0.060 no lag
Cocg‘é“"o 0.031 £0.011 6.805 = 0.064 0.564  0.095 Lineal
Cocultivo 6.228 +
M 20.117 £0.042 6.826 +0.103 0065 0.820  0.111 no lag
COCS“;;‘VO 0.046 % 0.023 l;;ff 7.294 +0.085 0.647  0.104 no asintdtico
4437 =
IM 5 Control 0.190 % 0.024 3.886 +0.033 018 0970  0.036 no lag
Cocultivo 3.715 +
P 0.174 £0.112 4.006 % 0.08 0034 0.589  0.080 no lag
Cocultivo 3.698 +
R -0.031 £0.009 3.932 +0.0267 0031 0.848  0.038 no lag
4548 +
SN 5 Control -0.066 +0.017 4.879 +0.031 o3 0929  0.037 no lag
Cocultivo 4537 +
P -0.068 + 0.030 4.831 +0.055 o038 0749  0.066 no lag
Cocultivo 4.524 +
R 0.169 + 0.084 4.867 +0.079 ot 0.691  0.083 no lag

Mo: microorganismo, pmax: tasa o velocidad maxima de crecimiento,- pmax: tasa o velocidad maxima de
inactivacion, lag: fase de latencia, log No: log de la concentracién inicial de microorganismos, log Nf: log de la

concentracién final de microorganismos, R*: coeficiente de determinacién, SE Modelo: error estandar del ajuste del
modelo.
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Figura 4.4 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de E. coli
ATCC 25922 en cultivo control (EC) y en cocultivo con L. plantarum 998 (EC — LP) y de L.
plantarum 998 en cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — EC) a 5° C. Curva de pH del cocultivo y
de los cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.5 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de E. coli
ATCC 25922 en cultivo puro (EC) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (EC — LR) y de L. rhamnosus
64 en cultivo puro (LR) y en cocultivo (LR — EC) a 5° C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos
controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

-Salmonella Newport ITA S12

Las evoluciones de los recuentos de SN en cocultivo con LP y con LR no difirieron de la de
su cultivo control (Figuras 4.6 y 4.7), con velocidades de inactivacion practicamente iguales (Tabla
4.4). Las tres curvas experimentales se ajustaron a modelos no lag que en definitiva reflejaron la
escasa variacion de los recuentos de SN en las tres condiciones de cultivo (Tabla 4.4). En
concordancia con esto, una poblacion de Salmonella Enteritidis se mantuvo estable durante una
incubacion de 5 dias a 5°C sin presentar diferencias significativas entre el control y los cocultivos

con dos BAL: Leuconostoc sp. LL R15 y Pediococcus sp. LL R106 (Ortiz y col. 2014). Los datos
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experimentales en cocultivo con SN, mostraron que LR, tras una fase lag de casi 2 dias desarrollo
una tasa de crecimiento similar a su control. En el caso de LP, experimenté un descenso de s6lo 0,3
log UFC/ml en comparacién con el modelo lineal del control (Fig. 4.6 y 4.7, Tabla 4.4). Las curvas
de pH de los cocultivos con SN, asi como la de la bacteria indicadora mostraron poca variaciéon en
funcion del tiempo y como en el caso de EC, nunca superaron la unidad. No obstante a diferencia de

lo ocurrido con EC, los pH finales en la experiencia con SN se situaron todos por debajo de 6.
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Figura 4.6 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de S.
Newport ITA S12 en cultivo control (SN) y en cocultivo con L. plantarum 998 (SN — LP) y de L.
plantarum 998 en cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — SN) a 5° C. Curva de pH del cocultivo y
de los cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.7 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de S.
Newport ITA S12 en cultivo puro (SN) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (SN — LR) y de L.
rhamnosus 64 en cultivo puro (LR) y en cocultivo (LR — SN) a 5° C. Curva de pH del cocultivo y de
los cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

-L. monocytogenes ATCC 15313

Por su condicion de psicrotrofa, a diferencia de las demds bacterias indicadoras, LM creci6
en el cultivo control desde el dia cero hasta el dia 4 y se mantuvo en fase estacionaria hasta el final
del almacenamiento. En cocultivo con ambos lactobacilos fue inactivindose con una velocidad
cinco veces mayor en presencia de LP que en cocultivo con LR (Figuras 4.8 y 4.9, Tabla 4.4). Un
comportamiento similar fue observado por Correia Peres Costa y col. (2020) a 4°C para una cepa de
L monocytogenes que disminuyd su tasa de crecimiento (respecto a su control) enfrentada en
cocultivo con L. sakei L115 (Ortiz y col. 2014). Bajo condiciones experimentales similares, L.

monocytogenes LMO26 y L. monocytogenes ATCC 7644 crecieron moderadamente en sus cultivos
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controles mientras que frente a L. plantarum WS4174 y Leuconostoc sp. LLR 15 (perteneciente a la
familia de las BAL) mantuvieron su poblacion inicial practicamente sin cambios durante su
almacenamiento a 5°C (Aguilar y Klotz 2010). LP en cocultivo con LM, decrecié levemente con
respecto a su cultivo control de modelo lineal. Por su parte, LR pasé de un lento crecimiento en
cultivo control a una lenta disminucién en sus conteos en presencia de LM (Figuras 4.8 y 4.9, Tabla
4.4). Los maximos descensos de pH de ambos cocultivos con LM fueron de igual magnitud (0,7),
ocurriendo al dia 10 con LP y al dia 9 con LR. A su vez, este descenso fue igualado por el cultivo
control de LM al dia 10 y result6 superior a los experimentados por los cultivos controles de ambos

lactobacilos (Figuras 4.8 y 4.9).
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Figura 4.8 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de L.
monocytogenes ATCC 15313 en cultivo control (LM) y en cocultivo con L. plantarum 998 (LM —
LP) y de L. plantarum 998 en cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — LM) a 5° C. Curva de pH del
cocultivo y de los cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el
modelo.
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Figura 4.9 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de L.
monocytogenes ATCC 15313en cultivo puro (LM) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (LM — LR) y
de L. rhamnosus 64 en cultivo puro (LR) y en cocultivo (LR —LM) a 5° C. Curva de pH del cocultivo
y de los cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

Conclusiones parciales de las interacciones a 5°C

El factor determinante para la supervivencia de las distintas especies bacterianas, en su
mayoria mesofilas, fue la temperatura de almacenamiento. En todos los cultivos controles y en los
cocultivos, las cinéticas de inactivacién o crecimiento promediaron velocidades de 0,1 log UFC ml™
d’, salvo para el control de LM que resulté superior. Esta situacién podria relacionarse a un mayor
consumo de energia debido al trabajo adicional realizado en condiciones de estrés y a la sintesis de

proteinas de choque de frio que disminuyen el rendimiento méaximo de crecimiento (Horn y col.,
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2007). Esta escasa variacion en las distintas poblaciones bacterianas tuvo su correlato en las curvas
de pH, las cuales tampoco experimentaron variaciones notables en funcién del tiempo.

La presencia de ambos lactobacilos en los cocultivos de EC y SN, no modificé la tendencia
de los cultivos controles respectivos. En el caso de LM, se destac6 el cambio de una cinética de
crecimiento desarrollada en el cultivo control (por su condicién de psicrétrofa) a una cinética de

inactivacién en cocultivo tanto con LR como con LP.

4.2.4 Interacciones durante el almacenamiento a 10°C

-E. coli ATCC 25922

Para EC en cultivo control, el aumento de la temperatura de almacenamiento significo el
desplazamiento desde una cinética de decrecimiento a una de crecimiento que se ajusté a un modelo
completo, con el desarrollo de todas sus fases (Tabla 4.5 y Fig. 4.10). En cocultivo con LP, EC se
mantuvo en fase lag durante 5 dias y luego fue decreciendo gradualmente hasta no detectarse en el
ultimo dia de ensayo. Por su parte, el cultivo control de LP desarrollé una cinética de crecimiento
con una fase lag de 3 dias, en contraposicion a la de inactivacion desarrollada a 5°C. En presencia de
EC, LP creci6 desde el inicio a una velocidad 8 veces mayor que su control (Fig. 4.10 y Tabla 4.5).
Se observa también que LP en cocultivo con EC, entra en fase estacionaria en torno al dia 3, y poco
después, EC inicia su fase de inactivacion. Frente a LR, EC mantuvo una fase lag de 7 dias y
posteriormente disminuy6 sus conteos para terminar cerca del limite de deteccion (1,96 log UFC/ml)
(Fig. 4.11 y Tabla 4.5). LR en cultivo control y en cocultivo con EC present6 tasas de crecimiento
similares entre si (u = 0,156 log UFC mlI" d'y p = 0,163 log UFC ml" d”' respectivamente), e
inferiores a la de LP en cocultivo con EC (0.811 log UFC ml™ d). Esto podria explicar la mayor

extension de la fase de latencia de EC previa a su inactivacién en cocultivo con LR (7 dias) frente a
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la desarrollada en cocultivo con LP (5 dias) que culminé con la no deteccién de la bacteria
indicadora (Fig. 4.10 y 4.11). Con respecto al pH, las curvas de los cocultivos alcanzaron valores
mds bajos (pH final EC-LP: 3,0 y pH final EC-LR: 3,3) que en el control de EC (pH final: 5,0) y que
en los controles de ambos lactobacilos (pH final LP: 4,3 y pH final LR: 4,7) (Fig. 4.10 y 4.11). Esto
significé descensos de pH de 3,2 unidades en el cocultivo con EC-LP en coincidencia con la no
deteccion de EC y de 2,9 para el caso del cocultivo EC-LR donde EC se mantuvo viable hasta el
final del periodo de conservacion (Fig. 4.10 y 4.11).

Tabla 4.5. Pardmetros cinéticos estimados del modelo de Baranyi y Roberts para el ajuste de la

evolucion de los recuentos de los cultivos control y cocultivos conservados a 10°C durante 10 dias.
Parametros cinéticos del modelo

T pmax

M It A -
oco T amUre G Gl Grom) ® veddo R
EC 10 CultivoC 1(')2.3678* %ﬁ%;—' 467.861 . 738;; 0997  0.065 Completo
COCL“I?VO '16%693; 762,11§5i 4382; 0978 0.140 No asintético
LP 10 CultivoC 0&3;‘; Zb?ggéi 8&3;; 0985  0.041 No asintdtico
COCL"I\]/?VO 0(')5. fléoi 7(')1;’;; Z)'%éj 0974 0.111 No asintético
coton 035 BT o o
LR 10  CulivoC Obl.g;; 63‘1‘35 78‘32; 0826  0.102 No lag
Cocé’é‘iv" 0(')18;7i 6(')7.17596* 0.856  0.240 Lineal
COCL"I\]/?VO 0(')3.52; 4{’3;’; 6(')?;‘3; 0956  0.154 No asintético
T R
LM 10  CultivoC Ob‘fgggi 3(')%9559; 4(')(.)1225 0960  0.283 No asintético
o TR BT T o
ot OLTERE S o o o
SN 10 CulivoC 0(')??799* 2(')5:3; 4(')6.1725 7(')5'17;‘; 0972 0218 Completo

pmax: tasa o velocidad maxima de crecimiento,- pmax: tasa o velocidad méaxima de inactivacién, lag: fase de latencia,
log No: log de la concentracién inicial de microorganismos , log Nf: log de la concentracién final de microorganismos,
R?: coeficiente de determinacién, SE Modelo: error estiandar del ajuste del modelo, (*) log Nf (UFC/ml) = 1,
corresponde a no deteccion.
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Figura 4.10 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de E. coli
ATCC 25922 en cultivo control (EC) y en cocultivo con L. plantarum 998 (EC — LP) y de L.
plantarum 998 en cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — EC) a 10° C. Curva de pH del cocultivo y
de los cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.11 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de E. coli ATCC
25922 en cultivo puro (EC) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (EC — LR) y de L. rhamnosus 64 en cultivo
puro (LR) y en cocultivo (LR — EC) a 10°C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos controles
respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

-Salmonella Newport ITA S12

Los datos experimentales de SN en cultivo control se ajustaron a un modelo completo de
crecimiento (umax = 0,809 log UFC ml" d), a diferencia del lento decrecimiento experimentado a
5° C (umax = -0,066 log UFC ml™! d']) (Tabla 4.5). SN en cocultivo con LP, experimentd una fase
de latencia de 4 dias para después disminuir sus recuentos aceleradamente (-3,015 log UFC ml™".d™)
y finalmente dejar de detectarse al dia 7. Entre el dia 4 y el dia 5, LP detuvo su crecimiento para
entrar en fase estacionaria coincidiendo con el inicio de la inactivacion de SN (Tabla 4.5 y Fig.

4.12). Con respecto a su control, LP en cocultivo triplic la velocidad de crecimiento. SN en
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cocultivo con LR, mostr6 un descenso mds gradual que con LP ya que su tasa de inactivacion
result6 6 veces menor (Tabla 4.5 y Fig.4.12 y 4.13). Hacia el final del almacenamiento, los
recuentos de SN en cocultivo con LR promediaron muy cerca del limite de deteccién (1,88 log
UFC/ml). Por su parte, el control de LR desarroll6 un modelo no lag con una velocidad de
crecimiento casi 3 veces menor que en cocultivo con SN, donde se ajusté a un modelo completo y
en torno al dia 3 entr6 en fase estacionaria hasta el final del almacenamiento (Tabla 4.5 y Fig. 4.13).
También aqui, la fase estacionaria del lactobacilo (dia 3) se produjo muy cercana al inicio de la
inactivacién de la bacteria indicadora (dia 4). A diferencia de lo ocurrido a 5°C, las curvas
experimentales de pH mostraron un descenso continuo, siendo las correspondientes a los dos
cocultivos donde se registraron las mayores disminuciones hacia el final del almacenamiento; en
coincidencia con la no deteccion de la bacteria indicadora (ASN-LP: 3,2 - dia 8 — pH final 3,0) o con
valores cercanos al limite de deteccion (ASN-LR: 3,2 - dia 10 — pH final 3,0). Siguieron los
descensos de los controles de cada lactobacilo (ALP: 1,9, ALR: 1,4) y con el menor descenso, el

control de SN (ASN: 0,9) (Fig.4.12 y 4.13).
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Figura 4.12 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de S. Newport
ITA S12 en cultivo control (SN) y en cocultivo con L. plantarum 998 (SN — LP) y de L. plantarum 998 en
cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — SN) a 10°C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos controles
respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.13 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de S. Newport
ITA S12 en cultivo puro (SN) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (SN — LR) y de L. rhamnosus 64 en

cultivo puro (LR) y en cocultivo (LR — SN) a 10°C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos controles
respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

-L. monocytogenes ATCC 15313

Tanto en cultivo control como en sus dos cocultivos, LM se mantuvo latente entre 2 y 3 dias
para luego comenzar a crecer. El crecimiento de LM en el control ocurrié de manera ininterrumpida
desde el inicio hasta el final del almacenamiento, por lo que se ajusté a un modelo asintdtico,
pudiendo haberse extendido esta fase o haber llegado a una fase estacionaria si el tiempo de
almacenamiento hubiera sido mayor. En los cocultivos, LM desarroll6 modelos completos pero sin

marcadas diferencias entre los valores de recuento iniciales y finales, las cuales no pudieron superar
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1 log UFC/ml tanto en cocultivo con LP (0,99 log UFC/ml) como con LR (0,87 log UFC/ml) (Tabla
4.5 y Fig. 4.14 y 4.15). En cocultivo con LM, LP crecié a mayor velocidad que la de su control, pero
con una fase de latencia mds extensa (7 dias). LR en cocultivo con LM tras una fase lag de 4 dias,
creci6 al doble de velocidad que su control, en el cual no desarroll6 fase lag (Fig. 4.14 y 4.15). Por
contraposicion, en los cocultivos con EC y con SN ambos lactobacilos practicamente no presentaron
fases de latencia, creciendo desde el inicio (Tabla 4.5). Correia Peres Costa y col. (2020), en su
trabajo basado en el antagonismo entre L. sakei L115 y L. monocytogenes observaron que si bien a 8
y a 11°C obtuvieron los maximos niveles de inhibicion de L. monocytogenes (lo estudiaron a 4, 8,
11, 15 y 20°C), al mismo tiempo observaron la mayor influencia sobre los pardmetros cinéticos del
lactobacilo. Se observo la disminucion de la velocidad de crecimiento de L. sakei L115 y se postuld
como causa a la competencia por nutrientes dependiente de la temperatura. Esto podria justificar la
extension prolongada de las fases lag de LP y LR en cocultivo con LM obtenidas en esta tesis (en
comparacion con los cocultivos con EC y SN). En consecuencia, también existiria una menor
produccion de compuestos dcidos por parte de los lactobacilos que se reflejaria en los pH finales de
los cocultivos, que se situaron alrededor de 4,0 mientras que en los casos de EC y SN estuvieron en

3,0 (correspondiendo a la no deteccion de la bacteria indicadora) (Fig 4.10 a 4.15).
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Figura 4.14 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de L.
monocytogenes ATCC 15313 en cultivo control (LM) y en cocultivo con L. plantarum 998 (LM — LP) y de L.
plantarum 998 en cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — LM) a 10°C. Curva de pH del cocultivo y de los
cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.15 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de L.
monocytogenes ATCC 15313en cultivo puro (LM) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (LM — LR) y de L.
rhamnosus 64 en cultivo puro (LR) y en cocultivo (LR — LM) a 10°C. Curva de pH del cocultivo y de los
cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

Conclusiones parciales de las interacciones a 10°C

Todas las bacterias indicadoras presentaron cinéticas de crecimiento en sus cultivos control.
EC alcanz6 mas velozmente la fase estacionaria, seguida de SN y finalmente LM, que no logré
desarrollar esa fase al término del almacenamiento (Tabla 4.5).

En los cocultivos con LP, EC y SN mostraron cinéticas de inactivacion que culminaron con
la no deteccién de la bacteria (dia 10 y dia 7, respectivamente) mientras que en cocultivo con LR, se
determinaron valores de recuento muy cercanos al limite de deteccion. Por su parte LM desarroll6

escaso crecimiento en ambos cocultivos para entrar en fase estacionaria alrededor del dia 5.
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El pH experimenté mayores variaciones que a 5°C en todos los cultivos. Las curvas de pH de
los controles de lactobacilos y bacterias indicadoras trancurrieron mds proximas entre si y con
menores disminuciones respecto al pH inicial. Las curvas de pH de los cocultivos (EC y SN)
presentaron los mayores descensos.

En los cocultivos con EC y SN, el final de la fase de crecimiento logaritmico e inicio de la
fase estacionaria de los lactobacilos, coincidié con el principio de la inactivacién de las bacterias
indicadoras. En concordancia con esto, Shi y col. (2019) observaron que la inhibicion del
crecimiento de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 cocultivada con Limosilactobacillus reuteri S5,
en condiciones similares a las de esta tesis, comenzo en la fase estacionaria temprana de este ultimo.
A su vez, Roldédn y col. (2011) refirieron la misma observacion durante la inactivacion de E. coli
O157:H7 en cocultivo con L. casei 206/1 a 37°C. Para explicar en cierta medida estas situacion
puede destacarse el trabajo de Kumar A. y col. (2018) en donde se enfrentaron en cocultivo
Lactococcus lactis MTCC-440 y Salmonella Typhi a 30°C, en un medio de cultivo donde la glucosa
fue la principal fuente de carbohidratos y principal responsable de la produccién de dcido lactico (y
de la generacion de energia) por parte de L. lactis. A las 10 hs de cocultivo, pudo verificarse que S
Typhi detuvo su crecimiento y al mismo tiempo se observo la fase final del crecimiento logaritmico
del lactococo, la disminucion exponencial de la concentracion de glucosa, el aumento (también
exponencial) de acido lactico y la consecuente disminucion del pH. Esto permitiria entender que en
ese momento se alcanza la concentracidn critica de dcido lactico que en el estudio de Kumar A. y
col (2018) provoco el cese del crecimiento de S Typhi. Trasladado a esta tesis, en el final de la fase
de crecimiento logaritmico e inicio de la fase estacionaria de LP y LR, se logra la concentracion
necesaria de compuestos dcidos (4cido lactico) para iniciar la inactivacién de EC y SN.

Otro aspecto de interés consiste en el hecho de que las velocidades de crecimiento de LP y

LR en cocultivo, resultaron superiores a las de sus respectivos controles (Tabla 4.5). Este impacto
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positivo en la cinética de las BAL en cocultivo se ha reportado entre distintas cepas de BAL, con el
objetivo de encontrar cultivos mixtos en los que se potenciaran las propiedades de cada bacteria
(Canon y col., 2020). Sin embargo, hay escasa informacién de los cultivos controles de las BAL
enfrentadas en cocultivos con bacterias patdgenas productoras de ETA. Generalmente porque es de
mayor interés la comparacion con el cultivo control del patégeno que se desea inactivar o inhibir su

crecimiento.

4.2.5 Interacciones durante el almacenamiento a 15°C

-E. coli ATCC 25922

El cultivo control de EC a 15°C creci6 a menor velocidad que a 10°C pero con una fase lag
mas breve (2,5 horas). En cocultivo con LP, EC se inactivé mas rapido que a 10°C (33%), con 3 dias
menos de latencia, para dejar de detectarse al dia 5. En presencia de LR, EC triplicé su tasa de
inactivacion a 10°C, redujo su fase lag a 4 dias y ya no se detecto al dia 6 (Tabla 4.6, Fig. 4.16 y
4.17). En cultivo control, LP creci6 desde el inicio (modelo no lag) 4 veces mas rapido que a 10°C.
En cocultivo con EC, sus conteos se ajustaron al mismo modelo pero con una tasa de crecimiento 3
veces mayor y superando la tasa de crecimiento a 10°C (Fig. 4.16 y Tabla 4.6). También en
cocultivo, LP entr6 en fase estacionaria alrededor del dia 2, en coincidencia con el inicio de la etapa
de inactivacion de la bacteria indicadora. Por otro lado, el control de LR aceleré 1,3 veces su
crecimiento, con respecto al cultivo control almacenado a 10°C. En presencia de EC, LR triplicé la
velocidad de su control y acelerd la tasa de crecimiento alcanzada por el cocultivo a 10°C (Fig. 4.17
y Tabla 4.6). En torno al dia 4, de forma similar a LP, LR entr6 en fase estacionaria de su desarrollo
coincidiendo con el inicio de la inactivaciéon de EC (Tabla 4.6 y Fig. 4.16 y 4.17). Comparando las

curvas de pH a 10 y 15°C, se observaron descensos mds acelerados para las curvas de los cocultivos
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(pH final: 3,0) y controles de lactobacilos (pH final LP: 3,8; pH final LR: 4,0) mientras que el
control de EC presenté una menor variacion con respecto al pH inicial (pH final: 4,8) (Fig. 4.16 y

4.17).

Tabla 4.6 Pardmetros cinéticos estimados del modelo de Baranyi y Roberts para el ajuste de la
evolucion de los recuentos de los cultivos control y cocultivos conservados a 15° C durante 10 dias.

Parametros cinéticos del modelo

T

pmax

e o culive (log Ui% ml-1. lag (dias) (I}(;‘gcljrzl) (Il;)lt’gcljnfjl) R Mfgelo M°d§3b]§?f§' i
EC 15 CulivoC  0899£00754 4% so101x0127  P¥OE 0003 028 Completo
COCLUIID“"O -1.527 £0.156 lé?zzf; 5.424+0.129 %%78‘;;-' 0992  0.177 Completo
Coc]_llll;tivo 335140218 3(5?3610* 532 40,055 1£0055 0997  0.111 Completo
LP 15  CulivoC  0459%0.107 813£0145  94£00839 0933  0.145 No lag
Cocultvo 13570339 6.99 +0.234 SUSE o912 023 No lag
Cooulivo os3x0124 00 E 69620.146 e 0976 0146 Completo
COCSU;I“"O 0.761 0.163 6.863%0.115 %%76375 0978  0.115 no lag
IR 15  CulivoC  0215+0.0389 730220140 SONE 093 0u77 no lag
Cocultvo 0611032 68460228 SO o000 0208 no lag
Cocullivo 0,385 +.0.0468 6.91+0.114 S 09 01 no lag
Cootivo 13242033 6.36+0.231 O35 oo 0231 no lag
IM 15 CuivoC 09830144 00F aammsoa9s V0% 090 021 Completo
Coculivo saarxzorn  STF soex0192  O0NE 005 043 Completo
Cooulivo o000 E soosxoaor  \ORE 003 oads Completo
SN 15  CulivoC 06580069 sizxoant ST 0976 0o Completo
Coculivo ao233x0314  ZRE - sasox0ns 00 099 02 Completo
Coculivo uss0266  ZH3E soraxonoe 0E 002 0w Completo

pmax: tasa o velocidad maxima de crecimiento,- pmax: tasa o velocidad maxima de inactivacién, lag: fase de latencia,
log No: log de la concentracién inicial de microorganismos , log Nf: log de la concentracién final de microorganismos,
R%: coeficiente de determinacién, SE Modelo: error estindar del ajuste del modelo, (*)log Nf (UFC/ml) =1,
corresponde a no deteccion
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Figura 4.16 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de E. coli ATCC
25922 en cultivo control (EC) y en cocultivo con L. plantarum 998 (EC — LP) y de L. plantarum 998 en
cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — EC) a 15° C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos controles

respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.17 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de E. coli ATCC
25922 en cultivo puro (EC) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (EC — LR) y de L. rhamnosus 64 en cultivo
puro (LR) y en cocultivo (LR — EC) a 15°C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos controles
respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

-S. Newport ITA S12

A diferencia de lo registrado a 10°C, SN en cultivo control crecié desde el inicio sin
desarrollar fase de latencia hasta entrar en fase estacionaria en torno al dia 6. En cocultivo con LP
mostré una fase lag reducida a la mitad y mayor velocidad de inactivacién que a 10°C (1,3 veces),
con niveles casi no detectables al dia 4 (1,3 log UFC/ml) mientras que al mismo dia, a 10°C
alcanzaba los 4,47 log UFC/ml. En presencia de LP, SN present6 fase de latencia y tasa de
inactivacion similares a las del cocultivo con LR, dejando de detectarse al mismo tiempo en los dos

cocultivos (dia 6) (Fig. 4.18 y 4.19, Tabla 4.6). Los recuentos de LP en cocultivo con SN fueron
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incrementdndose desde el inicio (modelo no lag) al igual que su control, pero a mayor velocidad y
duplicando la alcanzada a 10°C. A su vez LR, en presencia de SN, también desarroll6 un modelo no
lag pero con mayor tasa de crecimiento (6,2 veces) que su control y acelerando la velocidad
alcanzada a 10°C (Fig. 4.18 y 4.19, Tabla 4.6). También se observé que la entrada en fase
estacionaria por parte de los lactobacilos en ambos cocultivos, coincidié con el inicio de la
inactivacion de SN. Con respecto al pH, pudo observarse un gradual y menor descenso en el control
de la bacteria indicadora (pH final: 5,0) y un mayor y mds acelerado descenso en los cocultivos (pH

final: 3,0) y en ambos controles de lactobacilos (pH final LP: 3,8; pH final LR: 4,0) (Fig 4.18 y

4.19).
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=
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co«¢-- pHSN-LP ---¢-- pHLP control---¢-- pH SN control

Figura 4.18 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de S. Newport
ITA S12 en cultivo control (SN) y en cocultivo con L. plantarum 998 (SN — LP) y de L. plantarum 998 en
cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — SN) a 15°C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos controles
respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.19 Evolucion de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de S. Newport
ITA S12 en cultivo puro (SN) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (SN — LR) y de L. rhamnosus 64 en

cultivo puro (LR) y en cocultivo (LR — SN) a 15°C. Curva de pH del cocultivo y de los cultivos controles
respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

-L. monocytogenes ATCC 15313

El cultivo control de LM desarroll6 un modelo de crecimiento completo con una fase lag
reducida al tercio y una tasa de crecimiento duplicada con respecto a 10°C (Tabla 4.6). En el
cocultivo LM-LP, una cinética de lento crecimiento de LM a 10°C (u = 0,296 log UFC. ml”. d™") dio

lugar a una de inactivacién a 15°C (u = -2,441 log UFC. ml'. d"h y tras una fase lag de 6 dias, LM
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dej6 de detectarse al dia 9 (Fig. 4.20 y 4.14, Tabla 4.6). En cocultivo con LR, los datos
experimentales de LM se ajustaron al mismo modelo (completo) y con pardmetros cinéticos
similares al cocultivo con LP; dejando de detectarse un dia después (dia 10). LP en cocultivo con
LM se mantuvo 7 horas en fase de latencia y luego crecié a una tasa de crecimiento ligeramente
mayor a la de su control y similar a la desarrollada en el cocultivo a 10°C después de 7 dias (Fig.
4.20 y Tabla 4.6). Por su parte, LR en cocultivo duplic6 la velocidad de crecimiento de su control y
desarroll6 una fase lag mas extensa que la del cocultivo a 10°C (Fig. 4.21 y Tabla 4.6). Como con
EC y SN, en ambos cocultivos se observo la entrada a fase estacionaria por parte de los lactobacilos
(entre dia 5 y dia 7) en coincidencia con el inicio de la inactivacion de LM (Fig 4.20 y 4.21). Las
curvas de pH muestran un descenso gradual del pH del cultivo control de la bacteria indicadora y
descensos mds acelerados y de mayor magnitud para los cocultivos y controles de lactobacilos (Fig
4.20 y 4.21). En ambos cocultivos se llegé a registrar pH 3,0 al final del ensayo en coincidencia con
la no deteccion de LM, de forma andloga a los cocultivos con EC y SN. La diferencia radic6 en que
las curvas de los cocultivos se mantuvieron muy cercanas a las de los controles de los lactobacilos

durante la mayor parte del almacenamiento a 15°C.
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Figura 4.20 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de L.
monocytogenes ATCC 15313 en cultivo control (LM) y en cocultivo con L. plantarum 998 (LM — LP) y de L.
plantarum 998 en cultivo control (LP) y en cocultivo (LP — LM) a 15°C. Curva de pH del cocultivo y de los
cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.
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Figura 4.21 Evolucién de los recuentos experimentales (simbolos) y predichos (Fit, lineas) de L.
monocytogenes ATCC 15313 en cultivo puro (LM) y en cocultivo con L. rhamnosus 64 (LM — LR) y de L.
rhamnosus 64 en cultivo puro (LR) y en cocultivo (LR — LM) a 15°C. Curva de pH del cocultivo y de los
cultivos controles respectivos. El término Fit se refiere a la curva generada por el modelo.

Conclusiones parciales de las interacciones a 15°C

Con respecto a 10°C, todas las bacterias indicadoras aceleraron su crecimiento en sus
cultivos controles y su inactivaciéon en los cocultivos. Frente a LP, dejaron de detectarse mas
temprano que en cocultivo con LR.

Al igual que a 10°C, tanto LP como LR en todos sus cocultivos presentaron tasas de
crecimiento superiores a las de sus controles. El final de la fase de crecimiento e inicio de la fase
estacionaria de los lactobacilos coincidié con el inicio de la inactivacion de las bacterias indicadoras
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y con la meseta de pH de los cocultivos cuando las bacterias indicadoras dejaron de detectarse (Fig.
4.16 a4.19).

A lo largo del almacenamiento, el pH de los cocultivos transcurrié por valores mds bajos que
los de los controles de lactobacilos y controles de bacterias indicadoras. La brecha entre los pH de
los cocultivos y los de los controles de lactobacilos resulté mayor en el caso de LR ya que su cultivo
control alcanzé un pH final (4,0) superior al pH final del cultivo control de LP (3,8) y a su vez estos
valores, resultaron mayores que los sus cocultivos (EC-LP: 3,0; SN-LP: 3,0; LM-LP: 3,0 y EC-LR:

3,0; SN-LR: 3,0; LM-LP: 3,0) (Fig. 4.16 a 4.21).

4.2.6 Analisis conjunto de las pruebas de antagonismo y cinéticas de interaccion de las
bacterias indicadoras frente a los lactobacilos

Los resultados de las pruebas de antagonismo, de doble capa y difusién en agar mostraron
que tanto LP como LR pueden inhibir el crecimiento de las bacterias indicadoras. En el primer
ensayo no hubo diferencias significativas entre bacterias indicadoras y entre lactobacilos. En el de
difusion en agar, EC y SN mostraron inhibicion total con ambos lactobacilos mientras que para LM,
la inhibicion resulto parcial.

A través del estudio de las cinéticas de interaccion entre lactobacilos y bacterias indicadoras
en cocultivos, pudo concluirse que a 5°C no se evidencid actividad antagonista de los lactobacilos
debido a que la baja temperatura de almacenamiento tuvo un efecto inhibitorio predominante sobre
el crecimiento de todas las bacterias tanto en monocultivos como en cocultivos. La excepcion fue el
caso de LM, cuyo control experimentd crecimiento pero que en cocultivo con LP y con LR fue

restringido.
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A 10° C, en los cocultivos con LP, la inactivacion de las bacterias indicadoras llegé a la no
deteccién en los casos de SN y EC mientras que con LR ambas bacterias indicadoras se acercaron al
limite de deteccion al final del almacenamiento. Frente a LM, ambos lactobacilos impidieron su
crecimiento mientras que su control creci6 durante todo el almacenamiento.

A 15°C, la accién inhibitoria de los lactobacilos sobre SN y EC se intensificd con respecto a
10°C, mediante fases de latencia més cortas y fases de inactivaciéon mas aceleradas, principalmente
en los cocultivos donde estaba presente LP. A esta temperatura ambos lactobacilos ejercieron sobre
LM una accion antagénica similar a la ejercida frente a las otras bacterias indicadoras, llegando a
niveles no detectables de la bacteria indicadora en los dos cocultivos.

Por lo expuesto, se decidi6 utilizar a S. Newport ITA S12 (SN) como bacteria indicadora en
los ensayos a realizarse en manzanas frescas cortadas. Aunque sin grandes diferencias con EC,
demostro ser la cepa indicadora mas sensible en las pruebas realizadas, sin embargo, su condicién de
patogena la hacen de mayor interés para el ensayo. A su vez se eligié a L. plantarum 998 (LP)
porque si bien no hubo diferencias con LR en las pruebas de antagonismo; se observé una
inactivacion mas temprana de las bacterias indicadoras en cocultivo a 10 y a 15°C, especialmente de
SN. La elecciéon de LP se fundament6 también en la evaluacion de los ensayos para determinar las
variables operativas del ensayo con manzanas frescas cortadas, cuyos resultados se presentan a

continuacion.
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4.3 DETERMINACION DE LAS VARIABLES OPERATIVAS PARA LA INCORPORACION

DE LOS LACTOBACILOS EN MANZANAS FRESCAS CORTADAS.

4.3.1 Determinacion de la concentracion inicial de lactobacilos

En el procesamiento de manzanas frescas cortadas se hace imprescindible la aplicacién de
una solucién antioxidante que evite el desarrollo de pardeamiento enzimdtico durante su
almacenamiento. En consecuencia, los lactobacilos probidticos que se deseen incluir en manzanas
frescas cortadas deberian sobrevivir tanto a la aplicacion de soluciones antioxidantes como a las
temperaturas de almacenamiento, manteniendo sus niveles dentro de las concentraciones
recomendadas durante toda la vida util del alimento. En base a estas premisas, se optd por
vehiculizar a los lactobacilos en la solucion antioxidante empleada para las manzanas y evaluar su
estabilidad en dicha solucion.

Para seleccionar la cepa de lactobacilo y su concentracion inicial o indculo, a utilizarse en los
ensayos con manzanas frescas cortadas, se aplico un disefio de Box Behnken (Tabla 3.2) cuyas
variables fueron la concentracion de la solucion antioxidante y el indculo inicial de lactobacilo.
Como respuesta se utilizé la concentracion relativa del lactobacilo o “delta”, calculada como el log
de la relacion entre la concentracion de lactobacilo al tiempo de contacto t (30 o 60 min) y su
concentracion inicial o in6culo. Mediante el Andlisis de Varianza (ANOVA) se ajustaron los datos
experimentales a las ecuaciones polinomiales de 2° orden y se obtuvieron las graficas de las
superficies de respuesta para 30 y 60 min de contacto.

Los datos experimentales de LP provenientes de la aplicacion del disefio experimental se
exponen en la Tabla 4.7. Para 30 min de contacto con la solucién antioxidante en donde se
vehiculizé LP, los resultados se ajustaron al modelo expresado por la Ecuacién 1. Manteniendo

constante la concentracion de 4c. ascorbico en 0,5 % p/v, dicha ecuacién dio origen a la grafica de
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superficie de respuesta que se observa en la Figura 4.22.a. Esta gréfica indica que los valores de log

N30/Np tienden a cero, es decir las pérdidas de viabilidad de LP se minimizan, cuando menor es la

concentracion de 4cido citrico y mayor el indculo inicial.

Tabla 4.7 Recuentos de L. plantarum 998 (Ny, N3py Ngo) y su variacion relativa (log N3o/No, log
No/Np) para los diferentes tiempos de contacto (0, 30 y 60 min) con las distintas combinaciones de

soluciones de 4cido citrico (Cac) y de dcido ascorbico (Caa).

Variables independientes

C.. Log N, Log N3 Log N Log Log
Caa Cac (Log (Log (Log (Log N30/No Nso/No
(% p/v) (% pIv) UFC/ml) UFC/ml) UFC/ml) UFC/ml)

0,5 0 9 9,47 9,48 9,41 0,01 -0,06
0 0 8 8,37 8,24 8,52 -0,12 0,15
0,5 0,5 8 8,54 8,18 8,04 -0,37 -0,50
0,5 0,5 8 8,43 8,16 7,90 -0,27 -0,53
0 0,5 7 7,76 6,85 6,22 -0,90 -1,53
1 1 8 8,09 7,50 7,06 -0,59 -1,03
0,5 0,5 8 8,60 8,39 8,16 -0,20 -0,44
0,5 1 7 6,83 6,20 5,70 -0,63 -1,13
0 0,5 9 9,48 9,48 9,20 0,00 -0,27
0,5 1 9 9,51 9,20 9,29 -0,31 -0,23
0,5 7 7,18 5,48 5,60 -1,71 -1,58

0,5 9 9,51 9,29 9,30 -0,22 -0,21

0,5 0 7 7,20 6,90 6,83 -0,29 -0,36
1 0 8 8,57 8,36 8,51 -0,21 -0,07
0 1 8 8,60 7,86 7,58 -0,74 -1,02

Ecuacion 1

Log N3y/Ny--1,76 - 2,285 Cap - 1,095 Cac + 0,3875 Ci, - 0,685 (Can)* + 0,21 Cap Cac +

0,325 Caa Cin + 0,115 (Cac)* + 0,055 Cac Cin - 0,02125 (Cin)’

104



Superficie de Respuesta Estimada Superficie de Respuesta Estimada
A

delta
delta

Figura 4.22 Gréfica de superficie de respuesta estimada para (a) 30 min de contacto y (b) 60 min de contacto,
de la variacién de la concentracién de L. plantarum 998 en funcién de Cacy Cj, manteniendo Capa= 0,5% p/v
(delta =1log N/ Np).

A los 30 min de contacto, s6lo la concentracion inicial (Cj,) influy6 significativamente (p <
0,05, Tabla 4.8) sobre la estabilidad de LP en la solucién antioxidante, en particular para la menor
concentracion de indculo ensayada, 7 log UFC/ml. Para 8 o 9 log UFC/ml, el nivel de células
viables se mantuvo pricticamente sin cambios durante ese lapso (Tabla 4.8, Fig. 4.22.a). En la
grafica de Efectos Principales (Fig. 4.23.a) puede notarse que a medida que la concentracion inicial
de lactobacilos aumenta, la variacion relativa se acerca a cero. También lo hace cuando la

concentracion de dcido citrico disminuye y de manera similar ocurre con la concentraciéon de 4dcido

ascorbico, excepto a baja concentracion.
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Tabla 4.8 Andlisis de varianza de los modelos obtenidos para la variacién relativa de la
concentracion de L. plantarum 998 en funcion de Cpa, Cacy Cin, para cada tiempo de exposicion.

0,01

-009

-0,19

-029

delta

-039

-049

-059

Fuente de

Suma de Cuadrados

el G.L.

variacion 30 min 60 min
A: Caa 0,14045 0,0028125
B: Cac 0,37845 1,0658**
C: G 0,45125% 1,75781%#%*
AA 0,108283 0,0762981
AB 0,011025 0,01
AC 0,105625 0,099225
BB 0,00305192 0,0710827
BC 0,003025 0,2704*
CcC 0,00166731 0,105144
Error total 0,3092 0,172325
Coef.
Determinacion 79,6% 95,3%
R?)

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001

(a)

7,0

Inoc

9,0

(b)

_0’3 -

delta

_0’6 -

.019 -

7,0

Inoc

9,0

Figura 4.23 Grafica de Efectos Principales (Caa, Cacy Cin) para la variaciéon de la concentracién de L.
plantarum 998 para (a) 30 min de contacto y (b) 60 min de contacto. (delta = log N/ Ny)
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Para los 60 min de contacto de LP con las soluciones antioxidantes propuestas en el disefio
experimental, la Ecuacién 2 del modelo ajusté los datos obtenidos y origindé la superficie de
respuesta estimada que se muestra en la Fig. 4.22.b. Allf se observa que la variacién relativa de la
concentracion del lactobacilo tiende a cero cuando la concentracién de 4cido citrico también lo hace
y el indculo inicial se encuentra alrededor de 9 log UFC/ml. Al duplicarse el tiempo de contacto, se
duplica el tiempo en que la bacteria esta expuesta a los 4cidos de la solucion antioxidante. De hecho,
al aplicar ANOVA, el efecto del acido citrico se hace significativo para 60 min (p < 0,05, Tabla 4.8)
mientras que no lo fue para 30 min. Dicha comparacion se hace mds evidente si se analiza el

Diagrama de Pareto correspondiente a ambos tiempos (Fig. 4.24.a 'y 4.24.b).
Ecuacién 2

Log Ngo/No— -11,2712 - 2,0825% Cpp - 5,545% Cac + 2,75125% Ciy - 0,575%(Can)” + 0,2% Can

* Cac + 0,315% Cap * Cip + 0,555%(Cac)” + 0,52% Cac * Cip - 0,16875%(Ciy)*
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Figura 4.24 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacion de la concentracién de L. plantarum 998
para (a) 30 min de contacto y (b) 60 min de contacto (delta = log N / Nj).
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Para los 60 min de contacto, también se determind que la concentracién inicial influy6
significativamente sobre la variacion relativa de los recuentos de LP (p < 0,001, Tabla 4.8). Este
efecto significativo sobre la viabilidad de la bacteria se observé principalmente para la menor
concentracion inicial del lactobacilo (7 log UFC/ml) y en menor grado para las demds
concentraciones. También se determiné un efecto significativo de la interaccion entre dicha variable
y la concentracion de 4cido citrico (p < 0,05, Tabla 4.8, Fig. 4.22.b). El efecto significativo de esta
interaccion indica que, a bajas concentraciones de acido citrico, la concentracion inicial del indculo
no afecta la viabilidad de LP luego de 60 min de contacto. Sin embargo, cuando se incrementa la
concentracion de acido citrico, a mayores Cj, se producen menores reducciones en LP. En cuanto a
la concentracion de 4cido ascorbico, esta no afectd significativamente la viabilidad de LP para
ambos tiempos de contacto (Fig. 4.22.a 'y 4.22.b, Tabla 4.8).

Los resultados de la aplicacion del disefio experimental para LR se presentan en la Tabla 4.9.
La viabilidad de LR se vio afectada significativamente s6lo por la concentracion del indculo inicial
tanto a los 30 min (p < 0,01) como a los 60 min (p < 0,001) de exposicion a las soluciones acidas

propuestas por el disefio experimental (Tabla 4.10).
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Tabla 4.9 Recuentos de L. rhamnosus 64 (No, N3oy Ngo) y su variacion relativa (log N3p/No, log
No/Np) para los diferentes tiempos de contacto (0, 30 y 60 min) con las distintas combinaciones de
soluciones de 4cido citrico (Cac) y de dcido ascorbico (Caa).

Variables independientes LogNy LogN3 Log Ng

Log Log
Cin (Log (Log (Log
( %Cf;f}v) ( v/?;/jv) (Log  UFC/ml) UFC/ml) UFC/ml) /No Ne/No
UFC/ml)

0.5 0 9 9.59 8.91 9.4 20.68 2036
0 0 8 8.23 8.06 7.97 0.17 026
0.5 0.5 8 8.5 842 7.85 0.17 075
0.5 0.5 8 8.34 8.10 $.10 0.24 025
0 0.5 7 7.23 6.60 6.11 0,63 112
1 1 8 7.79 7.35 7.11 043 0,68
0.5 0.5 8 8.51 8.00 7.83 051 0,68
0.5 1 7 6.64 6.06 5.6 1059 1139

0 0.5 9 9.04 8.97 9.07 0,07 0.03
0.5 1 9 9.48 9,08 9.09 1039 038
1 0.5 7 6.46 5.85 5.40 0.62 1,06
! 0.5 9 7.97 7.46 7.25 051 072
0.5 0 7 6.66 6.02 4.85 0,65 .82

! 0 8 8.40 8.36 8.43 0,04 0.03
0 1 8 8.61 8.26 $.10 036 052

Las ecuaciones 3 y 4 ajustaron los datos experimentales obtenidos a los 30 y 60 min de
contacto con las soluciones dcidas. Las superficies de respuesta obtenidas a partir de estas
ecuaciones (Fig. 4.25) muestran que la variacién relativa de la concentracién del lactobacilo

disminuye con la Cj, en forma similar para los dos tiempos de contacto.
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Tabla 4.10 Anadlisis de varianza de los modelos obtenidos para la variacion relativa de la

concentracion de L. rhamnosus 64 en funcién de Caa, Cacy Cin, para cada tiempo de exposicion.

G.L: grados de libertad; *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001

Ecuacion 3

Suma de Cuadrados

Fuente de G.L.

variacién 30 min 60 min
A: Cana 1 0,00845 0,0018
B: Cac 1 0,0435125 0,0861125
C: G 1 0,446513** 2,7261 1%**
AA 1 0,0345026 0,233856
AB 1 0,009025 0,050625
AC 1 0,003025 0,001225
BB 1 0,0000025641  0,00215641
BC 1 0,0049 0,01
CcC 1 0,0115103 0,141603
Error total 5 0,0995917 0,200242
Coef.
Determinacion 85,0% 94,2%
R?)

Log N3y/No- =-6,21708 + 0,213333AA + 0,510833AC + 1,19208Inoc + 0,386667AAM2 - 0,19 AA

AC - 0,055AA Inoc - 0,00333333AC*2 - 0,07 AC Inoc - 0,0558333Inoc”2

Ecuacion 4

Log Ngo/Ny- =-18,1246 - 0,531667 AA + 0,720833 AC + 3,78458 Inoc + 1,00667 AA"2 - 0,45 AA

AC - 0,035AA Inoc + 0,0966667AC*2 - 0,1 AC Inoc - 0,195833 Inoc”2
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Superficie de Respuesta Estmada Superficie de Respuesta Estimada
AA=0,5 M=05

0,12 =
-0,08 |

-028 |

delta
delta

-048 |

-0,68

Figura 4.25 Gréfica de superficie de respuesta estimada para (a) 30 min de contacto y (b) 60 min de contacto,
de la variacién de la concentracién de L. rhamnosus 64 en funcion de Cacy C;, manteniendo Caa= 0,5% p/v.
(delta =1log N/ Np).

A los 30 min, la utilizacién del inéculo inicial de 7 log UFC/ml resulté en una mayor
variabilidad relativa para el lactobacilo frente los de concentracion 8 y 9 log UFC/ml, los cuales
permitieron una variabilidad relativa cercana a cero y tuvieron un comportamiento similar entre si.
A los 60 min la variabilidad relativa aument6 para las concentraciones iniciales de 7 y 8 log UFC/ml
aunque no sucedio asi para valores cercanos a log 9 UFC/ml.

Tanto en la Gréfica de Efectos Principales (Fig. 4.26) como en el Diagrama de Pareto

estandarizado (Fig. 4.27), se puede discriminar la escasa influencia ejercida por los 4cidos y la

ausencia de interacciones significativas.
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Figura 4.26 Grafica de Efectos Principales (Caa, Cacy Cin) para la variacion de la concentracién de L.

rhamnosus 64 para (a) 30 min de contacto y (b) 60 min de contacto. (delta = log N/ Ny)
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Figura 4.27 Diagrama de Pareto estandarizado para la variacién de la concentracién de L. rhamnosus 64 para
(a) 30 min de contacto y (b) 60 min de contacto. (delta= log N/ N).

De acuerdo al andlisis de los resultados de cada uno de los disefios experimentales aplicados
a distintos tiempos de exposicion para ambos lactobacilos se puede concluir que la viabilidad de
ambas bacterias solo fue afectada por la concentracion inicial del indculo, considerando el menor
tiempo operativo ensayado. En ese sentido, a 30 min, LP estuvo influenciado por la concentracion
inicial del indculo con menor significancia (p<0,05) que LR (p<0,001). Ademas, LP tuvo un mejor
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desempeifio en las pruebas de antagonismo y en la interaccién en cocultivo junto a las bacterias
indicadoras ensayadas (ver 4.1 y 4.2 en esta misma seccién). Es decir, la supervivencia de LP en las
soluciones 4cidas normalmente utilizadas en frutas frescas cortadas sumada a la probada actividad
antagonista desarrollada in vitro hicieron que se seleccionara a L. plantarum 998 (LP) para la
realizacién de los ensayos con manzanas frescas cortadas con una concentracién inicial de 8 log
UFC/ml.

La concentracion elegida para los 4cidos ascérbico y citrico que integraron la solucion
antioxidante aplicada en manzanas frescas cortadas fue de 1% p/v. Para la eleccion se tuvo en cuenta
que para 30 min de exposicion, ninguno de los dcidos utilizados tuvo influencia significativa sobre
la viabilidad de los dos lactobacilos (a cualquiera de las concentraciones ensayadas). El uso de estas
concentraciones permite cumplir con los requerimientos para evitar el pardeamiento enzimético de

las manzanas frescas cortadas (Rodriguez Arzuaga y Piagentini, 2018).
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4.3.2 Determinacion del tiempo de inmersion y la relaciéon volumen solucion / peso fruta

Los resultados provenientes de la aplicacion del disefio de Box Behnken propuesto en la
Tabla 3.4 se exponen en la Tabla 4.11. Los datos experimentales se ajustaron las ecuaciones
polinomiales de 2° orden, mediante el Andlisis de Varianza (ANOVA) se determind la significancia
de cada variable, y se aplicé la metodologia de Optimizacién de Respuestas Multiples para obtener

el valor de cada variable independiente que maximiza los recuentos de LP (Derringer y Suich, 1980)

Tabla 4.11 pH, sélidos solubles y concentracion L. plantarum 998 obtenidos para manzanas frescas
cortadas cada tiempo de inmersion (ti,,) y relacion volumen de solucién / peso de fruta (R).

Variables independientes Respuestas
o, ) sodos ot
Corrida (IlllniI:l) (L/kg) Ph S((:i;ll?:ss 998
(Log UFC/g)
1 6,5 2.9 13,3 6,81
2 10 2,8 11,1 7,00
3 3 3,0 13,2 6,54
4 10 6,5 2,9 11,1 7,04
5 10 3 3,0 14,1 6,88
6 2 3 2,9 12,9 6,62
7 10 10 2,9 14,1 6,41
8 2 6,5 2.9 13,4 6,80
9 6 6,5 2,8 12,5 7,00
10 6 6,5 2,8 13,6 6,96
11 6 10 2,9 13,4 6,34

Las variables operativas estudiadas no influyeron significativamente (p > 0,05; Tabla 4.12)
sobre el pH, los solidos solubles y la concentracion de LP en las manzanas frescas cortadas. Solo se
observo un efecto significativo (p < 0,05) del término cuadratico de R sobre la concentraciéon de LP

(Tabla 4.12).
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Tabla 4.12 Anélisis de varianza de los modelos obtenidos para pH, s6lidos solubles y concentracion
de L. plantarum 998 en manzanas frescas cortadas funcion tiempo del inmersién (ti,y) y la relacion

(R).
Suma de Cuadrados
Fue.nte. fie G.L. Sélidos Concentracion
variacion pH L. plantarum
Solubles
998

A: Tinm 1 0,00666667 0,24 0,00135
B: V/p 1 0,015 0,00666667 0,00106667
AA 1 0,0000701754 0,460421 0,09633
AB 1 0,0 1,3225 0,105625
BB 1 0,00773684 0,189754 0,259413%*
Error Total 5 0,0185965 3,40241 0,157708
Coef.
Determinacién 62,1% 38,2% 71,7%
R?)

G.L: grados de libertad; *p<0,05

Al optimizar la respuesta del modelo planteado con el objetivo de maximizar el recuento del

lactobacilo, con un valor 6ptimo de 7 log UFC/g, se obtuvo un valor de R de 7,3. Como ya se ha

mencionado, los sélidos solubles y el pH de la fruta no se ven influenciados por las variables del

modelo. Por lo tanto, con base en el andlisis realizado, se seleccionaron R = 10 L/kg y t = 10 min

para el ensayo con manzanas frescas cortadas. Esto permitiria asegurar como minimo una

concentracion en la fruta superior a 7 log UFC/ml ya que concentraciones de microorganismos

probidticos entre 10°-10® UFC/g son requeridas para que se produzcan efectos benéficos sobre la

salud humana (Vinderola y col., 2000; Champagne y col., 2011).

115



4.4 DETERMINACION DE LOS ATRIBUTOS DE CALIDAD DE MANZANAS FRESCAS
CORTADAS

La vida util de los productos frescos cortados es inferior a la de los vegetales intactos de los
que provienen debido a que durante las operaciones de pelado y cortado, se rompen muchas células
y se liberan productos intracelulares. Esto incrementa el deterioro microbiolégico e induce cambios
fisiologicos y bioquimicos que generan degradacion del color, la textura y el sabor (Laurila y
Ahvenainen 2002, Rodriguez Arzuaga y col. 2016, Yousuf y col. 2020).

Mediante la metodologia descripta en el punto 3.5, manzanas frescas cortadas en cubos
fueron impregnadas con L. plantarum 998, envasadas y almacenadas a 5 y a 15° C durante siete
dias. Sus atributos de calidad fueron determinados mediante las técnicas detalladas en el inciso 3.6.
Tabla 4.13 pH, sélidos solubles (SS), firmeza (F), concentracién de fenoles totales (CFT),

concentracion de vitamina C (Vit C) y capacidad antioxidante (CAQO) de manzanas frescas cortadas
durante su almacenamiento a 5°C.

. Tiempo Muestra
Parametro ,
(dias) MP C LP

pH 0 3,31 + 0,01 aB 3,13 + 0,03 aA 3,08 + 0,02 aA
2 3,72 + 0,02 bB 3,35 + 0,04 DbA 327 + 0,02 bA
7 3,34 + 0,01 aA 3,31 + 0,03 bA 3,30 + 0,02 bA

SS (°Brix) 0 10,83 + 0,37 aC 8,78 + 0,51 aB 6,88 + 024 aA
2 10,00 + 0,48 aA 9,26 + 0,54 aA 8,50 + 0,31 DA
7 11,27 + 0,39 aB 8,69 + 0,51 aA 7,48 + 027 abA

F (N) 0 14,04 + 1,02 aB 8,19 + 0,57 aA 7,54 + 0,80 aA
2 13,60 + 137 aA 12,23 + 0,69 DA 12,04 + 0,86 bA
7 1445 + 1,06 aA 13,88 + 0,54 DA 12,91 + 0,70 bA

CFT (mgAGE/kg) 0 336,87 + 6,63 bA 451,82 + 36,39 aB 552,94 + 3,00 bC
7 273,83 + 5,78 aA 365,88 + 27,55 aAB 436,60 + 30,59 aB

Vit C (mg AAT/kg) 0 1492 + 251 aA 637,35 + 16,14 aB 689,39 + 4,53 bC
7 9,85 + 045 aA 618,81 + 27,15 aB 584,73 + 29,50 aB

CAO (mg AA/kg) 0 588,34 + 6,65 bA 111576 + 110,88 aB  1546,04 * 29,97 bC
7 402,81 + 5,82 aA 109647 = 2,00 aB  1193,56 * 10,01 aC

Letras minusculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas en el tiempo de
almacenamiento por el test de Tukey (p<0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas
entre muestras por el test de Tukey (p<0,05).
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Tabla 4.14 pH, solidos solubles (SS), firmeza (F), concentracion de fenoles totales (CFT),
concentracion de vitamina C (Vit. C) y capacidad antioxidante (CAO) de manzanas frescas cortadas
durante su almacenamiento a 15°C.

Parametro Tiempo (d) Muestra
MP C LP
pH 0 3,31 £ 0,02 aB 3,13 £ 0,05 aA 3,08 £ 0,03 aA
2 3,55 £ 002 B
7 3,38 £ 0,02 aB 3,25 £ 0,05 aB 3,03 £ 0,04 aA
SS (°Brix) 0 10,83 + 0,43 bC 8,78 + 0,31 bB 6,88 + 0,22 aA
2 11,83 £ 0,55 Ab
7 10,02 + 045 aB 726 + 0,33 aA 6,90 + 0,28 aA
F (N) 0 14,04 £ 0,84 aB 8,19 £ 0,87 aA 7,54 £ 0,88 aA
2 1483 + 1,14 A
7 15,03 £ 0,88 aA 13,27 £ 0,82 DbA 12,83 + 0,82 DbA
CFT (mgAGE/kg) 0 336,87 = 6,63 bA 451,82 * 36,39 bB 552,94 + 3,00 bC
7 190,57 = 6,74 aA 307,22 + 1542 aB 300,04 + 53,58 aC
Vit C (mg AAT/kg) 0 14,92 £ 251 aA 637,35 £ 16,14 bB 689,39 = 4,53 bC
7 7,34 £ 0,00 aA 24452 + 2,69 aB 443,08 + 29,85 aC
CAO (mg AA/kg) 0 588,34 * 56,65 bA 1115,76 = 110,88 bB  1546,04 = 29,97 bC
7 19,07 £ 2,58 aA 552,02 = 3,33 aB 859,30 * 9,67 aC

Letras mintsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas en el tiempo de
almacenamiento por el test de Tukey (p<0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas
entre muestras por el test de Tukey (p<0,05).

4.4.1 Determinacion de pH y sélidos solubles

En el dia de la elaboracidn, dia cero, los cubos de manzanas sin ningun tratamiento (MP)
presentaron un pH (3,31) mayor que los de las muestras tratadas con la solucién antioxidante
(Tablas 4.13 y 4.14), como era de esperarse. Varios autores refieren pH similares a los de las
muestras MP (entre 3,3 y 3,5) para manzanas frescas cortadas de la variedad ‘Granny Smith’ sin
tratamiento (Rodriguez Arzuaga y col. 2013, Altisent y col. 2014, Comisso y col. 2021).

Al segundo dia de almacenamiento a 5°C, el pH de todas las muestras aumento6 ligeramente y
luego de 7 dias, mientras que en las muestras MP se redujo a su valor original, en las muestras C y

LP no experimentd cambios significativos. Al finalizar el almacenamiento, no existieron diferencias
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significativas en el pH entre las distintas muestras entre si, que resultaron similares a los de la

manzana recién procesada sin tratamiento (Fig 4.28 y Tabla 4.13).

m0 m7d-5°C = 7d-15°C

MP C LP

Figura 4.28 pH (promedio + SD) de muestras de manzanas MP, C y LP al dia cero y luego de 7 dias de
almacenamiento a 5°C y 15°C.

Luego de 7 dias a 15°C, los valores de pH de todas las muestras no presentaron diferencias
significativas con los de inicio. Atn asi estas variaciones no significativas (ascenso de 0,12 unidades
en las muestras C, disminucién de 0,05 en las muestras LP y ascenso de 0,07 en las muestras MP)
hicieron que al dia 7 las muestras MP y C tuvieran un pH significativamente mayor que el de las
muestras LP a diferencia de lo ocurrido a 5°C (Fig. 4.28 y Tabla 4.14). En esto tuvo mads peso el
aumento de pH de las muestras MP y C; que la disminuciéon del pH en las muestras LP. En
manzanas ‘Granny Smith’ tratadas o no con L. plantarum TISTRO050 (sin tratamiento antioxidante),
el pH no experimentd variaciones significativas durante 7 dias a 4°C ni durante 2 dias a 20°C,
partiendo de valores promedio (3,40) similares a los de esta tesis (Rossi 2016). Idéntica situacion se

hall6 en rodajas de manzanas ‘Branderburg’ conservadas durante 10 dias entre 2 y 4°C, con y sin la
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inclusién de L. rhamnosus GG y NatureSeal® como agente antipardeamiento, partiendo en este caso

de valores de 3,77 y 3,76, respectivamente (Roble y col. 2010a).

Al inicio del ensayo, los Sélidos Solubles (SS) de todas las muestras de manzanas resultaron
diferentes entre si (p<0,05). Los valores superiores correspondieron a las muestras MP, seguidos por
los de las muestras C y luego los de las muestras LP (Fig 4.30 y Tablas 4.13 y 4.14). Esto puede
deberse a la inmersion de los cubos de manzanas en la solucién antioxidante ya que por diferencia
de presiéon osmotica, las manzanas podrian perder azicares y otros sélidos solubles al estar en
contacto con la solucién por 10 min. Aun asi, los SS de los cubos de manzana no tratados
promediaron un valor (10,83°Brix) inferior a los determinados por otros autores para la misma
variedad de manzana: 12°Brix, (Piagentini y Pirovani 2017), 12,5°Brix (Comisso y col. 2021) y

13,6°Brix (Altisent y col. 2014).

m0 m7d-5°C © 7d-15°C

12
11
10

SS (Brix)
B U v N 0 W

MNW

MP C LP

Figura 4.29 Sélidos solubles (promedio + SD) de muestras de manzanas MP, C y LP al dia cero y luego de 7
dias de almacenamiento a 5°C y 15°C.
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Durante el almacenamiento refrigerado, los SS de las muestras MP y C se mantuvieron
estables en funcidn del tiempo mientras que los de las muestras LP experimentaron un ascenso el dia
2 para descender nuevamente al dia 7. Asi, al final del ensayo, las muestras C y LP presentaron
valores similares en torno a los 8 °Brix y las muestras MP continuaron presentando el mayor valor
de SS (11,27°Brix) (Fig 4.30 y Tabla 4.13). En consecuencia, la presencia del lactobacilo no
introdujo mayores diferencias sobre la materia prima que las propias del tratamiento con la solucién
antioxidante. En manzanas ‘Granny Smith’, Alegre y col. (2011) no hallaron diferencias en los SS
debidas a la presencia de L. rhamnosus GG en rodajas conservadas a 5°C, llegando al dia 14 con
valores de 14,1°Brix respecto a la materia prima (13.9°Brix). Cabe aclarar que en este caso el
lactobacilo fue incorporado en solucion antioxidante con una menor relacion p/v (1:2) y un tiempo
de contacto de s6lo 2 min. .

Durante el almacenamiento a 15°C, las muestras MP aumentaron sus SS al dia 2 para luego
alcanzar su valor mas bajo el dia 7. En el mismo dia 7, con respecto al dia 0, las muestras C
redujeron sus SS mientras que las muestras LP los mantuvieron sin cambios. Asi, al término del
ensayo las muestras MP siguieron presentando mayores valores que las muestras C y LP, pero a

diferencia del dia 0, los valores de estas ultimas no presentaron diferencias significativas entre si.

4.4.2 Determinacion de Propiedades Mecanicas

En el dia de procesamiento, las muestras MP presentaron valores de firmeza (14,04 N) que
casi duplicaron a los de las muestras C y LP, debido al efecto del tratamiento con la solucién
antioxidante. Luego, en el almacenamiento refrigerado, al segundo dia las diferencias se anularon
principalmente por aumento de los valores en las muestras C y LP y asi se mantuvieron hasta el dia
7 inclusive (Fig. 4.30, Tablas 4.13 y 4.14). Alegre y col. (2011) no observaron variaciones de los

valores de firmeza en el tiempo y, al igual que en esta tesis, no determinaron diferencias
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significativas entre el control sin tratamiento antioxidante (22,80 N) y manzanas frescas cortadas
‘Granny Smith’ enriquecidas con L. rhamnosus GG (20,53 N) al dia 7 de conservacion a 5°C.

A 15°C, la firmeza de las manzanas sin ningin tratamiento fue aumentando desde el inicio
al igual que la de las muestras C y LP, para culminar el dia 7 sin que se encuentren diferencias

significativas entre las distintas muestras, que promediaron un valor de 13.71 N (Fig 4.31 y Tabla

4.14).

m0 m7d-5°C r 7d-15°C

F (N)

MP C LP

Figura 4.30 Firmeza (promedio + SD) de muestras de manzanas MP, C y LP al dia cero y luego de 7 dias de
almacenamiento a 5°C y 15°C.

4.4.3 Determinacion del color

Mediante espectrofotometria de reflexion se determinaron los pardmetros L*(luminosidad),
a* (rojo/verde), b* (amarillo/azul), C*ab (cromaticidad) y h,, (dngulo de tono) y DE*ab (diferencia
total del color) para describir los cambios de color en las muestras. Los resultados son presentados

en las Tabla 4.15 para el almacenamiento a 5°C y en la Tabla 4.16 para el almacenamiento a 15°C.
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Tabla 4.15 Parametros de color a* y h,, de las muestras de manzanas frescas cortadas durante el
almacenamiento a 5°C

Parametro Dias Muestras
MP C LP

L* 0 7442 + 1,66 cA 74,67 + 1,28 aAB 75,54 + 1,06 bB
2 71,75 = 1,84 bA 7463 + 1,23 aB 73,64 + 250 aAB

7 63841 = 1,31 aA 75,10 + 1,51 aB 7420 += 1,91 aB

a* 0 -0,14 £ 0,39 aB -0,62 +* 0,22 bA -0,74 += 0,25 bA
2 1,60 + 0,68 bB -0,89 £ 0,26 Aab -0,85 + 0,26 abA

7 3,00 £ 0,67 cB -0,97 = 0,30 Aab -1,07 £ 0,36 aA

b* 0 16,66 + 2,14 aB 1525 + 1,58 aAB 13,99 = 1,79 aA
2 21,81 + 2,92 bB 16,05 + 1,82 Aab 1435 £ 2,34 aA

7 25,11 + 1,88 ¢B 14,16 + 2,64 Aab 15,11 = 2,39 aA

Cab* 0 16,67 = 2,14 A 1527 £+ 1,59 A 1401 = 1,80 A
2 21,87 + 2,95 bB 16,08 + 1,83 abA 1437 + 2,35 aA

7 25,30 + 1,90 cB 14,19 + 2,65 Aab 15,15 = 241 aA

hy, 0 90,51 + 1,43 cA 92,27 + 0,71 aB 92,99 =+ 0,74 aB
2 8590 = 1,28 bA 93,15 £ 0,71 bB 9336 + 0,61 abB

7 83,20 = 1,40 aA 9388 + 0,77 ¢B 9399 =+ (0,84 bB

DEab* 0 0,00 + 0,00 aA 1,87 + 0,70 aB 292 + 1,10 aC
2 493 + 1,57 uC 223 £ 0,76 abA 342 + 1,46 abB

7 10,87 + 2,24 ¢B 3,50 £ 2,02 bA 391 + 1,02 bA

Letras mintsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas en el tiempo de almacenamiento por
el test de Tuckey (p<0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras por el test de

Tuckey (p=<0,05).

122



Tabla 4.16 Parametros de color a* y h,, de las muestras de manzanas cortadas durante el
almacenamiento a 15°C

Parametro Dias Muestras
MP C LP

L* 0 7470 £ 1,30 bA 74,67 = 1,28 bAB 75,54 1,06 bB
2 69,31 £ 286 A

7 67,57 £ 241 aB 63,35 = 345 aA 66,53 * 4,60 aAB

a* 0 -0,19 £ 0,41 aB -0,62 = 0,22 aA 0,74 = 0,25 aA
2 304 = 115 B

7 2,85 £ 0,91 bB 223 * 0,65 bB 0,78 =+ 1,18 bA

b* 0 1598 £ 1,73 aA 1525 = 1,58 aA 13,99 + 1,79 aA
2 23,75 £ 398 B

7 28,75 £ 2,68 cB 2524 = 2,02 bB 19,48 = 5,03 bA

Cab* 0 1546 £ 1,73 aA 1527 = 1,59 aA 14,01 = 1,80 aA
2 2395 £ 4,09 B

7 2890 £ 274 ¢B 25,35 + 2,06 bB 19,52 * 5,08 bA

h,;, 0 90,67 £ 1,51 bA 92,27 = 0,71 bB 9299 *= 0,74 bB
2 8291 = 147 A

7 84,42 + 1,46 aA 8498 = 1,19 aA 88,18 = 281 aB

DEab* 0 0,00 = 0,00 aA 1,89 * 0,81 aB 2,82 1,12 Ab
2 634 +* 1,69 B

7 1501 = 3,36 cB 15,54 = 3,69 bB 10,10 = 4,88 bA

Letras mintsculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas en el tiempo de almacenamiento por
el test de Tuckey (p<0,05). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre muestras por el test de
Tuckey (p<0,05).

Al dia 0, las muestras de manzanas frescas cortadas C y LP resultaron ligeramente mas claras
y verdes (mayor L* y h,,, menor a*) que las que no recibieron ningln tratamiento antioxidante
(Tabla 4.15 y 4.16). Si bien no hubo diferencias significativas, las muestras LP presentaron un tono
verde mads intenso que las C, lo cual se reflejé en un menor valor de a*. A su vez, se registr6 un
menor componente amarillo para las muestras LP a través del pardmetro b*, que resulté algo menor
que el de las muestras C y MP (Tablas 4.15 y 4.16).

Varios autores han observado, tras realizar un anélisis colorimétrico basado en el espacio de
color CIE L*a*b*, que un aumento del pardeamiento enzimatico en los trozos de manzana durante

el almacenamiento va acompainado de un aumento de los valores colorimétricos a* y b* y de una
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disminucién de los valores de luminosidad L*. La disminucién de los valores L* implica que
durante el pardeamiento la superficie de la manzana se oscurece, y a la vez su tono pasa a ser rojizo
y mads intenso, lo que se traduce en un aumento de las coordenadas de color a* y b* (Lu et al. 2007,
Lunadei y col. 2010, Piagentini y Pirovani, 2017, Sahu y col. 2019).

Después de una semana de almacenamiento a 5°C, las manzanas frescas cortadas LP y C
continuaron siendo mds claras y verdes que las MP, en las cuales se observd pardeamiento (fig.
4.32). Las muestras LP y C mantuvieron priacticamente sin variacion los valores de L* y hy, del dia
cero mientras que las muestras MP tuvieron una significativa reduccion de ambos parametros. El
parametro a* aumentd y su valor se hizo positivo en la muestras MP, lo que sefialé el componente
rojizo propio del pardeamiento. (Tabla 4.15). A la vez, las muestras C y LP elevaron el pardmetro a*
en valor absoluto manteniendo el signo negativo (Tabla 4.15), lo que signific6 que no se
desarrollaron tonos rojizos (Fig. 4.31). Por su parte, Alegre y col. (2010a) observaron un leve
aumento en el valor de L* en funcion del tiempo durante el almacenamiento refrigerado de
manzanas cortadas ‘Granny Smith’ enriquecidas L. rhamnosus GG y utilizando como antioxidante
Natureseal®. Con la misma variedad de manzana minimamente procesada con L. rhamnosus GG
incorporado, RoB3le y col. (2010a) determinaron que en el almacenamiento entre 2 y 4°C (10 dias),
los valores L* aumentaron hasta el dia 2 para mostrar luego una ligera disminucion. A su vez, los

valores de a* se mantuvieron negativos durante todo el almacenameinto, al igual que en esta tesis.
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Fig. 4.31 Cambios en el color de cubos de manzanas almacenados 7 dias a 5°C. (A) Sin tratamiento, muestras
MP; (B) tratados sélo con solucion antioxidante, muestras C; (C) tratados con solucién antioxidante donde se
incorporé L. plantarum 998, muestras LP.

Todas las muestras de manzanas frescas cortadas presentaron pardeamiento luego de 7 dias a
15°C (Fig. 4.32), en consecuencia, la luminosidad (L) y el dngulo de tono (h,) se redujeron
significativamente en todas ellas. Atn asi, las muestras LP presentaron el valor mds bajo del
pardmetro a*, correspondiente a la menor disminucién en la tonalidad verde deseable en manzanas
frescas cortadas ‘Granny Smith’ (tabla 4.15). La muestra LP también presentd, la menor diferencia

total del color (DE*ab) con respecto a la materia prima, luego de 7 dias tanto a 5°C como a 15°C.

125



Fig. 4.32 Cambios en el color de cubos de manzanas almacenados 7 dias a 15°C. (A) Sin tratamiento,
muestras MP; (B) tratados s6lo con solucion antioxidante, muestras C; (C) tratados con solucién antioxidante
donde se incorpord L. plantarum 998, muestras LP.

4.4.4 Determinacion de fenoles totales, capacidad antioxidante y vitamina C

Los compuestos fendlicos presentan grandes beneficios potenciales para la salud humana y
se encuentran como constituyentes principales de la capacidad antioxidante total de las frutas y
verduras.

La concentracién inicial de fenoles totales (CFT) fue mayor para la muestra LP, seguida de
la muestra control (C) y por dltimo los cubos de manzana sin tratamiento (MP). Coincidentemente,
en ese orden resultaron también los valores de capacidad antioxidante (CAQO) (Fig. 4.33, tablas 4.13 y

4.14).
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Figura 4.33 Concentracién de fenoles totales (CFT), de muestras de manzanas MP, C y LP al dia cero y
luego de 7 dias de almacenamiento a 5°C y 15°C.

Después de 7 dias, como se observa en la figura 4.33, disminuyé el contenido de compuestos
fendlicos en todas las muestras a ambas temperaturas de almacenamiento. A 5° C, el porcentaje de
retencion resultd similar para todas las muestras, promediando el 80%. Aun asi, el valor de los CFT
para las manzanas tratadas con el lactobacilo supero6 al valor de los cubos de manzana control en 70
mgAGE/kg (Tabla 4.15). Porcentajes de retencién similares determinaron Russo y col. (2014), en
pifia cortada fresca almacenada a 5°C durante 8 dias. En la fruta tratada con L. plantarum B2 result6
del 80%, seguido por el 74% en las tratadas con L. fermentum PBCC11.5 y finalmente por el 72%
alcanzado por las muestras control.

En cuanto a la Capacidad Antioxidante a 5°C, en el dia 7 se observa una mayor retencioén en
las muestras C (98%) y LP (77%) con valores superiores al doble del obtenido para las muestras MP
(Tabla 4.13 y Fig. 4.34). En el estudio de Russo y col. (2014), a diferencia de esta tesis, se
registraron aumentos de la CAO, que fueron del 28%, 17% y 11%; para las muestras control, para

las tratadas con L. plantarum B2 y las tratadas con L. fermentum PBCC11.5, respectivamente.
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Figura 4.34 Capacidad antioxidante de muestras de manzanas frescas cortadas MP, C y LP al dia cero y
luego de 7 dias de almacenamiento a 5°C y 15°C.

Al final del almacenamiento a 15°C, los CFT de las muestras C y LP promediaron los 300
mgAGE/kg, superando ampliamente los 190,57 mgAGE/kg de las muestras sin tratamiento (Tabla
4.14 y Fig. 4.34). Estos resultados se corresponden con la pérdida de Capacidad Antioxidante que
para las muestras MP fue de 97% mientras que para las muestras C fue de 50% y para las LP, de
55%. No obstante, el valor CAO de las manzanas LP super6 en 307,28 mg AA/kg a las muestras C
(Tabla 4.14 y Fig. 4.34).

En cuanto a los resultados obtenidos en las determinaciones de CFT y CAO a ambas
temperaturas para las muestras C y LP, debe considerarse la influencia ejercida por la solucién
antioxidante per se, la cual pudo haber contribuido a lograr una menor reduccién que la obtenida en
las manzanas cortadas sin ningin tratamiento. Plesoianu y col. (2021) determinaron que el
tratamiento de cubos de manzana con soluciones de acido citrico (2% p/v) y dcido ascérbico (0,5%
p/v) aumentd los niveles fendlicos totales en comparacion con las muestras sin tratar, después de dos

semanas a 8°C. Ademads, los valores de CFT de las muestras LP fueron superiores a los de las

128



muestras MP y en menor medida a los de las muestras C. Esto podria sefialar el efecto per se de L.
plantarum 998 sobre la concentraciéon de estos compuestos bioactivos Tabasco y col. (2011)
observaron que L. plantarum IFPL935 present6 una elevada actividad enzimdtica dirigida a la
hidrdlisis de polifenoles aislados de las pepitas de la uva, mediante la sintesis de enzimas
especificas: galloil-esterasa decarboxilasa y alcohol bencilico deshidrogenasa. Esta capacidad de L.
plantarum para metabolizar polifenoles podria deberse en gran parte a que esta especie se encuentra
habitualmente en productos de origen vegetal (Radzick y Klewicka, 2021) y podria explicar los

niveles significativamente mayores de CFT en las manzanas enriquecidas con L. plantarum 998.

En cuanto al contenido de Vitamina C, al dia cero, los cubos de manzanas sin tratamiento
presentaron un contenido de vitamina C significativamente menor que el de las muestras tratadas
con la solucion antioxidante (Fig. 4.35, Tabla 4.13 y 4.14). Este resultado es esperable ya que la
solucidn contiene acido ascorbico al 1% p/v en su composicion. Después de 7 dias a 5°C, la muestra
C retuvo mayor concentracion (97%) de vitamina C frente a las muestras LP (84%) y las muestras
MP (66%). Una mayor reduccion tuvo lugar a 15° C en todas las muestras pero fue la muestra LP la
que retuvo vitamina C en mayor porcentaje (64%), frente a las cubos de manzana sin tratar (49%) y

tratados con solucidn antioxidante (38%) (Fig. 4.34, Tabla 4.13 y 4.14).
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Figura 4.35 Contenido de Vitamina C de muestras de manzanas MP, C y LP al dia cero y luego de 7 dias de
almacenamiento a 5°C y 15°C.

Conclusiones parciales del andlisis de atributos de manzanas frescas cortadas enriquecidas con L.
plantarum 998.

En las manzanas enriquecidas con LP, durante el almacenamiento a 5 y a 15°C, el pH se
mantuvo estable y ligeramente inferior a las muestras sin tratamiento. En forma similar, los valores
de SS no experimentaron cambios importantes en el tiempo y se mantuvieron inferiores a los de las
muestras MP. La firmeza de las manzanas tratadas con el lactobacilo no presentd diferencias con las
demds al término de los 7 dias, a ambas temperaturas.

El tratamiento antioxidante evité el desarrollo de pardeamiento a 5°C y ademds en las
muestras LP se observaron manzanas mas claras y verdes después de 7 dias. Tanto a 5 como a 15°C
el enriquecimiento con LP permitié obtener manzanas con la menor diferencia total de color

(DE*ab) respecto al dia 0.
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En el almacenamiento a 5 y a 15°C disminuyé el contenido de fenoles totales de todas las
muestras aunque el de las manzanas LP se mantuvo superior al de las muestras sin tratamiento. Asi
también ocurrié con la capacidad antioxidante donde las muestras LP presentaron valores superiores
a los de las muestras MP y C, al término del almacenamiento.

A 5°C, las manzanas enriquecidas con LP retuvieron Vitamina C en porcentaje inferior a las
tratadas s6lo con solucién antioxidante. A 15°C, si bien existi06 mayor reduccién en todas las

muestras respecto a 5°C, las muestras LP retuvieron mds Vitamina C.
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4.5 INTERACCION ENTRE L. plantarum 998 Y LA MICROBIOTA NATIVA DE MANZANAS
FRESCAS CORTADAS

Se analizaron los efectos del tipo de muestra, del tiempo y de la temperatura de
almacenamiento sobre los distintos grupos microbianos, con el fin de encuadrarlos en tres enfoques
principales:

- El efecto exclusivo de la solucién antioxidante comparando las muestras MP y C.

- El efecto de la inclusion de L. plantarum 998, comparando las muestras C y LP.

- El efecto sinérgico de la solucion antioxidante mds el lactobacilo incorporado mediante la

comparacion de las muestras MP, C y LP.

4.5.1 Aerobios Mesdfilos Totales

Al dia 0 de conservacion, no existieron diferencias significativas entre los recuentos de las
muestras MP (3,29 log UFC/g) y los de las muestras C (3,51 log UFC/g). Se destaca una ligera
reduccién de la microbiota aerobia mesdfila en las muestras LP (1,85 log UFC/g) (Fig. 4.36). Esto
sefialarfa la influencia de LP ya que el efecto de la solucién antioxidante en el dia 0 no se observo al
no haber diferencias significativas entre las muestras MP y C. Como se trata del analisis
inmediatamente posterior al tratamiento de las manzanas, posiblemente, la presencia del lactobacilo
en alta concentracioén en la muestra pudo haber inhibido a los meséfilos naturales de la manzana en
las placas de recuento durante la incubacién a 30°C durante 48 hs para determinar su ndmero. Si
bien el medio de cultivo Agar para Recuento en Placa no brinda todos los nutrientes necesarios
como para el desarrollo 6ptimo de sus colonias, puede permanecer viable y ejercer su accidén

antagonista sobre la microbiota.
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Figura 4.36 Recuentos de Microorganismos Aerobios Mesdéfilos Totales, a los dias 0 y 7 de
almacenamiento a 5 y a 15 °C, para las muestras MP, C y LP de manzanas frescas cortadas. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05)

Transcurridos 7 dias a 5°C, todas las muestras experimentaron un aumento de la carga inicial
(MP: 69%, C: 33%, LP: 55%). Se evidencia la influencia de la solucién antioxidante por el menor
aumento de las muestras C. Aun asi, los niveles alcanzados en las muestras LP fueron similares a los
recuentos iniciales de las muestras MP y C (Fig. 4.36). Y si se tuviera en cuenta la situacién antes
mencionada para el recuento inicial de las muestras LP y se tomara como carga inicial para estas
muestras la de las muestras C, el aumento en la carga para las muestras LP seria s6lo del 20%.
Considerado asi, indicaria el efecto sinérgico de la inclusién de L. plantarum 998. Al término del
almacenamiento, todas las muestras mantuvieron sus recuentos por debajo del umbral de deterioro
de 6 log UFC/g.

Al final de la conservacién a 15°C, todas las muestras presentaron valores significativamente
mayores que los correspondientes a 5°C por efecto de la mayor temperatura de almacenamiento. Las
muestras MP presentaron recuentos que superaron en un 132% su carga inicial frente al aumento del

95% de las muestras C, las cuales no tuvieron diferencias significativas con las muestras LP. A esta
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temperatura, solo se evidencio el efecto de la solucién antioxidante a través del menor aumento de la
carga mesofila de las muestras C y LP (Fig. 4.36).

Zhao y col. (2020) conservaron a 4°C manzanas ‘Red Fuji’ peladas y cortadas, tratadas con
una solucién de Lactiplantibacillus plantarum BX62 y después de 7 dias observaron una reduccion
del 30% de la carga mesofila en comparacion a las muestras sin ningtin tratamiento donde hubo un
incremento del 25% (concentracion final de 3,3 log UFC/g, similar a la inicial de esta tesis) . Vale
aclarar que el reporte de este grupo microbiano no es comun en los trabajos similares a los de esta
tesis, que se centran mds en el antagonismo con los patdgenos, inoculados experimentalmente. Y de
lo escaso reportado existe mucha disparidad debido a la amplia variedad de medios y soluciones
empleadas para vehiculizar el cultivo protector y/o prevenir el pardeamiento, tiempo y temperaturas
de almacenamiento, cortes y acondicionamientos previos, asi como variedades de la materia prima

que pueden incidir en la determinacion de un grupo microbiano tan amplio.

4.5.2 Microorganismos Psicrétrofos

Este grupo microbiano no fue detectable en ninguna de las muestras al dia 0 (Fig. 4.37).
Después de 7 dias a 5°C, los recuentos de las muestras C mostraron el efecto de la solucion
antioxidante ya que resultaron un 22% mas bajos que los de las muestras MP pero, a su vez, las
muestras LP presentaron un valor promedio que fue 55% mads bajo que los de las muestras C. Esto
ultimo podria sefialar una accién antagonista sobre el grupo de microorganismos psicrétrofos debida
a la presencia de L. plantarum 998 (Fig.4.37). En el estudio de Zhao y col. (2020), la inclusién de L.
plantarum BX62 en el tratamiento de manzanas frescas cortadas no tuvo efecto sobre la carga
microbiana psicrétrofa ya que no se presentaron diferencias significativas entre la fruta tratada y no

tratada siendo en ambos casos el incremento tras 7dias a 5°C, de 96% y 102% respectivamente.
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Figura 4.37 Recuentos de Microorganismos Psicrétrofos, a los dias 0 y 7 de almacenamiento 5 y a 15 °C,
para las muestras de manzanas MP, C y LP. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

A 15°C, después de 7 dias, la carga de microorganismos psicrétrofos fue significativamente
mayor que a 5°C en las muestras MP y LP, mientras que los niveles en las muestras C fueron
similares a ambas temperaturas de almacenamiento (4,7 y 4,6 log UFC/g a 5° y 15°C,
respectivamente) (Fig. 4.37). Las muestras C presentaron al dia 7, recuentos inferiores a los de las
muestras MP en un 37%. Esto evidenci6 la influencia de la solucién antioxidante durante la
conservacion. Los niveles de psicrétrofos en muestras LP no mostraron diferencias significativas
con los de las muestras C (no se determina el efecto sinérgico del lactobacilo), pero adn asi, la
inclusion de L. plantarum 998 en el tratamiento de las manzanas frescas cortadas mantuvo el
recuento practicamente en 2 log UFC/g por debajo del correspondiente a las muestras sin ningun

tratamiento al cabo de 7 dias (Fig. 4.37).
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4.5.3 Mohos y levaduras

En el dia de inicio de la experiencia, los recuentos de mohos y levaduras resultaron
significativamente diferentes al comparar las muestras MP (2.06 log UFC/g) con las muestras C
(3.56 log UFC/g) y LP (1.85 log UFC/g) (Fig. 4.38). La composicién &acida de la solucién
antioxidante (4cido citrico y 4cido ascérbico al 1% p/v) asi como el pH de la fruta podrian haber
favorecido el desarrollo de levaduras en las muestras C. Plesoianu y col. (2022) han observado que
el tratamiento de manzanas frescas cortadas con acido ascorbico al 0.5% promovi6 el crecimiento de
levaduras durante el almacenamiento refrigerado.

Al cabo de 7 dias de almacenamiento refrigerado, los recuentos aumentaron en los tres
grupos de muestras. Sin embargo, la presencia de L. plantarum 998 en las muestras LP hizo que la
carga de mohos y levaduras (3 log UFC/g), se mantuviera por debajo de las correspondientes a las
muestras MP y C (4,6 y 4,4 log UFC/g, respectivamente) (Fig. 4.38). En el final de la conservacion
a 15°C, los recuentos de los tres tipos de muestras no difirieron significativamente entre si, y
superaron ampliamente su carga inicial acorde al aumento en la temperatura de almacenamiento,
con valores que sobrepasaron 6 log UFC/g en todas las muestras (Fig. 4.38).

Siroli y col. (2015) determinaron que la incorporacion de Lacticaseibacillus paracasei M3B6
a cubos de manzanas ‘Golden Delicious’ (tratadas con solucién antioxidante similar a la de esta
tesis), significo una reduccion de 1 log UFC/g de levaduras con respecto al resto de las muestras al
final de su conservacion (6°C, 16 dias). Por su parte, Zhao y col. (2020), en las mismas condiciones
de esta tesis en cuanto a tiempo y temperatura, no obtuvieron diferencias significativas entre

muestras de manzanas tratadas y no tratadas con L. plantarum BX62.
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Figura 4.38 Recuentos de Mohos y Levaduras, a los dias 0 y 7 de conservacion a 5 y a 15 °C, para las
muestras de manzanas MP, C y LP. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

4.5.4 Bacterias Acido Lacticas

Al dia cero, no se detectaron bacterias dcido lacticas (BAL) provenientes de la microbiota de
las manzanas en las muestras MP y C pero después de 7 dias, alcanzaron 4,5 log UFC/g en las
muestras C almacenadas a 15°C (Fig. 4.39). Es posible que el pH ligeramente més bajo de estas
muestras debido al tratamiento con la solucién antioxidante, haya favorecido el desarrollo de las
BAL existentes desde el inicio en estado viable pero no cultivable.

A 15°C, la carga de L. plantarum 998 presente en las muestras LP se mantuvo estable al
cabo de 7 dias de almacenamiento. En cambio, a 5°C disminuy6 significativamente (0,6 log UFC/g)
(p<0,05) pero atin asi su valor se mantuvo por encima de 6 log UFC/g (Fig. 4.39). Varios autores
refieren la estabilidad de las potenciales cepas protectoras a lo largo del almacenamiento,
principalmente refrigerado, ya que se trata de una condicién indispensable para su empleo en fruta

cortadas fresca. Speranza y col. (2018) hallaron una reduccién similar (0,5 log UFC/g) de L.
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plantarum c19 incorporado a rodajas de ‘Granny Smith’, después de 14 dias a 4°C. Mientras que en
cubos del mismo cultivar, tras 7 dias a 4°C, Rossi (2016) no observé variaciones significativas (0,1
log UFC/g) de una cepa de L. plantarum. A la misma temperatura de refrigeracién que la utilizada
en este estudio, se obtuvo una reduccién mayor (0,9 log UFC/g) de L. plantarum B12 en pifia

cortada almacenada 8 dias (Russo y col. 2014).
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Figura 4.39 Valores de recuento de Bacterias Acido Lacticas a los dfas 0 y 7 de su conservaciéona 5 y a 15°
C para las muestras MP, C y LP de manzanas frescas cortadas. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).

Mas alld de que en esta tesis se explore su funcionalidad como cultivo protector, como se ha
mencionado en la seccién 3.1, L. plantarum 998 es una cepa potencialmente probidtica (Zago y col.,
2011; Ferrando y col., 2016; Lavari y col. 2017). Con la idea de que su adicién a las manzanas
frescas cortadas pudiera cumplir un rol dual, como cultivo protector y probidtico, resulta deseable
que su incorporacion tenga en cuenta las concentraciones recomendadas para productos probioticos.

La Administraciéon de Medicamentos y Alimentos (FDA, Food and Drug Administration) de los

Estados Unidos de Norteamérica y la industria alimentaria en general, han tomado como indice una
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concentracién de 10° UFC/ ml 6 g (Boylston y col. 2004; Karimi y col. 2011, Tripathi y Giri 2014).
A su vez, la Asociacion Cientifica Internacional para Probidticos y Prebidticos (ISAPP, por sus
siglas en inglés), recomienda que la ingesta diaria de probidticos se encuadre entre 10° y 10° células
viables, lo cual implicaria un consumo diario de alrededor de 100g de un alimento que contenga
probidticos (Hill y col., 2014). En este contexto, si se consideraran como probidticas a las manzanas
frescas cortadas, la concentracién de L. plantarum 998 (> 6 log UFC/g) se mantuvo acorde a lo

recomendado hasta el final de su almacenamiento.

4.6. INTERACCION ENTRE L. plantarum 998 y S. Newport ITA S12 EN MANZANAS
FRESCAS CORTADAS.

Se eligié a L. plantarum 998 y S. Newport ITA S12 para realizar el ensayo en manzanas
minimamente procesadas, de acuerdo a las variables operativas y la metodologia descripta en los
incisos anteriores. S. Newport ITA S12 fue inoculada en cubos de manzanas frescas sin tratar (MP),
tratadas con solucién antioxidante de 4cido citrico y 4cido ascérbico al 1% p/v (C) o tratadas con
solucién antioxidante en donde se vehiculizé L. plantarum 998 (LP). Posteriormente los cubos de

manzana se conservaron a 5 y a 15°C durante 7 dias.

4.6.1 Estudio de la evolucion de S. Newport ITA S12 en manzanas frescas cortadas

enriquecidas con L. plantarum 998, almacenadas a 5°C y a 15°C.

Muestras MP+SN
A 5°C, la poblacion inicial de SN en las muestras sin ningin tratamiento (MP+SN) fue
disminuyendo hasta llegar al dia 7 con una reduccién de 1,41 log UFC/g con respecto al dia cero. Al

dia 2 se obtuvo el 57% de dicha reduccién ya que los valores correspondientes a los dias
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subsiguientes no presentaron diferencias significativas entre si (p<0,05) (Fig. 4.40 y 4.41, tabla
4.17). Con rodajas de manzanas del mismo cultivar, Rossi (2016) hall6 una reduccién similar (1,5
log UFC/g) de un mix de cepas de Salmonella tras 7 dias a 4°C y Alegre y col. (2010a), tras 9 dias a
5°C, registraron un descenso de Salmonella Michigan de 1 log UFC/ cilindro de manzana. He y col.
(2021) determinaron una reduccién menor (0,7 log UFC/g) a la de este estudio para el mismo
serotipo de esta tesis y para S. Typhimurium (0,6 log UFC/g) en cubos de manzanas ‘Royal Gala’,
almacenados 7 dias a 4°C. La supervivencia de Salmonella (Mezcla de 4 serotipos: Agona,
Michigan, Montevideo y Gaminara) en manzanas ‘Golden Delicious’ cortadas en rodajas fue
estudiada por Alegre y col. (2011), refiriendo una disminucién de s6lo 0,5 log UFC/g tras 28 dias a
5°C. Y en fresas minimamente procesadas pero con el mismo serotipo de esta tesis, Yin y col.
(2022) obtuvieron una reduccion de 1,9 log UFC/g de S. Newport durante el almacenamiento a 4°C
durante 7 dias.

Se observa aqui que el uso de una temperatura de refrigeracion de alrededor de 5°C
efectivamente inhibe el crecimiento y favorece la inactivacion de Salmonella, en especial para la
cepa utilizada en este estudio que experimentd un descenso muy cercano o algo mayor que el de
trabajos similares. Si se tiene en cuenta que la variedad de manzana utilizada en esta tesis, ‘Granny
Smith’, estd considerada entre las mds acidas (pH 3,31, Tabla 4.13), esto podria contar como un
factor adicional que explicaria el mayor descenso. Atn asi, se destaca que Alegre y col. (2010a) no
hallaron diferencias significativas en el crecimiento de distintos patégenos alimentarios en manzanas
‘Golden Delicious’ (pH 4,16), ‘Granny Smith’ (pH 3,32) y ‘Shampion’ (pH 4,44) recién cortadas y
almacenadas a 25 y a 5°C. A su vez, He y col. (2021) encontraron que S. Typhimurium y S.
Newport parecian sobrevivir mejor en tomate recién cortado (pH 4,38) y en melén (pH 6,73) que en
manzana recién cortada (pH 4,15) y en pepino (pH 6,40) tras 7 dias de almacenamiento a 4°C. Esto

sugiere que a la acidez de la fruta se sumarian otros factores de importancia que afectarian la
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supervivencia del patégeno en las frutas recién cortadas a temperaturas de refrigeracion. Entre esos
factores estdn los carbohidratos disponibles de los diferentes tipos de frutas frescas cortadas, los
cuales desempefian un papel importante para la adaptacion, el metabolismo y la supervivencia de las
bacterias. La respuesta transcriptomica (genes que han sido leidos/transcriptos a ARN) de S.
Newport en los vegetales mencionados fue estudiada por He y col. (2021) observando el alza de los
genes de la triosa-fosfato isomerasa (TPI) en el melén y el tomate, lo que sugiere la posibilidad de
utilizacién de vias alternativas de utilizacién del carbono ya que la TPI desempefia un papel
fundamental en la glucdlisis y la gluconeogénesis, el metabolismo de la fructosa y la manosa, asi
como el metabolismo del inositol fosfato, todos ellos importantes para la produccion eficiente de

energia en la célula bacteriana.
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Figura 4.40. Valores de recuento de S. Newport ITA S12 en los distintos grupos de muestras de manzanas
frescas cortadas conservadas a 5 y a 15°C. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre
los distintos dias para cada muestra.
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Tabla 4.17 Recuentos de S. Newport ITA S12 en las distintas muestras de manzanas frescas
cortadas almacenadas a 5 y a 15°C.

Tiempo S. Newport ITA S12 (UFC/g)

Muestra (dia)
5°C 15° C
0 6,2+0,2a 6,2+0,2b
MP+SN 2 5,440,1b 7.4+0.3a
4 5,1+0,1b 7,5+0,2a
7 4,8+0,3b 7,440,1a
0 5,540,0a 5,5+0,0b
C+SN 2 3,4+0,1b 3,7+0,1d
4 3,3+0,2b 5,12£0,0c
7 3,0+0,5b 6,1+0,0a
0 5,640,1a 5,640,1a
LP+SN 2 4,0+0,1b 4,0+0,0c
4 3,4+0,1c 4.4+0.1b
7 3,0£0.0c 5,7+0,0a

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) entre los
distintos dias para cada muestra por el test de Tukey.
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Figura 4.41 Variacién de los recuentos de S. Newport ITA S12 para cada dia de muestreo con respecto al dia
cero, en los distintas muestras de manzanas frescas cortadas conservadas a 5° C

Durante el almacenamiento a 15°C, al dia 2 se obtuvo el 98% del aumento total de la
poblacién de SN en las muestras MP+SN. Este aumento se mantuvo y totalizé los 1,2 log UFC/g al
finalizar la conservacion (Fig. 4.40 y 4.42, tabla 4.17). Incluso con temperaturas de abuso mds bajas
como 10°C y al cabo de 10 dias, Alegre y col. (2013) observaron que un mix de serotipos de
Salmonella (Agona, Michigan, Montevideo y Gaminara) aumentaron sus conteos en 1,5 log UFC/g
en cilindros de manzana ‘Golden Delicious’, un aumento similar al de esta tesis. Asi también, Luo y
col. (2014) registraron un aumento similar de S. enteritidis (1,3 log UFC/g) en rodajas de ‘Granny
Smith’ almacenadas a la misma temperatura durante 7 dias. Alegre y col. (2010a) determinaron
aumentos de alrededor de 1,3 log UFC/g no s6lo para S. Michigan sino también para una cepa no
patégena de E. coli O157:H7 (NCTC 12900), y un aumento de 2 log UFC/g para Listeria innocua
(subrogante de L. monocytogenes en el estudio) en cilindros de manzana ‘Golden Delicious’
almacenados a 10°C por 6 dias. Esta vez utilizando una mayor temperatura de abuso (20°C) y menor

tiempo de almacenamiento (72 horas), Luo y col. (2014) observaron aumentos en torno a 2 log
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UFC/g en rodajas de ‘Granny Smith’ tanto para S. enteritidis como para E. coli O157:H7 y para L.
monocytogenes.

De lo expuesto se destaca que tanto Salmonella como asi también otros patdgenos
alimentarios importantes como E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes pueden pasar de cinéticas
de inactivacion a cinéticas de crecimiento en la misma matriz alimentaria con incremento de pocos
grados centigrados en la temperatura de conservacion. De alli, la relevancia del control de este

parametro durante la vida util de frutas minimamente procesadas.
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Figura 4.42 Variacion de los recuentos de S. Newport ITA S12 para cada dia de muestreo con respecto al dia
cero, en los distintos grupos de muestras de manzanas frescas cortadas conservadas a 15° C.

Muestras C+SN
En las muestras tratadas sélo con soluciéon antioxidante (C+SN), SN experiment6 un
descenso de 0,7 log UFC/g al dia cero con respecto a las muestras MP+SN (Fig 4.40, tabla 4.17). Al

dia 2 a 5°C ocurri6 el descenso mayor magnitud (2,1 log UFC/g) ya que constituy6 el 83% del
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descenso total. Finalmente la disminucién de los recuentos totaliz6 los 2,5 log UFC/g al dia 7 (Fig.
4.41, tabla 4.17). A 15°C, al descenso inicial también le sigui6 el del dia 2 (1,8 log UFC/g) pero
luego prevalecié el efecto de la mayor temperatura de almacenamiento. Asi, SN aumentd
gradualmente hasta que al dia 7 llegé a superar en 0,6 log UFC/g su carga inicial (Fig 4.40 y 4.42).

Al dia 2 a 15°C, SN aument6 sus valores sélo en las muestras MP+SN mientras que a 5°C el
descenso de SN con respecto al dia 0 en las muestras MP+SN (13%) result6 significativamente
menor (p<0.05) que el determinado en las muestras C+SN (39%) y en las LP+SN (28%) (Tabla
4.17). Los descensos de los dias 0 y 2 a ambas temperaturas de almacenamiento, pueden indicar la
influencia del tratamiento con la solucién antioxidante sobre el crecimiento de SN.

Se han determinado efectos antibacterianos significativos del 4cido citrico al 1% y 2% p/v
para reducir la carga de E. coli O157:H7, S. Tiphymurium y Listeria innocua en manzanas rojas
enteras después de 10 min de contacto (Park y col. 2011). Audn asi, su efectividad es menor a la del
acido acético y acido lactico, tanto para inhibir la formaciéon de biofilms como para inhibir la
produccion de EPS (sustancias poliméricas extracelulares), de E. coli y Salmonella sp. aisladas de
frutas y hortalizas frescas (Amrutha y col. 2017). Por otro lado, algunos autores como Alegre y col.
(2010a) hallaron que los tratamientos de cilindros de manzana ‘Golden Delicious’ y ‘Granny Smith’
con 4cido ascorbico (2%) y NatureSeal (6%) en forma individual, no afectaron el crecimiento de E.

coli O157:H7, Salmonella Michigan y Listeria innocua.

Muestras LP+SN
SN descendi6 0,6 log UFC/g al dia cero en las muestras LP+SN con respecto a las muestras
sin ningln tratamiento. Al dia 2 a 5°C se produjo el 61% de la reduccion total a esta temperatura que

correspondi6 a 2,6 log UFC/g. Ambas reducciones resultaron similares lo observado en las muestras
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C+SN, indicando el efecto de la solucion antioxidante presente en ambas muestras. Sin embargo, los
valores de SN para los dias 4 y 7 resultaron significativamente inferiores al del dia 2, diferente a lo
ocurrido en las muestras C+SN (Fig. 4.40, tabla 4.17). Si se consideran las reducciones totales de
SN en las muestras, s6lo una diferencia de 0,1 log UFC/g se adjudicaria a la presencia del
lactobacilo a 5°C, y el mayor efecto protector se deberia a la solucién antioxidante y a la
temperatura. En rodajas de manzanas del mismo cultivar utilizado en esta tesis, almacenadas por el
mismo tiempo pero a 4°C, la presencia de L. plantarum (TISTR050) provocé una reduccion de 1,7
log UFC/g de un mix de 3 cepas de Salmonella (serotipos Enteritidis, Orangienburg y cepa NFPA
7100), mientras que en las muestras sin tratar fue de 1,5 log UFC/g (Rossi 2016). La diferencia
debida a la presencia del lactobacilo correspondi6 a solo 0,2 log UFC/g, valor similar al obtenido en
esta tesis a una temperatura 1°C mayor. En manzanas Golden Delicious cortadas y conservadas a
4°C por 7 dias se observo una reduccion de tan solo 0,5 log UFC/g de otra mezcla de serotipos de
Salmonella (Agona, Michigan, Montevideo y Gaminara) coinoculadas con una cepa de L.
rhamnosus GG, no difiriendo significativamente esta reduccion de las manzanas inoculadas con el
patogeno pero no tratadas con el lactobacilo (Alegre y col. 2011). El tratamiento tanto con L.
acidophilus LA-5 como con L. rhamnosus GG ATCC 53103 en peras cortadas almacenadas durante
10 dias a 5°C, no marcé diferencias significativas en los recuentos de Salmonella (mezcla de
serotipos Agona, Michigan, Montevideo, Gallinarum y Enteritidis) con el control, ni ambos con la
poblacién inicial (Iglesias y col. 2017).

Calix-Lara y col. (2014) no observaron diferencias significativas entre las poblaciones de una
mezcla de cinco serotipos de Salmonella (Agona, Anatum, Montevideo, Michigan y Saintpaul)
inoculadas en espinacas, a una concentracion de 4,0 log UFC/g almacenadas durante 12 dias a 7°C,
en presencia o ausencia de los componentes de LactiGuard TM (antimicrobiano alimentario

compuesto por bacterias 4cido lacticas). Pero, hallaron una diferencia significativa entre las mismas
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poblaciones de Salmonella inoculadas a una concentracién de 2,0 log UFC/g en presencia de los
constituyentes de LactiGuardTM. Esto sugiere que la eficacia de las bacterias 4cido l4cticas también
depende de la concentracién del microorganismo patégeno al que se enfrentan, a temperaturas de
refrigeracidn. En nuestro estudio, SN fue inoculada de forma de obtener cubos con una ca. de 6 log
UFC/g, lo que podria resultar elevado para una simulacién de contaminacidn.

En el almacenamiento de las muestras LP+SN a 15°C, SN disminuyé al dia 2 en igual
magnitud que a 5°C para posteriormente aumentar su carga por prevalencia del efecto de la
temperatura. Asi continud hasta alcanzar el dia 7 valores (5,7 log UFC/g) que no se diferenciaron
significativamente de su concentracion inicial (Fig. 4.40 y 4.42). En comparacion, las muestras
control C+SN al dia 7 presentaron poblaciones de SN significativamente mayores (6,1 log UFC/g)
respecto a su concentracion inicial (Fig. 4.40). Esto sefialaria un efecto protector adicional
proveniente de la presencia del lactobacilo. En gajos de manzanas rojas, Luo y col. (2014) no
registraron cambios en la poblacion inicial de S. enteritidis (CICC21482) coinoculada con L.
plantarum (NR_042394.1) durante 7 dias a 10°C mientras que en las muestras control mostraron un
aumento de 1 log UFC/g. Iglesias y col. (2017) refieren un aumento de 1,8 log UFC/g de la
poblacion de Salmonella coinoculada con L. rhamnosus GG ATCC 53103 en peras cortadas frente
al aumento de 3,8 UFC/g en las muestras control durante un almacenamiento de 48 hs a 20° C. A su
vez, Alegre y col. (2013) al estudiar la influencia de una bacteria no BAL (Pseudomonas graminis
CPA-7) como cultivo protector para rodajas de manzanas ‘Golden Delicious’, no observaron
diferencias en la poblacién de Salmonella entre el control y las muestras tratadas con el cultivo
protector a 5°C pero a 10°C se alcanzé la no deteccion de Salmonella frente al aumento de 1,5 log
UFC/g del control. Lo hasta aqui expuesto indicaria que, en el almacenamiento refrigerado, la
presencia de LP no constituyé un obsticulo significativo para sumarse a la baja temperatura y a la

solucién antioxidante en el objetivo de impedir el crecimiento o reducir las poblaciones de
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Salmonella. Pero, a temperatura de abuso, pudo determinarse un minimo efecto protector en las

muestras LP+SN debido a la presencia del lactobacilo.

4.6.2 Estudio de la evolucion de L. plantarum 998, en manzanas frescas cortadas inoculadas
con S. Newport ITA S12, almacenadas a 5° Cy a 15° C.

La evolucion de los recuentos de LP en las muestras LP+SN se muestran en la Fig. 4.43. A
5°C y para el dia 2, se observd una disminucién de 0,5 log UFC/g para luego mantenerse sin
variaciones significativas hasta el final de la conservacion. A 15°C, también al dia 2 hubo una
disminucién de 0,28 log UFC/g que tal como en el caso de 5°C pudo deberse a la influencia de la
solucién antioxidante sobre el lactobacilo. Posteriormente, prevalecié el efecto de la temperatura

con un aumento en los recuentos que culminé con valores similares al dia cero (Fig. 4.43).
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Figura 4.43 Valores de recuento de L. plantarum 998 en muestras de manzanas frescas cortadas, inoculadas
con S. Newport ITA S12 (muestras LP+SN) almacenadas a 5 y a 15° C. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).

La comparacion entre las muestras LP+SN con las muestras LP indica que la presencia de

SN no influyé en los recuentos de LP al término de la conservaciéon a 15°C (Fig.4.44). A 5°C no
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existe diferencia significativa (p>0.05) entre los valores de las muestras inoculadas o no con SN.
Ambas muestras difirieron significativamente (p<0,05) con respecto a sus valores de inicio pero
permanecieron por encima de los 6 Log UFC/g. Como ya se ha mencionado en el punto 4.5.4, es la
minima concentracién a mantener durante la vida util de los alimentos, necesaria para que las cepas
bacterianas potencialmente probidticas y/o protectoras puedan desarrollar con eficacia sus acciones
benéficas (Boylston y col. 2004; Karimi y col. 2011, Tripathi y Giri 2014). Durante la conservacién
a 4°C por 5 dias de rodajas de manzanas ‘Granny Smith’ tratadas con L. plantarum TISTR 050, la
presencia de cinco serotipos de Salmonella no modificé significativamente la poblacion del
lactobacilo con respecto a las muestras control (Rossi 2016), al igual que lo presentado en esta tesis.
Idéntica situacion refieren otros autores como Luo y col. (2014) con L. plantarum (NR_042394.1),
Iglesias y col. (2017) con L. rhamnosus GG ATCC 53103 y L. acidophilus LA-5y Yin y col. (2022)

con L. plantarum 42-3 en fresas frescas
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Figura 4.44 Valores de recuento de L. plantarum 998 en muestras de manzanas frescas cortadas con
(LP+SN) y sin inoculacién (LP) con S. Newport ITA S12 durante su conservacion a 5° C y a 15° C. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05).
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4.6.3 Correlacion del comportamiento de L. plantarum 998 y S Newport ITA S12 in vitro y en
manzanas frescas cortadas, almacenadas a Sy a 15°C.

El comportamiento de SN a 5 y a 15°C en cultivos puros y en cocultivo con LP se compar6
con el observado en manzanas frescas cortadas (Fig. 4.45). En manzanas sin ningin tratamiento
(MP+SN), la reduccion de los recuentos de SN luego de 7 dias (1.4 log UFC/g) a 5°C superé en 4.6
veces la reduccién obtenida en el cultivo control (0,3 log UFC/ml) utilizado para determinar las
cinéticas de interaccion (Fig. 4.45). La disminucion de la carga bacteriana por accion de la baja
temperatura podria haberse potenciado en las muestras MP+SN debido al bajo pH natural de las
manzanas. Esta condicion de la matriz alimentaria, a su vez, pudo haber impedido un mayor
aumento de la poblacién de SN a 15°C. Asi también, la mayor disponibilidad de nutrientes del
medio de cultivo pudo haber favorecido el crecimiento de SN in vitro, a la misma temperatura. El
aumento en manzanas sin tratamiento (1,2 log UFC/g), correspondié a aproximadamente un tercio

del aumento experimentado por el cultivo control (4 log UFC/ml) (Fig. 4.45).
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Figura 4.45. Variacion de los recuentos de S. Newport ITA S12, entre los dias Oy 7 de conservaciéna 5y a
15°C, in vitro y en muestras de manzanas frescas cortadas
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Cuando SN estuvo frente a LP se observé que la reduccion de sus recuentos a 5°C resultd
mayor en manzanas cortadas (2,6 log UFC/g) que en cocultivo con LP (0,2 log UFC/ml) (Fig 4.45).
Frente a esto, es conveniente aclarar que en las muestras de manzanas donde interaccionan SN y LP
se adiciona el efecto de la solucién antioxidante, necesaria para evitar el pardeamiento y en donde se
vehiculiza el lactobacilo para impregnar la fruta. En las manzanas cortadas tratadas con la solucién
antioxidante pero sin LP (muestras C+SN), la reduccién de SN fue de 2,5 log UFC/g. Al restar este
efecto (que también incluye el de la matriz alimentaria), se puede observar que la reducciéon de SN
en manzanas tratadas con LP (0,1 log UFC/g) se acerca mucho a la experimentada en cocultivo.

Por otro lado, SN en cocultivo con LP a 15°C, experiment6 un descenso de 3,9 log UFC/ml
frente al aumento de 0,1 log UFC/g en manzanas LP+SN (Fig. 4.45). Podria decirse que la accion
antagonista de LP no tuvo la contundencia del cocultivo pero teniendo en cuenta el aumento de 0,6
log UFC/g en las manzanas C+SN, LP logré impedir un mayor crecimiento de SN en la fruta
cortada fresca.

La supervivencia de LP se vio mds afectada por el uso de la temperatura de refrigeracion en
manzanas frescas cortadas que en los ensayos in vitro como lo muestran las reducciones de las
muestras LP (0,6 log UFC/g) y muestras LP+SN (0,9 log UFC/g) frente a las variaciones del cultivo
control y el cocultivo con SN (Fig. 4.46). Al aumentar la temperatura de conservacion, el
crecimiento de LP in vitro con (1,7 log UFC/ml) y sin presencia (1,4 log UFC/ml) de SN, se
contrapuso a los aumentos casi inexistentes de los recuentos de LP en manzanas inoculadas (0,1 log

UFC/g) o sin inocular (0,02 log UFC/g) con SN (Fig. 4.46).
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Figura 4.46 Variacion de los recuentos de L. plantarum 998, entre los dias 0 y 7 de conservaciéon a 5°C, in
vitro y en muestras de manzanas frescas cortadas

Finalmente, si se analiza el comportamiento conjunto de SN y LP en manzanas, en
conjunto y a lo largo de las experiencias a 5 y a 15° C, se pueden destacar los siguientes aspectos:
-El efecto inhibidor de la solucién antioxidante al dia 2 fue notorio para las poblaciones de

SN y de LP a ambas temperaturas de conservacion (Fig. 4.47 y 4.48).
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- En el dia 4, prevaleci6 el efecto de la temperatura ya que a 15°C los recuentos tanto de SN
como de LP aumentaron salvo SN en las muestras sin ningin tratamiento. El aumento fue mayor en
las muestras C+SN que en las LP+SN, lo que marcaria el inicio de la influencia de LP a esta
temperatura (Fig. 4.48). A 5°C ocurrieron descensos mds graduales de ambas poblaciones (Fig.
4.47).

- Al dia 7 a 5°C, continu6 el descenso de todas las poblaciones en las muestras a 5°C por
efecto de la baja temperatura de conservacion (Fig. 4.47). Por otro lado, a 15°C, la tendencia del dia
4 se mantuvo en las poblaciones de SN para lograr que la muestra LP+SN practicamente no superara
los niveles iniciales mientras que en las muestras C+SN se superaron en més de 0,5 log UFC/g. La
presencia de L. plantarum 998 pudo ejercer un efecto antagonista adicional sobre el crecimiento de
S. Newport ITA S12 segun lo analizado a 15°C. Esta situacion podria ser relevante para la inocuidad
de un alimento fresco, listo para consumir, expuesto a un ligero pero continuo abuso de temperatura
que favoreceria el desarrollo de algin eventual patdgeno que haya podido sortear las condiciones del

procesamiento y conservacion.
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5. CONCLUSIONES

Se demostrd la existencia de actividad antagonista in vitro por parte de los dos lactobacilos
potencialmente probidticos en estudio, Lactiplantibacillus plantarum 998 y Lactocaseibacillus
rhamnosus 64, sobre el crecimiento de tres bacterias indicadoras, relacionadas a la inocuidad de
alimentos: Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 15313 y Salmonella
Newport ITA S12. Dicha capacidad se basé principalmente en la producciéon de compuestos acidos.

La interaccion entre los lactobacilos y las bacterias indicadoras fue estudiada en cocultivos
almacenados a 5, 10 y 15°C. Las evoluciones de cada bacteria en cocultivo y cultivo control fueron
modeladas, pudiéndose determinar y comparar sus parametros cinéticos. La temperatura fue el
factor determinante para la supervivencia de las distintas poblaciones bacterianas a 5°C, ya que
practicamente no experimentaron variaciones durante el almacenamiento. A medida que aument6 la
temperatura (10 y 15°C), las cinéticas de inhibicion de las cepas indicadoras presentaron fases de
latencia con menor duracion, seguidas de fases de inactivacion que culminaron en la no deteccién de
las tres bacterias indicadoras a 15°C. La accion antagonista de los lactobacilos en cocultivo resulto
menos efectiva sobre L. monocytogenes ATCC 15313, la cual desarroll6 cinéticas de inhibicion de
crecimiento antes que cinéticas de inactivacion, tal como las desarrolladas principalmente por E.coli
ATCC 25922 y Salmonella Newport ITA S12. Todos estos comportamientos ocurrieron mas
tempranamente y con mayor frecuencia frente a L. plantarum 998. Salmonella Newport ITA S12
fue la bacteria indicadora mds rdpidamente inactivada por ambos lactobacilos a 10 y 15°C, en
particular por L. plantarum 998. Aunando estos resultados con el establecimiento de las variables
operativas, se decidi6 utilizar la dupla L. plantarum 998 - Salmonella Newport ITA S12 para llevar

a cabo los ensayos en manzanas frescas cortadas.
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El enriquecimiento de manzanas ‘Granny Smith’ frescas cortadas con L. plantarum 998
mostré un efecto beneficioso sobre el contenido de compuestos fendlicos, ya que mejord la
retencion de los mismos durante el almacenamiento a 5°C, en comparacion a las muestras tratadas
s6lo con solucién antioxidante y las que no recibieron ningin tratamiento. Ademds, las muestras
enriquecidas con el lactobacilo almacenadas 7 dias a 5°C, presentaron mayor retencién de vitamina
C, y a 15°C su contenido de vitamina C fue superior al de las muestras tratadas sélo con solucién
antioxidante y al de las que no recibieron ningin tratamiento. Como consecuencia, las muestras
enriquecidas con el L. plantarum 998 presentaron mayor capacidad antioxidante que el resto de las
muestras luego de 7 dias de almacenamiento a 5 y 15°C. Ademas, las manzanas ‘Granny Smith’
frescas cortadas, con la inclusion de L. plantarum 998, presentaron la menor diferencia total del
color con respecto a la materia prima luego del almacenamiento a Sy a 15°C.

L. plantarum 998 pudo sobrevivir en manzanas frescas cortadas almacenadas a 5 y a 15°C
durante 7 dias, con minima variacion de sus niveles y ejerciendo un mayor efecto inhibitorio sobre
la carga de microorganismos psicrotrofos que sobre la de aerobios mesoéfilos totales y mohos y
levaduras.

Durante la conservacion a 5°C, en presencia de L. plantarum 998, Salmonella Newport ITA
S12 redujo su poblacion en las muestras de manzanas en la misma magnitud que en las muestras
tratadas so6lo con la solucion antioxidante. Sin embargo, a 15° C, los niveles de Salmonella Newport
ITA S12 no sobrepasaron su carga original, situacion que si sucedi6 en las demds muestras no
enriquecidas con el lactobacilo.

Estos resultados promueven la incorporacién de L. plantarum 998 en frutas minimamente
procesadas como una excelente opcion de bioconservacion a sumarse en el procesamiento. Ademas
de su potencial accién probidtica ya establecida, durante la conservacion refrigerada incrementaria

el potencial saludable de las manzanas a través del aumento en la matriz alimentaria de compuestos
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fendlicos con una importante actividad antioxidante. A la vez, podria moderar el crecimiento de la
microbiota no deseable y contribuir a mantener la inocuidad del alimento, especialmente ante abusos

de temperatura.
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