TRABAJOS Revista FABICIB, Afio 1998, Volumen 2, pags. 9-13

Inhibicion de bacterias esporuladas aerobias por
frio y sorbhato de potasio *

Di Conza, José Alejandro; Vaccari, Maria Celia; Moragues, Liana; lacona, Valeria.

Catedra de Microbiologia General, Facultad de Bioquimica y Cs. Biolégicas. Universidad Nacional del Litoral, Ciudad Universitaria. CC 530.
(3000). Santa Fe. Argentina. Tel/Fax: 042-571142. E-mail: viacona@fbcb.unl edu.ar

RESUMEN: En este trabajo se estudia la inhibicion de bacterias esporuladas aerobias (contaminantes habituales de alimentos) por
accion del sorbato de polasio (SK) en concentracion de 0,5% y el frio (8°C). Se ensayaron 8 cepas de Bacillus aisladas de canales
de pollo. Para evaluar la inhibicién, se efectuaron contaminaciones experimentales sobre alas de pollo. Se determinaron los tiempos
necesarios para incrementar la poblacion microbiana inicial en un ciclo logaritmico en las distintas condiciones de trabajo.
Posteriormente, se calcularon los Indices de Inhibicion (1). Se observé una heterogeneidad en la respuesta de las distintas cepas de
Bacillus frente al SK. El frio presenté una inhibicién superior a la producida por el SK, pero los mejores resultados se obtuvieron al
evaluar su efecto en forma conjunta. Par lo tanto, para mejorar la calidad y vida Gtil del alimento, se recomienda la accién combinada
de estos conservadores, que permitirfa independizarse de la cepa que predomine,

SUMMARY: This work examines inhibition of aerobic sporulated bacteria (which usually contaminated foods) due to 0,5% potassium
sorbate (SK) and cold storage (8°C). Bacillus strains (8) were isolated from chicken carcasses. Chicken wings were experimentally
contaminated in order to evaluate inhibition. The time necessary for the initial microbial population to increase logarithmically under
different working conditions was also assessed. Afterwards, Inhibition Indices (1) were calculated. A heterogeneous response to SK
was oblained for different Bacillus strains. Cold storage produced an inhibitory effect stronger than that produced by SK, but the best
results were obtained when both effects were jointly evaluated. As aresult, a combination of both preservative methods is recommended

in order to improve food quality and self life , regardless of the predominant strain.

Introduccion

Existen numerosos trabajos que recomiendan
el uso de sorbato de potasio (SK) para prolongar la
vida util de productos cérnicos (vacunos, aves y
pescado)(1-4).

Se ha demostrado que el SK ademds de actuar
sobre hongos y levaduras, inhibe el crecimiento de
bacterias Gram negativas y Gram positivas, espe-
cialmente de aquellas que son catalasa positiva,
dado que se une covalentemente con los grupos
sulfhidrilos de esta enzima (1, 3 - 6).

El uso de este aditivo antimicrobiano no solo
mejora la calidad microbioldgica de estos alimen-
tos, sino que ademas reduce el riesgo de contami-
nacion con microorganismos patégenos (7).

Pocos son los estudios del efecto del SK sobre
las bacterias esporuladas que también contaminan
las carnes, contribuyen a su alteracion y aumentan
elriesgo de Enfermedades Transmitidas por Alimen-
tos (ETA) (8).

En este trabajo se evalia la conveniencia de
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usar SK, ademds de la accion del frio, para conser-
var canales de pollo y productos derivados frente al
deterioro producido por las bacterias esporuladas
aerobias.

Para tal fin se ensayaron cepas potencialmen-
te toxicogénicas del Género Bacillus aisladas de
canales de pollo, hallando el indice de inhibicién por
SKy por frio para cada una de ellas.

Materiales y métodos
Procedencia de las cepas

Se ensayaron 8 cepas de Bacillus: 2 de B.
cereus, 3 de B. licheniformis, 1 de B. megaterium
y 2 de B. subtilis.

Las mismas se aislaron de canales de pollo,
se ubicaron taxondmicamente mediante las claves
de identificacion (9, 10) y se conservaron por el
método de absorcién en silica gel anhidra.

Cosecha de esporos

Las cepas se reactivaron suspendiendo 2 0 3
granallas del conservado en silica gel en 5 ml de
Caldo Soya Tripticasa (CST) o Caldo Infusion Cere-
bro Corazén (BHI). Se incub6 a 30°C por 24 - 48
hs. (hasta observar desarrollo abundante).



Luego de dos repiques sucesivos de la cepa
en estudio, se preparo el inéculo en 5 ml de CST o
BHI, incub&ndolo 24 hs. a 30°C.

Con el mismo se sembr6 una botella Roux
conteniendo Agar para Esporulacion (Agar Nutritivo
+ MnS04 0,05% y MgS04 0,05%) y se incub6 a
30°C durante 7 a 10 dias. Posteriormente se recu-
peraron los esporos con buffer fosfato 0,1M pH =
6,8. Se lavaron 3 veces con el mismo buffer centri-
fugando alternadamente 15 minutos a 3500 rpm.
Luego se indujo la lisis de las células vegetativas
manteniéndolas en suspension en el mismo buffer
por 48 — 72 hs. a 30°C. Finalmente se lavaron
nuevamente 3 veces respetando las condiciones
anteriores (11). La concentracion de espgrus 005?
chada estuvo comprendida entre 10
UFC/ml.

Los esporos asi obtenidos se conservaron en
el buffer fosfato a 4°C durante no mas de un mes.

Contaminacion Experimental

Se realiz6 sobre presas de pollo (alas) adqui-
ridas en el comercio. Las mismas se lavaron con
agua destilada estéril y se sumergieron en una
suspension de esporos de concentracion conocida.

Previamente a la contaminacion experimental,
los esporos se sometieron a un choque térmico
(80°C durante 10 minutos) a fin de eliminar las
células vegetativas que pudieron haber quedado y
a1c!ivar los esporos para facilitar su crecimiento
(12).

Segun lo informado por otros investigadores,
las canales de pollo sumergidas en SK al 5% durante
5 minutos, presentan un nivel de SK residual menor
que el valor maximo permitido por el Cédigo Broma-
tolégico Argentino (0,4%) en alimentos (13).

En base a estos estudios y a ensayos previos,
se eligié una concentracion de SK diez veces menor,
afin de preservar la mayor inocuidad del alimento.

La eleccion del pH 4,8 se debi6 a su cercania
al pKa del acido sorbico, para asi trabajar con la
mayor actividad antimicrobiana (forma no disocia-
da) (6, 14, 15),

Tratamiento de las muestras contaminadas

Las mismas se sumergiberon durante 5 minu-
tos en una suspension de 10” esporos/ml de agua
destilada estéril (para la muestra control) o por mi
de solucion de SK 9,5% llevado a pH = 4,8 con
acido acético glacial (para la muestra tratada).

Transcurridos 5 minutos de contacto, las alas
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fueron escurridas durante 10 segundos y transferi-
das a sendos recipientes estériles, almacenandolas
a dos temperaturas diferentes: 20°C y 8°C.

Evolucion del crecimiento

Se obtuvieron curvas de crecimiento realizan-
do recuentos sucesivos durante periodos de tiempo
predeterminados para las diferentes condiciones de
trabajo.

Se utilizaron dos presas de pollo para cada
tiempo. Se realizaron diluciones decimales en agua
de peptona al 0,1%. A su vez cada dilucion se
plaqued por duplicado.

Se empled el método de recuento en placa por
vertido utilizando APC mas 0,1% de almidén. Se
incub6 a 30°C durante 24 — 48 hs.

Determinacion de la Actividad Inhibitoria

A partir de las curvas de crecimiento se calcu-
16 el Indice de Inhibicion (I) utilizando la siguiente
formula (2, 3):

[ =1 - (/)

Donde t; y & son los tiempos necesarios para
incrementar la poblacion microbiana inicial en un
ciclo logaritmico para la muestra control y la tratada
respectivamente.

De acuerdo a las condiciones de trabajo apli-
cadas, se obtuvieron cuatro curvas de crecimiento
para cada microorganismo ensayado. De las mis-
mas se hallaron los siguientes tiempos:

t1 = tiempe necesario para incrementar la
poblacién microbiana inicial en un ciclo logaritmico
en la muestra control conservada a 20°C.

12 = idem a t1 con la muestra tratada con SK
0,5% pH = 4,8,

t3 = idem a t1 con la muestra conservada a
8°C.

t4 = idem a t3 con la muestra tratada con SK
0,5%pH = 4,8.

Por (ltimo, los indices de Inhibicion (1) estu-
diados fueron:

| debido al SK: (Is) = 1 - (t1/t2)

| debido a la refrigeracion: (Ir) = 1 - (t1/13)

| debido a la accién conjunta del SK y el frio:

(Ie) = 1 - (t1/t4)

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaron estadisti-
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camente con el software SPSS VER: 6.1.3/95. Se
realizé analisis de regresion lineal y correlacion
entre cada par de variables; siendo la variable inde-
pendiente el Tiempo y la variable dependiente el
Logaritmo de UFC/ml (16).

Resultados y discusitn

En la Tabla 1 se muestran los tiempos necesa-
rios para incrementar la poblacién microbianainicial
en un ciclo logaritmico. Para hallar estos tiempos,
se linealizd la fase exponencial de las curvas de
crecimiento. Dichas rectas se obtuvieron aplicando

1

andlisis estadistico de regresion lineal donde todos
los coeficientes de correlacién (r) resultaron entre
0,929 y 0,995 y significativos al 5%. Ademas, los
p-value asociados a la estimacion de la pendiente y
los p-exacto asociados al estadistico F de la tabla
de %NOVA resultaron, en todos los casos, menor a
107

Al analizar estos tiempos se observa latenden-
cia de inhibicion, donde los microorganismos trata-
dos solamente con SK (t2) necesitan tiempos me-
nores para multiplicarse que los tratados con frio
(13) y estos atin menos que los tratados con SK mas
frio (t4).

Tabla 1. Tiempos necesarios para incrementar la poblacién microbiana inicial en un ciclo logaritmico.

Cepa {1 (min) 12 {min) 13 (min) t4 (min)

B. cereus 1 136 227 512 848

B. cereus 2 306 787 1089 1612

B. licheniformis 1 367 477 1018 1858
B. licheniformis 2 210 671 822 2919
B. licheniformis 3 177 576 942 3052
B. megaterium 466 524 705 2038
B. subtilis 1 438 555 1264 2157

B. subtilis 2 245 411 441 850

t = tiempo necesario para incrementar la poblacion microbiana inicial en un ciclo logaritmico.
t1 = muestra control conservada a 20°C, t2 = muestra tratada con SK 0,5% pH 4,8 conservada a 20°C, t3 =
muestra conservada a 8°C y t4 = muestra tratada con SK 0,5% pH 4,8 conservada a 8°C.

Los Indices de Inhibicion (1) para los distintos
parametros evaluados se muestran en la TABLA 2 y
en el GRAFICO 1. EI SK como Gnico agente conser-
vador muestra una accion inhibitoria (Is) muy varia-
ble. Este efecto se observa, no solo entre una
especie y ofra del Género Baciflus, sino también
entre cepas de la misma especie. Si bien, la refrige-
racion (Ir) produce una inhibicién superior a la del
SK en todas las cepas, estos Indices también varian
considerablemente. Sin embargo, al analizar la ac-
cion conjunta del SK vy el frio (Ic), se observa la
presencia de | ain mayores y mas homogéneos.

Si bien otros investigadores trabajan con célu-
las vegetativas de distintos grupos bacterianos y

con otros valores de Temperatura de almacena-
miento, pH y Concentracién de SK, coinciden en el
comportamiento heterogéneo de inhibicion del SK
sobre los microorganismos estudiados (2 - 4). Con
respecto a los endosporos bacterianos, esta hete-
rogeneidad en la resistencia al antimicrobiano esta-
ria ademas afectada por la mayor o menor permea-
bilidad de las envolturas que rodean al core (17).

Se comparte el hecho de que una ininterrum-
pida cadena de frio ayuda a mantener al alimento en
dptimas condiciones microbiol6gicas (4, 13), com-
probado especificamente en este trabajo para dis-
tintas especies contaminantes pertenecientes al
Género Bacillus.
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Tabla 2. Indices de Inhibicién para los distintos pardmetros analizados.

Cepa Is (%) Ir {%) Ic (%)

B. cereus 1 40.1 734 84.0
B. cereus 2 61.2 718 81.0

B, licheniformis 1 231 63.9 80.3
B. licheniformis 2 68.7 744 92.8
8. licheniformis 3 69.3 81.2 942
B. megaterium 11.1 33.9 771
8. subtitis 1 211 65.4 79.7

B. subtifis 2 404 444 71.2

Is = Indices de Inhibicion debido al SK (0,5%), Ir = Indices de Inhibicion debido a la refrigeracion (8°C), Ic = Indices de Inhibicion debido

a la accidn conjunta del SK y el frio.

Grafico 1. Indices de Inhibicion para los distintos pardmetros analizados.

Porcentaje de inhibicion
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Is: Indice de Inhibicién por tratamiento con SK.
Ir: Indice de Inhibicién por tratamiento con frio.
Ic: Indice de Inhibicién por tratamiento combinado de SK ms frio.
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Conclusién

El tratamiento de las carnes con SK o con
refrigeracion produciria una inhibicién de esporos
de Bacillus condicionada a la cepay a la especie de
£sporos presente.

Sin embargo, se podria minimizar en gran
parte esta dependencia si el efecto del SK se com-
plementa con una adecuada e ininterrumpida cade-
na de frio.

El resultado de esta accion conjunta no res-
ponde a un efecto sumativo ni sinérgico, excepto en
el B. megaterium donde podria existir una accion
sinérgica.

Dado que no debe desestimarse la probable
presencia de endosporos particularmente resisten-
tes a la inhibicion por este antimicrobiano, es fun-
damental aplicar durante el procesamiento de los
alimentos, Codigos de Buenas Préacticas de Elabo-
racion y el Programa de Andlisis de Riesgo y Control
de Puntos Criticos (Hazard Analysis Critical Control
Point, HACCP).
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