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Capitulo 1

INTRODUCCION

Los fosfatos son aditivos muy utilizados en la industria alimenticia (principalmente en
la industria carnica y lactea) que se agregan con el objetivo de mejorar algunas propiedades
funcionales de estos productos tales como proteger el sabor del alimento, aumentar el
rendimiento como consecuencia de la capacidad de retener agua, estabilizar las emulsiones
y dispersar proteinas. Son compuestos reconocidos como seguros (GRAS, Generally
Reconigzed As Safe) y, si bien algunas actividades antimicrobianas, en general, y de
inhibicion de microorganismos esporulados (Bacillus y Clostridium) en particular, han sido
reportadas, los fosfatos no son utilizados, hasta el momento, con el fin de inhibir
microorganismos.

Los polifosfatos son polianiones fuertemente cargados negativamente, los cuales
forman complejos con cationes metalicos y con macromoléculas cargadas positivamente,
tales como proteinas. Un alto nimero de estos compuestos, que varian desde pirofosfatos
a hexametafosfatos (con longitudes de cadena de mas de 10 grupos fosfato), se utilizan
comunmente en alimentos. Estos compuestos y sus estructuras quimicas se muestran en
la Tabla 1. Los fosfatos de cadena lineal tienen la capacidad de formar complejos mucho
mas estables con cationes polivalentes que los fosfatos de estructura de anillo ya que, estos
ultimos, no son capaces estéricamente de asumir todas las configuraciones posibles (Shelef

y Seiter, 2005).
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Tabla 1- Fosfatos utilizados en alimentos (Shelef y Seiter, 2005)

Compound Formula MW Structure
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1. Usos de fosfatos como aditivos en la industria de alimentos (Molins, 1991)

1.1- Acomplejantes de iones metalicos: Los fosfatos son capaces de actuar como
intercambiadores de iones y, de este modo, formar complejos solubles con iones
polivalentes, participando en las operaciones de procesamiento de alimentos. Una de las
principales ventajas en el uso de fosfatos para acomplejar iones importantes
nutricionalmente (calcio, magnesio, hierro) es que, aunque se encuentran acomplejados,
estos iones pueden aun ser absorbidos a través de la pared intestinal y pueden ser
utilizados por el organismo. Los tratamientos de agua usados en el procesamiento de
alimentos es una importante aplicacion de la capacidad metal-complejo de los fosfatos,
dado que los constituyentes minerales a menudo presentes en las aguas naturales pueden
tener efectos devastadores en estos procesos.

Otras funciones de los fosfatos en este tipo de agua es la prevencion de los depdsitos
de “piedra de leche” en equipos de uso diario, reduciendo la corrosion y costra en equipos
de procesamiento y calentamiento, y la estabilizacién del hierro disuelto para prevenir la
formacion de “agua roja”.

1.2- Estabilizadores del pH (capacidad buffer): pueden ser usados para mantener
el pH optimo requerido para el procesamiento y estabilizacion de un alimento.

1.3- Dispersores de los constituyentes de alimentos: tienen la capacidad de
promover la dispersion de constituyentes de alimentos relativamente insolubles, tales como
las proteinas en leche concentrada y pasteurizada, y quesos procesados. Mediante el
agregado de fosfatos se produce el intercambio iénico del calcio que mantiene unida la red
proteica de paracaseinato en el queso, por sodio, formandose estructuras de paracaseinato

de sodio, que son facilmente dispersables.
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1.4- Emulsificantes: tienen la capacidad de estabilizar emulsiones, como se

muestra en la Fig. 1.

Efecto de las sales para JOHA®

emulsion

Fig. 1: Fosfatos como emulsificantes

1.5- Suplementadores de minerales: fosfatos de calcio, hierro, sodio y potasio son
usados para mejorar las propiedades nutricionales de algunos alimentos (por ejemplo,
productos de cereales, harinas, etc.).

1.6- Preservadores de alimentos: los fosfatos, y especialmente los polifosfatos,
pueden ser usados para prevenir o retardar la oxidacion de grasas insaturadas en sistemas
de alimentos humedos y para inhibir el crecimiento de algunos de los microorganismos
involucrados en el deterioro de los mismos. Generalmente, estas funciones se deben a la
habilidad de los fosfatos para acomplejar iones metalicos esenciales para la oxidacion de

las grasas o el deterioro microbiano.
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1.7- Antimicrobianos: esta propiedad de los (poli) fosfatos también se ha reportado
en la bibliografia. Algunos estudios relacionan esta actividad antimicrobiana con la
capacidad que tienen estas sustancias de acomplejar cationes divalentes (Jen y Shelef,
1986; Knabel y col., 1991; Lee y col., 1994a, 1994b, 1994c), esenciales para mantener la
estructura celular de los microorganismos. También se ha comprobado que las bacterias
Gram- positivas son mas sensibles que las Gram- negativas a la presencia de estos
compuestos (Molins y col., 1984; Rajkowski y col., 1994; Loessner y col., 1997; Shelef y
Seiter, 2005; Suarez y col., 2007b) y se ha probado que poseen una importante actividad
contra microorganismos esporulados (Sofos y Busta, 1980; Nelson y col., 1983; Sofos,
1986; Eckner y col., 1994; Loessner y col., 1997; Maier y col., 1999; Akhtar y col., 2008;
Oliveira y col., 2016). Sin embargo, las aplicaciones concretas en la industria de alimentos

como antimicrobianos son practicamente inexistentes.
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2. Efectos del agregado de fosfatos a productos lacteos

Los fosfatos, especialmente el ortofosfato de calcio, estan intimamente involucrados
en la formacion y estabilidad de las micelas de caseina, las cuales otorgan la apariencia
blanca opaca de la leche. Por otra parte, esta bien reportado que los efectos de adicionar
fosfatos a la leche incluyen la precipitacion de la caseina, debido al acomplejamiento de los
iones calcio presentes en la estructura de la micela. Los fosfatos, especialmente
polifosfatos, interaccionan significativamente con las proteinas de leche. La caseina actua
como un ién polivalente, que puede sufrir reacciones de intercambio de iones. Esto resulta
en una reduccion en los niveles de iones de calcio libres y un incremento en el nivel de
calcio coloidal cuando se adicionan los fosfatos. El calcio y el fosfato que desaparecen de
la solucién, aparecen como complejo fosfato-calcio-caseina coloidal. Dependiendo de la
naturaleza de los mismos (ortofosfatos, pirofosfatos y polifosfatos de cadena larga) difieren
en relacidn a la manera de reaccionar con la caseina. La adicion de pequefas cantidades
(entre 1 y 15 mM) de ortofosfatos en leche produce pequenos cambios en la viscosidad de
la misma. Ademas, la adicién de ortofosfato en concentraciones entre 0,140 M y 0,225 M
podria producir gelificacion. La velocidad de gelificacion es directamente proporcional al
nivel de fosfato presente y aumenta en funcién de la concentracién del ién calcio y del nivel
de sdlidos no grasos en leche. Por su parte, la caseina es precipitada por los pirofosfatos
en forma de gel grueso. La carga negativa del anion pirofosfato neutraliza la carga positiva
de la caseina a valores de pH normales existentes en leche. La reduccidn resultante de
esta carga neta causa la precipitacion de la caseina de idéntica manera como lo haria en
su punto isoeléctrico. El calentamiento de la leche tratada con pirofosfatos elimina los

efectos gelificantes. El pirofosfato no precipita la B-lactoglobulina soluble bajo estas
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condiciones, pero los polifosfatos de cadena larga precipitan tanto la caseina como la 3-
lactoglobulina. De acuerdo a todo esto, los polifosfatos son conocidos, generalmente, como

agentes precipitantes de proteinas.
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3. Fosfatos como inhibidores del desarrollo de grupos microbianos de interés en
alimentos

Como se ha mencionado anteriormente, si bien la capacidad de los fosfatos de inhibir
el crecimiento microbiano y controlar la germinacion de esporos (tanto bacterianos como
fungicos) ha sido reportada en publicaciones cientificas, hasta el momento estos
compuestos no han sido clasificados o aprobados para su uso exclusivo como
conservantes, agentes antimicrobianos u otra denominacion similar que se relacione con
estas propiedades.

3.1- Fosfatos como inhibidores del crecimiento bacteriano (y de germinacién
de esporos)

El primer estudio encontrado en relacion a este tema data del afo 1963, cuando Post
y col. ensayaron la capacidad de inhibir el crecimiento de distintas especies de bacterias
por parte del hexametafosfato de sodio. La mayoria de las bacterias Gram- positivas
(Bacillus spp. y Staphylococcus aureus) estudiadas, fueron inhibidas con el uso de una
concentracion del 0,1 % de dicho fosfato, mientras que ninguna bacteria Gram- negativa lo
fue e incluso algunas (Eschericchia coli, Shigella spp., Salmonella spp.) lograron desarrollar
con hasta concentraciones del 10 %. Resultados similares fueron reportados por Molins y
col. (1984), quienes estudiaron la capacidad antimicrobiana de cuatro tipos de fosfatos
(pirofosfato acido de sodio, polifosfato de sodio soluble, pirofosfato tetrasédico y
tripolifosfato de sodio), frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
thyphimurium, Staphylococcus aureus Z88 y 2 cultivos lacticos mesofilos, en una

concentracion de 0,5 %.
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Jen and Shelef (1986), estudiaron el efecto inhibitorio de distintos tipos de fosfatos
(pirofosfato acido de sodio, pirofosfato de tetrasodio, tripolifosfato de sodio, tetrametafosfato
de sodio y hexametafosfato de sodio, con n= 13, 15y 21 siendo n= unidades de fosfato) en
la inhibicion de Staphylococcus aureus 196E. Ademas, también ensayaron la adicion de
metales divalentes para estudiar el mecanismo de inhibicion. Los resultados informados
demostraron que el microorganismo fue sensible (en orden decreciente) a los polifosfatos
de cadena con 21, 3, 13 y 15 grupos fosfato, observandose un efecto bactericida a una
concentracion de 0,5 % de estos compuestos. No se report6 inhibicion con los pirofosfatos
ni con el tetrametafosfato de sodio. Los efectos inhibitorios fueron pH dependientes y la
sensibilidad bacteriana fue mayor a pH superiores a 7,4. El agregado al medio de cationes
Mg?* resultd efectivo en la reversion de la inhibicion por 0,5 % de tripolifosfato de sodio y
un agregado de 0,25 a 1,0 mM del catién restauré completamente el crecimiento bacteriano.
La inhibicion fue parcialmente evitada con el agregado de Ca?* y Fe3*, pero no con Zn?* o
Mn2*,

Estudios similares fueron realizados por Knabel y col. (1991), quienes profundizaron
sobre el efecto del agregado de distintos cationes metalicos, esenciales para el desarrollo
celular, sobre la capacidad de inhibicién de cinco tipos de fosfatos (fosfato monosaddico,
pirofosfato de sodio, tripolifosfato de sodio, hexametafosfato de sodio y pirofosfato acido de
sodio) en el crecimiento de cuatro bacterias Gram- negativas (Salmonella typhimurium
ATCC 13311, Yersinia enterocolitica ATCC 23715, Aeromonas hydrophila ATCC 7965 y
Pseudomonas fluorescens ATCC 949) y cuatro Gram- positivas (Bacillus cereus TO03,
Staphylococcus aureus Z88, Listeria monocytogenes Scott A y Lactobacillus L-l). Los

resultados demostraron que las cuatro bacterias Gram- positivas fueron inhibidas
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completamente por los polifosfatos alcalinos en una concentracion del 1%, mientras que las
Gram- negativas no lo fueron. Sin embargo, grandes diferencias se obtuvieron dependiendo
del cation adicionado, del polifosfato utilizado y de la bacteria inhibida. En este sentido se
verificd que el agregado de Mg?* estimuld el crecimiento de Bacillus cereus en presencia
de pirofosfato de tretrasodio, mientras que el Mn?* lo hizo en el crecimiento de S. aureus'y
Listeria monocytogenes, en medio conteniendo 1 % del mismo fosfato.

Por su parte, Zaika y Kim (1993) estudiaron el efecto del agregado de tres
polifosfatos de sodio comerciales (con longitud de cadena de 6, 13 y 21 grupos fosfato), en
el crecimiento de Listeria monocytogenes Scott A, en concentraciones de hasta 2,0 %. Los
compuestos con 13 y 21 unidades inhibieron mucho mas el crecimiento en relacién al de 6
grupos fosfato, independientemente de la temperatura. Este trabajo demuestra que, a 10
°C, el agregado de 0,3 % de alguno de los compuestos mas pesados aumenté la fase lag
de crecimiento de la bacteria de 22 h a 197 h, y no se observé crecimiento después de 40
d cuando la concentracién de los mismos fue del 2,0 %. En un estudio posterior del mismo
grupo (Zaika y col., 1997) se demostré que concentraciones de 0,5 % de polifosfatos
(longitud media de cadena= 13) aumentaban dicha fase lag de desarrollo de Listeria
monocytogenes Scott A en medio de cultivo y que la adicion de cationes polivalentes (Ca?*,
Mg?*, Mn?*) en concentraciones variables, revirti6 completamente el efecto inhibidor del
fosfato. Ademas, se pudo comprobar que, en matrices con alta concentracion de estos

cationes, la adicion de fosfato no modifico la velocidad de crecimiento celular.
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Rajkowski y col. (1994) obtuvieron resultados diversos a los informados por Jen y
Shelef (1986) y Zaika y Kim (1993), cuando ensayaron el efecto de concentraciones de 0,5
% y 1,0 % de hexametafosfato de sodio (n= 13) en Listeria monocytogenes Scott A y
Staphylococcus aureus 196E, pero usando como matriz leche UHT. Ellos observaron que,
en esta matriz, los parametros de crecimiento no se veian modificados por el agregado de
fosfatos en ese rango de concentracion. Los autores relacionaron la falta de inhibicién con
el contenido de cationes divalentes presentes en la leche, lo que condice con lo observado
luego por Zaika y col. (1997).

Por su parte, Lee y col. (1994a) estudiaron el efecto de cinco fosfatos (pirofosfato
tetrasddico, tripolifosfato de sodio, pirofosfato acido de sodio, polifosfato de sodio glacial
(n= 20) y hexametafosfato de sodio) sobre cepas de S. aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas fluorescens, en caldo de cultivo y medio carne. Los resultados acordaron
con los obtenidos por los autores anteriores, ya que los valores de las Concentraciones
Inhibitorias Minimas (CIMs) para S. aureus fueron menores a los obtenidos para las
bacterias Gram- negativas. Ademas, también se verifica que en el medio carne (mas rico
en iones) los fosfatos disminuyen su capacidad inhibitoria. Por ultimo, este trabajo confirma
que los fosfatos de cadena larga inhiben mas que los de cadena corta, variando los valores
de CIM en medio de cultivo entre 0,1 % y 0,5 %, respectivamente. En un estudio posterior
de este mismo grupo (Lee y col., 1994b), y tomando S. aureus como microorganismo
modelo, se estudié la capacidad de revertir la actividad inhibitoria de los fosfatos mas
activos (polifosfato de sodio glacial y hexametafosfato de sodio) con el agregado de
cationes Ca?*, Mg®* y Fe®. Los resultados obtenidos demostraron que el efecto

antibacteriano se eliminaba sustancialmente con el contenido de iones metalicos de la
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matriz. Una hipotesis del mecanismo por el cual los fosfatos de cadena larga provocan
inhibicion en bacterias Gram- positivas se propuso en el estudio realizado por Lee y col.
(1994c), derivado de los dos estudios mencionados anteriormente. En efecto, los autores
deducen que los polifosfatos se unen a la pared celular en un estadio de desarrollo
temprano (fase exponencial) de la cepa, quelando metales estructuralmente esenciales
(fundamentalmente Ca?* y Mg?*) de la pared, resultando en los efectos bactericida y
bacteriolitico.

Maier y col. (1999) reportaron las causas de la inhibicion en la replicacion celular de
una cepa de Bacillus cereus (B. cereus WSBC 10030) usada como bacteria modelo, por
parte del polifosfato comercial JOHA® HBS. Segun estos autores, un 0,1 % de polifosfato
tuvo un efecto litico sobre células de esta bacteria en crecimiento exponencial (descenso
de 2 a 3 ordenes log), mientras el crecimiento del resto de las células sobrevivientes se
inhibié bacteriostaticamente. Las células en fase estacionaria no fueron afectadas por el
agregado del polifosfato. La adicion en concentraciones subletales (0,05 %) a las células
en fase de crecimiento logaritmico inhibié la formaciéon de septos (donde participa una
proteina denominada FtsZ) durante la replicacion celular, por lo que las células obtenidas
mostraron una morfologia diferente, en forma de largos filamentos (Fig. 2). En efecto, un
evento temprano en la division celular es la formacién de anillo Z, en el cual la principal
proteina responsable, FtsZ, es altamente conservada y esencial en la divisidn celular de
procariotas. Esta proteina es dependiente de la enzima GTPasa, la cual es, a su vez, Mg?*
y Ca?* dependiente. El agregado de estos cationes revirtio el efecto y los septos se formaron

luego de un tiempo (Fig. 3).
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Fig 2- Efectos del agregado de polifosfatos en fase logaritmica de crecimiento celular de B.
cereus WSBC 10030. A) control, B) agregado de 0,05 % de JOHA® HBS (Maier y col., 1999)

— ——

Fig 3- Reversion en la inhibicidon de la division celular de B. cereus WSBC 10030 por
agregado de iones metalicos. A) ausencia en la formacién del septo por presencia del
polifosfato, B) nuevos septos formados a partir del agregado de iones Ca?* y Mg?*
(Maier y col., 1999)

13
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Estos autores también informaron que el agregado de polifosfato no solamente
afectaba a células vegetativas sino que también a la germinacién de esporos. En efecto,
bajas concentraciones del polifosfato (0,05 % y 0,1 %) la inhibieron completamente. Una
concentracion de 1 % tuvo un efecto esporicida, ya que el recuento disminuy6 en 1,5
ordenes log en 8 h. Este doble efecto (accion sobre los esporos y las células vegetativas)
hace que este polifosfato de cadena larga haya demostrado ser muy eficiente en su accion
inhibitoria en este género y sea extensivo a otros microorganismos esporulados.

Resultados similares fueron reportados por Suarez y col. (2007b), quienes usaron
para su estudio diferentes cepas de Bacillus de origen lacteo y determinaron valores de
CIM para cinco fosfatos (A, B, 59, 60 y 70). Los resultados fueron coincidentes con los
reportados por estudios anteriores ya que los fosfatos de longitud larga de cadena Ay B
(15 a 20 unidades fosfato), arrojaron valores de CIM de 0,1 %, mientras que para el resto

los valores fueron, en general, mayores (Tabla 2).

Tabla 2- Valores de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM, % p/v) para distintas cepas de

Bacillus, a pH neutro y natural (entre paréntesis) (Suarez y col., 2007b)

Cepa A B 59 60 70

B. macerans A >1.0 | >1.0 [ >10610 [ >10610 | >1.0610 |
B. macerans NM5 || >1.0 >1.0 | >1.061.0 >1.0(10) ||  >1.0(1.0)
Bacillussp. 10R || 0.1 | 0.1 | 05(0.5 | 0.1(0.1) 0.1(0.1)

B. cereus 11R 0.1 0.1 . 0305 | 0.5(0.3) 0.1(0.1)
Bacillus sp. 15R 0.1 0.1 1005 | 0503 || 03(0.1)
Bacillus sp. 17R 0.1 | 0.1 0.1(0.5) 0303 || 0.1(0.1)
Bacillus sp. 18R 0.1 0.1 0.3 (0.5) 0.3 (0.5) 0.3 (0.1)

B. coagulans 19R | 0.1 0.1 0.5 (0.5) ‘ H053(0;3) | 0.1 (0.1)
Bacillus sp. 22R 0.1 0.1 05010 || 0305 [ 011
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En este trabajo también se evalu6 el efecto del pH, trabajando a valores de pH natural
(obtenido directamente por la disolucion del fosfato en el medio de cultivo) y a pH neutro
(ajustando el pH luego de adicion del fosfato al medio). Los compuestos A y B mostraron
un pH natural cercano a la neutralidad en el medio de cultivo mientras que los fosfatos 59
y 60 dieron valores de pH alcalino, y el fosfato 70, valores de pH acido. Para este ultimo, la
capacidad inhibitoria a pH neutro aumentdé en algunos casos mientras que para los
alcalinizantes, disminuydé. Esto demuestra que la accion inhibitoria de los fosfatos es mayor
a valores de pH alcalinos. En particular, las cepas de Bacillus macerans fueron altamente
tolerantes a todos los fosfatos, en ambas condiciones de pH.

Mas recientemente, Obritsch y col. (2008) estudiaron el efecto producido por cuatro
polifosfatos (de longitud de cadena entre 12 y 21 undades fosfato) en el crecimiento de
cuatro bacterias Gram- positivas (Lactobacillus plantarum, L. monocytogenes, S. aureus 'y
B. subtilis). Los resultados coincidieron en que los microorganismos Gram- positivos fueron
mas afectados por los fosfatos que los Gram- negativos, exceptuando L. monocytogenes.
Los polifosfatos de longitud de cadena entre 12 y 15 unidades dieron resultados
significativamente distintos a los obtenidos con los de longitud entre 18 y 21 unidades,
dependiendo del microorganismo y las concentraciones de fosfatos utilizadas.

Por otra parte, algunos estudios demostraron también actividad anticlostridios por
parte de los fosfatos, en general combinados con otros compuestos. Nelson y col. (1983)
evaluaron el efecto antibotulinico de tres fosfatos (pirofosfato acido de sodio,
hexametafosfato de sodio y tripolifosfato de sodio) en combinacién con sorbato de potasio
y acido sorbico, con y sin agregado de nitritos, en el crecimiento de Clostridium botulinum

en emulsiones de salchichas de pollo. Los resultados mostraron que los polifosfatos
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aumentaron la inhibicion en combinacion con los otros inhibidores a bajos niveles de nitritos,
siendo el mas efectivo el pirofosfato acido de sodio. En ausencia de nitritos, los polifosfatos
no fueron efectivos.

El efecto del agregado de 0,4 % de pirofosfato de sodio a distintos valores de pH
(5,55 y 5,85) sobre el crecimiento y la produccion de toxina de CI. botulinum 52A en medio
de cultivo, fue estudiado por Wagner y Busta (1985). Esta concentracion de pirofosfato no
afecto el crecimiento ni produjo lisis de los cultivos, aunque si se observé un retraso o nula
produccion de la toxina. Estos resultados sugieren que, en las condiciones ensayadas, el
agregado de pirofosfato no actuaria sobre el microorganismo sino que la disminucién en la
toxicidad estaria ligada a la interaccion del fosfato con la fraccion proteica de la toxina o
bien a la inactivacion de la proteasa responsable de la activacion de la toxina.

Mas especificamente en matrices lacteas, Eckner y col. (1994) estudiaron la
capacidad de producir la toxina botulinica, inoculando niveles de 10* UFC/g de CI. botulinum
en quesos procesados pasteurizados con diferente porcentaje de humedad (52, 54, 56 y 60
%), utilizando como emulsificante ortofosfato de sodio y dos polifosfatos comerciales (S9 y
S9H). Las muestras se analizaron en un periodo de hasta 20 semanas, en relacion al
crecimiento del microorganismo y el nivel de toxina botulinica producida. El tiempo mas
corto de deteccion de la toxina fue en la muestra con 60 % de humedad y adicién de
ortofosfato (8 semanas de incubacién) y a las 20 semanas para igual nivel de humedad con
polifosfatos como emulsificantes. Ninguna de las otras muestras mostré toxicidad a las 20

semanas.
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Loessner y col. (1997) estudiaron el efecto de los polifosfatos JOHA® HBS, HBS-1y
HBS-9 (similar composicion, diferente granulometria) en el crecimiento de Clostridium
tyrobutyricum ATCC 25755 en medio liquido y en quesos procesados pasteurizados. En
caldo, 0,1 % de los polifosfatos fueron suficientes para inhibir el crecimiento de las células
vegetativas del microorganismo (Fig. 4). En este mismo estudio, la sensibilidad de 21 cepas
de bacterias Gram- positivas y 11 de Gram- negativas fueron ensayadas. Los resultados
mostraron que 17 de las primeras fueron inhibidas con concentraciones entre 0,05 % y 0,3
% mientras que ninguna de las Gram- negativas se vio afectada. Ademas, dos
formulaciones de queso procesado con distintas composiciones de humedad y materia
grasa en base seca, se adicionaron con concentraciones entre 0,1 % a 1,0 % de polifosfatos
y se inocularon con concentraciones entre 5,0 x 10° y 2,5 x 108 esporos/ gr de CI.
tyrobutyricum, realizando la incubacion de las muestras durante 7 semanas a 35 °C,
determinandose nivel de células viables a periodos de tiempo predeterminados asi como la
produccion de gas. Una concentracion de 0,1 % de polifosfatos tuvo un efecto positivo débil,
mientras que una concentracion de 0,5 % retras6 completamente la germinacion de los
esporos. En base a estos resultados, 0,5 % de polifosfatos seria una concentracion
suficiente para controlar el crecimiento de CI. tyrobutyricum, bajo condiciones normales
donde la concentracion inicial de esporos sea mas baja que la usada en este estudio y la

temperatura de maduracién, menor a 20 °C.
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Fig. 4- Efecto de diferentes concentraciones de polifosfatos HBS (A), HBS-I (B)
y HBS-9 (C) en el crecimiento de Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755

(medido como densidad 6ptica a 600nm) en medio liquido, a 37 °C (Loessner y col., 1997).
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En la Fig. 5 se muestra la ausencia de produccion de gas en la experiencia

anteriormente mencionada, con agregado de cantidades crecientes de fosfatos.

Fig. 5- Disminucién de la formacion de gas por Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755 en
quesos procesados y adicionados de 0,1 % (A) y 1,0 % (B) de
polifosfato JOHA HBS, incubados durante 7 semanas a 35 °C (Loessnery col., 1997).

Los resultados indican, claramente, la utilidad de estos compuestos en la prevencion
de la hinchazén butirica en quesos procesados untables.

Similares resultados fueron reportados por Akhtar y col. (2008) en un estudio sobre
la capacidad de inhibicién por el agregado de polifosfato de sodio, pirofosfato tetrasédico,
tripolifosfato de sodio y pirofosfato acido de sodio en el crecimiento, esporulacion y
germinacién de esporos de Clostridium perfringens en medio de cultivo, asi como también
en la capacidad de germinacién de esporos en carne de aves. Los autores informaron que
concentraciones entre 0,8 % y 1,0 % de polifosfatos inhibieron el crecimiento del clostridio,

siendo estos valores mas altos que los obtenidos en otros estudios para otras bacterias
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Gram- positivas. Concentraciones subletales de fosfatos inhibieron la esporulacion del
microorganismo al disminuir el nivel de células con capacidad de esporular (resistentes al
calor) en aprox. 5 ordenes log. Por otra parte, mientras los esporos fueron capaces de
germinar en presencia de 1,0 % de tripolifosfato de sodio, el crecimiento posterior fue
inhibido apreciablemente. Finalmente, una significativa reduccion en la sobrevivencia de CI.
perfringens se observé cuando muestras de carne de ave, inoculadas con un coctel de
esporos de diferentes cepas portando el gen de la enterotoxina, fueron tratadas con 1,0 %
de tripolifosfato de sodio. En general, los resultados encontrados en este estudio
demostraron que el agregado de polifosfatos a los productos carnicos no solamente mejora
sus propiedades funcionales, sino que también estarian actuando como agentes
antimicrobianos.

Estudios mas recientes (Khanipour y col., 2016; Oliveira y col., 2016) también
reportan que los niveles de cloruro de sodio, fosfato de sodio, pH y humedad que aseguran
la no produccién de la toxina botulinica son de 2,0 %, 2,5%, menos de 5,7 y por sobre el 60

%, respectivamente.
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Mecanismo de inhibicion: Ningun modelo satisfactorio ha sido aun propuesto para
explicar la mayor susceptibilidad de las bacterias Gram- positivas, comparadas con las
Gram- negativas, a la accion de los (poli) fosfatos. Una posible hipotesis seria que la pared
celular de la mayoria de las bacterias Gram- positivas consiste en una fina capa de
peptidoglicanos y usualmente grandes cantidades de acidos teicoicos y/o teicuronicos.
Estos compuestos sirven de principales sitios de union de iones metalicos (Ca?*, Mg?*, Mn?*
y Fe®*). La principal funcion de estos polimeros aniénicos en la pared celular es mantener
una alta concentracién de cationes divalentes en la regidn de la membrana, los cuales
proveen un buen medio ambiente para los sistemas de membrana cation-dependientes.
Debido a que los fosfatos poseen afinidades mas elevadas que los peptidoglicanos y los
acidos teicoicos y teicuronicos por los cationes metalicos, es de esperar una potencial
remocion de los cationes de la pared celular, o que produciria la inhibicion del crecimiento
microbiano. Por el contrario, las bacterias Gram- negativas pueden crecer en presencia de
fosfatos ya que poseen sistemas de alta afinidad a catones esenciales, a los cuales enlazan

y transportan mas eficientemente.
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3.2- Fosfatos como inhibidores del desarrollo de mohos

Los mohos son contaminantes indeseables en la industria alimenticia, afectando
materias primas y alimentos procesados (Northolt y col., 1995; Pitt y col., 1997). Es muy
escasa la informacion existente acerca del efecto de los fosfatos sobre el crecimiento de
mohos, aunque hay evidencia que los fosfatos pueden interferir con ciertos estados de su
metabolismo tales como diferenciacion celular, esporulacion, y produccion de toxinas y
antibiéticos (Mollins, 1991). Alimentos crudos, materiales y productos pueden ser
contaminados con esporos o conidios y fragmentos micelares desde el medio ambiente. La
contaminacién puede ocurrir en las diferentes etapas de produccion pero el crecimiento
fungico ocurre solamente bajo condiciones favorables, las cuales varian segun la especie.

Post y col. (1968), usando solamente 3 mohos y 4 fosfatos de diferentes longitudes
de cadena, encontraron inhibicion del crecimiento utilizando 5,0 % de fosfatoy a pH 5,6, en
medio de cultivo; el tetrafosfato de sodio fue el mas efectivo, seguido por polifosfato de
sodio (SPG) y tripolifosfato de sodio. Cuando se ensayaron mezclas de esporos de las tres
cepas de Botrytis sp., Penicillium expansum y Rhizopus nigricans, inoculadas en frutillas
almacenadas en ambiente a 1,1 °C y 94 % de HR (humedad relativa), se determiné que el
tetrafosfato de sodio, a concentraciones del 5,0 %, retrasaba la aparicion de desarrollo de
mohos 15 dias en comparacion con el control (sin fosfatos).

A suvez, Lebrony col. (1989) informaron que el polifosfato de sodio fue mas inhibidor
que el pirofosfato tetrasédico en la germinacién de esporos de Aspergillus flavus y
Asperqgillus parasiticus. En presencia de 1,0 % de fosfato, hubo crecimiento visible después

de 3 dias (pirofosfato tetrasodio) y en 6 dias (SPG) para algunos mohos, mientras que al
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2,0 % de fosfato, la germinacion de esporos fue inhibida hasta el dia 9. En este trabajo no
se reportaron los valores de pH del medio en el cual se realizaron las experiencias.

En un trabajo mas detallado, Suarez y col. (2005) estudiaron el efecto de distintos
(poli) fosfatos en el desarrollo de especies fungicas comunmente vinculadas al deterioro de
alimentos lacteos, carnes, carnes procesadas, alimentos acidos termoprocesados, frutas,
cereales y oleaginosas. Se estudiaron seis fosfatos de grado alimenticio (SUDAMFOS S.A.)
con diferente longitud de cadena: polifosfatos A y B (longitud de cadena entre 15 y 20
unidades fosfato), tripolifosfato de sodio - alta solubilidad (TAS), tripolifosfato de sodio (TRI),
pirofosfato acido de sodio (PAS) y pirofosfato neutro de sodio (N). Los valores de CIM se
determinaron por el método ecométrico, en placas con medio agarizado adicionado de los
fosfatos. Se evaludé ademas la influencia del pH, trabajando a pH natural (pH sin ajuste
luego del agregado del fosfato al medio de cultivo) y pH neutro (con ajuste). La capacidad
inhibitoria fue especie dependiente. Los resultados reportados en este trabajo sugieren que
la actividad antifungica de los fosfatos a pH neutro estaria directamente relacionada con la
longitud de cadena y su poder secuestrante de cationes divalentes. Los fosfatos que
demostraron mejor capacidad de inhibicion fueron los de cadena larga ya que inhibieron el
88 % de las cepas estudiadas a una concentracién de 1,0 % (Tabla 3). También se
demostré que el pH del medio tuvo marcada influencia sobre la actividad inhibitoria de los
fosfatos. Cuando los ensayos de inhibicion se llevaron a cabo a pH natural, el fosfato que
mostraba valores de pH acido (pirofosfato acido de sodio, PAS) disminuyd su capacidad
inhibitoria demostrada a pH 7,0. Inversamente, las soluciones de fosfatos que presentaron

valores de pH alcalinos, tripolifosfato de sodio-alta solubilidad (TAS), tripolifosfato de sodio
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(TRI) y pirofosfato neutro de sodio (N), incrementaron notablemente su actividad inhibitoria
contra los mohos respecto a la presentada a pH 7 (Tabla 4).

Este incremento de actividad podria ser una consecuencia del aumento de la
capacidad secuestrante a valores de pH alcalinos (Tabla 5), ya que el crecimiento de los
mohos fue normal cuando el pH del medio fue ajustado a valores similares usando NaOH.
Las soluciones de polifosfato estudiadas (A y B) tuvieron valores de pH cercanos a la
neutralidad (pH natural), y sus actividades inhibitorias fueron idénticas a aquellas exhibidas
a pH 7. El efecto del pH también fue estudiado por Jen y Shelef (1986) para Staphylococcus
aureus 196E, usando 0.5 % de tripolifosfato de sodio y hexametafosfato de sodio (SPG).
Ellos también observaron un incremento en la inhibicion por fosfatos a altos valores de pH
(7 a 9) e hipotetizaron que los complejos se disociaban y que la cantidad de cationes
acomplejados se incrementaba. Como consecuencia de ésto, minerales esenciales se
volverian inaccesibles para el crecimiento fungico. Las paredes celulares fungicas poseen
polimeros anidnicos tales como quitina, quitosan y glicoproteinas, los cuales estan
involucrados en la recepciéon de cationes divalentes (Knabel y col. 1991). Por lo tanto, la
inhibicion de mohos por fosfatos podria ser atribuida, como en el caso de bacterias, a la
remocion de los cationes metalicos esenciales desde estos sitios localizados en la pared

celular fungica.
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Tabla 3- Actividad inhibitoria de distintos fosfatos en el desarrollo de mohos, a pH neutro (Suarez y col., 2005)

Capitulo 1

PHOSPHATE (% w/v)
Organism A TAS PAS TRI N
0.1 0.3 0.5 1.0 0.1 0.3 0.5 1.0 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5
Aspergillus ochraceus + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Fusarium proliferatum + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Absidia corymbifera + + + + + + +/- -* + + + + + + + + + + + +
Fusarium sp. + + + +/- + + + +/- + + + + + + + + + + + +
Cladosporium + + + -* + + +/- -* + + +/- + + +/- + + + + + +
sphaespermun
Penicillium chrysogenum + + +/- -* + +/- -* + + +/- + + + +/- + +
Penicillium roquefortii + + + * + + +/- - + + + + + + + + + + + +
Penicillium commune + + + + + + +/- -* + + +/- + + +/- + + +/- + + +
Aspergillus niger + + +/- -* + +/- -* - + +/- -* + +/- -* + +/- -* + + +/-
Trichoderma viride + +/- -* - + -* - - + +/- & + + +/- + +/- -* + +/- &
Epicoccum nigrum +/- -* - - +/- -* - - + +/- =* + + +/- + + +/- + + *
Rhizopus stolonifer + & - - +/- -* - - + & - + -* - + -* - + +/- &
Aspergillus candidus + +/- -* - + +/- & - + +/- - + +/- -* +/- & - + + +/-
Phoma glomerata +/- & - - + & - - + +/- * + +/- * + +/- * + + *
Byssochlamys nivea +/- - - - +/- - - - +/- -* - +/- - - +/- - - +/- - -
Aureobasidium pullulans + - - - + - - - - - - +/- - - - - - + - -
Penicillium glabrum + -* - - + -* - - +/- -* - + -* - +/- -* - + -* -
% of molds inhibited 176 470 59.0 764 | 176 53.0 823 88.2 | 176 529 706 | 11.8 41.2 64.7 | 23.5 47.0 64.7 5.9 294 53.0

+: growth (RGI from 0.8 to 1); +/- weak growth (RGI from 0.2 to 0.8); -: no growth (RGI < 0.2)
RGI: Relative Growth Indices

* MIC: minimal inhibitory concentration

A and B: polyphosphates (15 to 20 phosphate units); TAS: sodium tripolyphosphate — high solubility; PAS: sodium acid pyrophosphate

TRI: sodium tripolyphosphate; N: sodium neutral pyrophosphate.
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Tabla 4- Actividad inhibitoria de distintos fosfatos en el desarrollo de mohos, a pH natural (Suarez y col., 2005)

Capitulo 1

PHOSPHATE (% w/v)
Organism TAS PAS TRI N
0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5
Aspergillus ochraceus + + + + + + + + +/- + + -
Fusarium proliferatum + + + + + + + + +/- + + +/-
Absidia corymbifera + + +/- + + + + + * + * -
Fusarium sp. + * - + + + + * - + +/- *
Cladosporium + +/- * + + + + +/- * +/- u* -
sphaespermun
Penicillium chrysogenum + +/- -* + + + + +/- * + * -
Penicillium roquefortii + - - + + + + u* - + +/- *
Penicillium commune + -* - + + + + * - + +/- *
Aspergillus niger +/- * - + + + +/- * - +/- * -
Trichoderma viride - - - + + + u* - - - - -
Epicoccum nigrum - - - + + + -* - - - - -
Rhizopus stolonifer * - - + + + -* - - - - -
Aspergillus candidus +/- * - + + + +/- -* - +/- u* -
Phoma glomerata - - - + + + u* - - - - -
Byssochlamys nivea * - - + + + & - - * - -
Aureobasidium pullulans - - - + + + u* - - - - -
Penicillium glabrum +/- - - + + +/- u* - - - - -
% of molds inhibited 52.9 82.3 88.2 0 0 5.9 52.9 82.3 100 58.8 88.2 100

Natural pH: without pH adjustment.
+: growth (RGI from 0.8 to 1); +/- weak growth (RGI from 0.2 to 0.8); -: no growth (RGI < 0.2)

RGI: Relative Growth Indices
A and B: polyphosphates (15 to 20 phosphate units); TAS: sodium tripolyphosphate — high solubility; PAS: sodium acid pyrophosphate

TRI: sodium tripolyphosphate; N: sodium neutral pyrophosphate.

* MIC: minimal inhibitory concentration
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Tabla 5- Capacidad secuestrante de fosfatos, a distintos valores de pH (Suarez y col., 2005)

Sequestering
powWer
(g Ca’l00 g
pH of plate count agar—phosphate phosphate)®
(%, wt'vol) media —
Fhos- pH  INatural
phate? 0.1 0.3 0.3 1.0 1.5 7.0 pH
A 681 679 672 659 645 15 15
B 681 678 06068 664 639 15 15
TAS 700 713 717 7.35 748 12 13
PAS 617 577 555 517 504 3 NP
TRI 704 727 T4 742 7.64 12 13
N 728 778 786 814 831 5 8

@ A and B, polyphosphates (15 to 20 phosphate units); TAS, so-
dium tripolyphosphate, high solubility; PAS, sodium acid py-
rophosphate; TRI, sodium tripolyphosphate; N, sodium newiral

pyrophosphate.

b Values for 1.2% phosphate (data provided by the manufacturer).
Watural pH indicates that no pH adjustment was made.
¢ NP, not provided.

Los resultados de este estudio sugieren que algunos fosfatos podrian ser utilizados en

la industria de alimentos para inhibir mohos ligados a deterioro a concentraciones similares o

mas bajas que aquellas usadas como aditivos funcionales.
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3.3- Fosfatos como inhibidores del desarrollo de levaduras

Las levaduras estan normalmente presentes en alimentos crudos y alimentos
procesados y son una de las principales causas de deterioro del producto en alimentos con
una concentracion alta de azucares, bajo pH y baja actividad acuosa. El dafio debido a
estos microorganismos depende exclusivamente del nivel inicial en el alimento y de las
caracteristicas del proceso. Dentro de la gama de alimentos que presentan estas
caracteristicas podemos mencionar a productos lacteos, fruta fresca, jugos de fruta y
productos con frutas, miel, jarabes de azucar, melasas y vegetales fermentados (Ray,
2001). Los géneros de levaduras como Candida, Geotrichum, Trichosporon, Brettanomyces
y Cryptococcus estan frecuentemente asociadas al deterioro de estos alimentos (ICMSF,
1980).

Suarez y col. (2007c) estudiaron la accién de distintos fosfatos (SUDAMFOS S.A.)
sobre 20 cepas pertenecientes a distintos géneros de levaduras de origen alimentario. Los
fosfatos usados fueron los ya referenciados en Suarez y col., (2005), para mohos.
Nuevamente, para estos microorganismos, a pH neutro los fosfatos mas inhibidores del
desarrollo de las levaduras estudiadas fueron aquellos con longitudes de cadena mayores
a 15 unidades de fosfato (fosfatos A y B) (Tabla 6). La capacidad de inhibicién de los
fosfatos sobre el crecimiento de las levaduras fue cepa dependiente, ya no especie
dependiente. Un grupo de 9 cepas fue inhibido con concentraciones > 1,0 % de los
polifosfatos A y B, mientras que otro grupo de 6 cepas lo hizo con una concentracion < 0,5
%. Maier y col. (1999) también habian demostrado que algunas cepas de levaduras,
pertenecientes a las especies Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae, se inhibian

con concentraciones de 0,3 % del polifosfato comercial JOHA® HBS.
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Tabla 6- Actividad inhibitoria de distintos fosfatos en el desarrollo de levaduras, a pH neutro (Suarez y col., 2007c)

Organism/ Origin minimal inhibitory concentration (MIC, % w/v)*
Strain A B TAS TRI N PAS
Candida humicola 108 hard cheese 1.5 1.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Geotrichum penicillatum 105 citric fruit juice 1.5 1.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Cryptococcus laurentii 67 soft cheese 1.5 1.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Brettanomyces claussenii 15 citric fruit juice 1.5 1.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Candida famata 19 citric fruit juice 1.5 1.0 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Cryptococcus heveanensis 17 soft cheese 1.5 1.0 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Cryptococcus albidus 14 soft cheese 1.5 1.0 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Candida parapsilosis 36 soft cheese 1.5 1.0 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Candida famata 11 soft cheese 1.0 1.0 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Cryptococcus laurentii 65 natural milk starter 0.5 1.0 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Trichosporon sp. 44 natural milk starter 1.0 0.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Candida famata 24 soft cheese 1.0 0.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Candida famata 22 soft cheese 1.0 0.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Candida famata 16 citric fruit juice 1.0 0.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Geotrichum sp. 57 citric fruit juice 0.5 0.5 1.5 1.0 1.5 >1.5
Brettanomyces custersii 13 citric fruit juice 0.5 0.5 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Candida famata 32 soft cheese 0.5 0.3 1.5 1.5 >1.5 >1.5
Brettanomyces intermedius 12 soft cheese 0.5 0.3 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Cryptococcus albidus 8 citric fruit juice 0.5 0.3 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5
Trichosporon cutaneum 10 dairy environment 0.3 0.3 0.5 0.5 1.0 0.5

Capitulo 1

A and B: polyphosphates (15 to 20 phosphate units); TAS: sodium tripolyphosphate — high solubility; TRI: sodium tripolyphosphate; N: sodium neutral
pyrophosphate; PAS: sodium acid pyrophosphate * Values obtained from three determinations
Phosphate concentrations assayed: 0.1, 0.3, 0.5, 1.0 and 1.5 % (w/v)
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Estos resultados se podrian relacionar, como se hizo también en el caso de mohos
y bacterias, con la capacidad secuestrante de cationes divalentes de los polifosfatos A y B,
que presentan valores de 15 g Ca/100 g fosfato, a pH cercano a la neutralidad. Es de
destacar que estos polifosfatos, ya en condiciones normales, muestran valores de pH
cercanos a la neutralidad a las concentraciones ensayadas.

Por otro lado, en este trabajo también se observé que el pH tuvo una notable
influencia sobre la capacidad inhibitoria de los fosfatos. Para aquellos que mostraron una
reaccion alcalina en medios de cultivos (fosfatos TAS, TRI y N), la actividad fue mayor
cuando se utilizé el medio de cultivo a valores de pH natural (Tabla 7). Este factor puede
ser vinculado, nuevamente, al incremento de la capacidad secuestrante de los cationes
metalicos para fosfatos alcalinos (Molins, 1991). Estos resultados son similares a aquellos
obtenidos para mohos cuando se utilizaron los mismos fosfatos (Suarez y col., 2005).

En cuanto a la accién inhibitoria de los polifosfatos a valores de pH acidos, Suarez y
col. (2007c) demostraron que los polifosfatos A y B incrementaron su actividad inhibitoria
frente a las levaduras. Cepas de levaduras capaces de crecer en medios acidos fueron
inhibidas cuando los fosfatos A y B se adicionaron en concentraciones entre 0,5y 1,0 %

(Tabla 8).
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Tabla 7- Actividad inhibitoria de distintos fosfatos en el desarrollo de levaduras, a pH natural (Suarez y col., 2007c¢)

Capitulo 1

Organism/ Origin minimal inhibitory concentration (MIC, % w/v)*
Strain TAS TRI N PAS
Candida humicola 108 hard cheese 0.5 0.5 0.5 >1.5
Geotrichum penicillatum 105 citric fruit juice >1.5 1.0 >1.5 >1.5
Cryptococcus laurentii 67 soft cheese 0.5 1.0 1.0 >1.5
Brettanomyces claussenii 15 citric fruit juice 0.5 0.5 0.5 >1.5
Candida famata 19 citric fruit juice 0.5 0.5 1.0 >1.5
Cryptococcus heveanensis 17 soft cheese 1.0 0.5 1.0 >1.5
Cryptococcus albidus 14 soft cheese 0.5 1.5 0.5 >1.5
Candida parapsilosis 36 soft cheese 0.5 0.5 0.5 >1.5
Candida famata 11 soft cheese 0.5 1.0 0.5 >1.5
Cryptococcus laurentii 65 natural milk starter 0.5 0.5 0.5 >1.5
Trichosporon sp. 44 natural milk starter 0.5 1.0 1.0 >1.5
Candida famata 24 soft cheese 1.0 0.5 1.0 >1.5
Candida famata 22 soft cheese 0.5 0.5 0.5 >1.5
Candida famata 16 citric fruit juice 1.0 0.5 1.0 >1.5
Geotrichum sp. 57 citric fruit juice 0.5 0.5 0.5 >1.5
Brettanomyces custersii 13 citric fruit juice 1.0 1.5 1.5 >1.5
Candida famata 32 soft cheese 0.5 0.5 0.5 >1.5
Brettanomyces intermedius 12 soft cheese 0.5 1.0 0.5 >1.5
Cryptococcus albidus 8 citric fruit juice 1.5 1.0 1.5 >1.5
Trichosporon cutaneum 10 dairy environment 0.5 0.5 0.5 >1.5

A and B: polyphosphates (15 to 20 phosphate units); TAS: sodium tripolyphosphate — high solubility; TRI: sodium tripolyphosphate; N: sodium neutral
pyrophosphate; PAS: sodium acid pyrophosphate *Values obtained from three determinations
Phosphate concentrations assayed: 0.1, 0.3, 0.5, 1.0 and 1.5 % (w/v)
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Tabla 8- Porcentaje de cepas de levaduras inhibidas* (n= 20) a diferentes
valores de pH, con y sin agregado de fosfatos (% p/v) (Suarez y col., 2007c)

Without Phosphate A Phosphate B
pH phosphate
addition 0.5 1.0 0.5 1.0
7.0 (control) 0 35 60 50 80
4.5 10 85 100 100 100
3.5 55 100 100 100 100
2.5 80 100 100 100 100

* Cell growth was measured as Asoonm in plate count broth after 24 h at 30°C. A rate (%) value of
cell growth < 25 %, using growth at pH 7.0 as control, was considered as inhibition.

Estas concentraciones son similares o mas bajas que aquellas usadas cuando los
polifosfatos son usados como aditivos (Molins, 1991). Los resultados demuestran la
posibilidad de ser utilizados en la preservacion de alimentos acidos tales como frutas
acidas o jugos de frutas ya que, por ejemplo, los valores de pH de jugos de frutas citricas

fluctuan entre 2,5 (jugos concentrados) y 4,5 (jugos frescos) (Sobrero, 2002).

32



Capitulo 1

3.4- Adicion de polifosfatos para inhibir el ciclo litico de bacteriofagos de
bacterias lacticas

Las infecciones fagicas en la industria lactea son, aun hoy, una de las principales
causas de pérdidas econémicas debido al retardo o detencién del proceso fermentativo
por la lisis de las bacterias del cultivo iniciador (Moineau y Levésque, 2005). Debido a la
ubicuidad de los bacteriofagos en los ambientes lacteos, y reconociendo que no es posible
erradicarlos completamente, las investigaciones se han dirigido al disefio y la
implementacion de estrategias practicas que apuntan a minimizar su incidencia.

Muchos esfuerzos se siguen realizando con el objeto de enfrentar este problema
(Samson y Moineau, 2013; Fernandez y col., 2017). Dentro de las medidas de control
usadas en la industria se encuentra el uso de sanitizantes, tratamientos térmicos y
quimicos, rotacién de cepas y uso de cepas mutantes fago resistentes. El uso de medios
inhibidores de fagos (Phage Inhibitor Media, PIM) que contienen agentes quelantes
(fosfatos y citratos) en su composicion pueden controlar la infeccion debida a
bacteriofagos que requieren Ca?* para completar su ciclo litico (Whitehead y col., 1993).
Sin embargo, los agentes quelantes pueden, en algunos casos, retrasar también el
crecimiento de los cultivos iniciadores. Los medios comerciales para inhibicién fagica
varian ampliamente en su habilidad para prevenirla. Los mas efectivos contienen
suficientes nutrientes para vencer la inhibicion natural del medio y citratos como buffer.
Debido a que no todos los bacteriéfagos son inhibidos por ausencia de calcio, para ser
efectivos, estos medios de cultivo deben ser usados solo como parte de una estrategia

global de control fagico (Frank y Hassan,1998; Josephsen y Neve, 2004).
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Teniendo en cuenta el concepto anterior, la adicion directa de polifosfatos
(secuestrantes de cationes divalentes) a la leche destinada para fermentaciones lacticas
constituiria una metodologia simple para ayudar a las bacterias del fermento frente al
ataque de fagos Ca dependientes. En muy importante tener en consideracion que
concentraciones de fosfatos entre 1,6 y 2,0 % (dependiendo del fosfato) en leche,
producen inestabilidad fisicoquimica de la caseina y disminuye el rendimiento en la
elaboracién de quesos (lbrahim y Daguri, 1996). A determinadas concentraciones de
fosfatos adicionados, la caseina forma complejos largos y estables. Sin embargo, si los
fosfatos se adicionan en exceso (superior a cantidad requerida para la formacion de este
complejo) se produce una completa dispersion de las micelas de caseina.

Con la finalidad de evaluar la posibilidad antes mencionada, Suarez y col. (2007a)
ensayaron distintas concentraciones de fosfatos (hasta un maximo de 0,5%, p/v) para
evaluar el efecto sobre las infecciones fagicas producidas por bacteriofagos Ca
dependientes en cepas de Lactococcus lactis (2 cepas), Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis (1 cepa) y Lactobacillus paracasei (1 cepa). Los fosfatos usados fueron los
polifosfatos A y B, y el tripolifosfato de sodio — alta solubilidad (TAS), los cuales fueron
seleccionados en base a su alta capacidad de secuestrar cationes divalentes. Los ensayos
se realizaron en medio de cultivo y en leche reconstituida estéril (LDR, 10 % p/v). A las
concentraciones ensayadas no se observaron efectos negativos en la estabilidad de la
caseina por el agregado de fosfatos ya que estos valores estuvieron por debajo de los
indicados como desestabilizantes. En general, el agregado de TAS a la leche en
concentraciones entre 0,3% y 0,5 % (p/v), fue muy efectivo en la inhibicion del ciclo litico.

Este fosfato resultdé mas inhibitorio que los polifosfatos A y B en todos los casos, a
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diferentes concentraciones segun el sistema estudiado (Tabla 9). Los fagos 046 (L. /actis)
y MLC-A (Lb. paracasei) fueron inhibidos en su replicacién por los fosfatos Ay B solamente

a las maximas concentraciones evaluadas.

Tabla 9- Inhibicion del ciclo litico de fagos de bacterias lacticas por el agregado de fosfatos, en

medio de cultivo (Suarez y col., 2020)

Fosfato (% p/v)
Control de lisis A B TAS

Fago Cepa Con/Ca* Sin/Ca 0,1 03 05 01 03 05 01 023 0,5

QF9 Cl2° + - + + + + + + + +/- -
046  13-3° + - + + - + + - + - -
b3 Ib3® + - ks - + O+ -~ + o+ - -
MLC-A A° + - + + - + + - + +/- -

+ lisis completa (0.D.600nm < 0,2, después de 8 h); +/- lisis parcial (0.D.600nm entre 0,2 y 0,8, después de 8 h);
- ausencia de lisis (0.D.600nm > 1,0, después de 8 h); L. lactis; ® Lact. delbrueckii subsp. lactis; ®Lact. paracasei
* concentracion final de Ca®: 10mM

Cuando los ensayos (cinéticas de acidificacion) fueron realizados en LDR (cinética
de acidificacion) los resultados obtenidos fueron algo diferentes. En leche, el fosfato TAS
adicionado en una concentracion de 0,3 %, no inhibio la lisis producida por los fagos QF9
(L. lactis) y MLC-A (Lb. paracasei), como si lo habia hecho en caldo de cultivo. Para tal fin
se necesitaron concentraciones de 0,5 % (Fig. 6). A su vez, los fosfatos A y B no lograron
inhibir el ciclo litico de los fagos 046 y MLC-A, como si lo habian hecho en medio de cultivo
(Tabla 9). Por otra parte, en el caso del fosfato TAS y los fagos 1b3 (Lb. delbrueckii subsp.
lactis) y 046 (L. lactis) en leche, la concentracion inhibitoria se mantuvo en 0,3 % (p/v) (Fig.

7).
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Fig. 6- Efecto del agregado de fosfato TAS (0,5 %) en la cinética de acidificacion (leche
descremada reconstituida 10 % p/v, LDR) de Lb. paracasei A y su fago MLC-A, sin (A) y con (0)

adicion de fosfato (Suarez y col., 2007a). Controles: (®) Lb. paracasei Ay (A) Lb. paracasei A +

fosfato.

pH

Time (h}

Fig. 7- Efecto del agregado de fosfato TAS (0,3 %) en la cinética de acidificacion (leche

descremada reconstituida 10 % p/v, LDR) de L. lactis 13-3 y su fago 046, sin (A) y con (0)

fosfato (Suarez y col., 2007a). Controles: (®) L. lactis 13-3 'y (A) L. lactis 13-3 + fosfato.
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La evidencia de que, en leche, la actividad de los fosfatos disminuyd (en algunos
casos) se podria relacionar con lo afirmado por algunos autores en relacion a la
concentracién de metales idnicos (Ca?* en este caso) presentes en el medio (Rajkowski y
col.,1994; Zaika y col., 1997). En efecto, los fosfatos adicionados estarian quelando estos
cationes libres y no los ligados a la pared celular de los microorganismos.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que algunos fosfatos podrian
adicionarse directamente en leche en concentraciones que no provocan disturbios en la
estructura micelar, con el objetivo de prevenir posibles ataques de fagos Ca- dependientes.
En todos los casos hay que tener muy en cuenta la posibilidad de que la adicién de fosfatos
provoque un retraso en el desarrollo celular de los fermentos, lo cual habria que evaluar en

cada caso particular.
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4. Planteo del uso de (poli) fosfatos como antimicrobianos en la industria lactea

Teniendo en cuenta los datos reportados en la bibliografia expuestos
anteriormente, es altamente factible plantear el uso de estos compuestos como
antimicrobianos en la inhibicién de distintos grupos microbianos de interés en el deterioro
de productos lacteos.

Como bien se demostré en la revision previa, la capacidad inhibitoria de los
polifosfatos esta relacionada con diversos factores, a saber:

- Las bacterias Gram- positivas son mas susceptibles que las Gram- negativas,
caracteristica que se deberia a la diferencia en la composicién de la pared celular de
ambos grupos. Por otra parte, el nivel de sensibilidad de mohos y levaduras es similar al
de bacterias Gram- positivas.

- El valor de pH influye en la actividad de estos compuestos, siendo en general
mas efectivos en la inhibicién a pH neutro o alcalino. La hipétesis es que, a valores de pH
alcalinos, estos fosfatos estan disociados y, como consecuencia, son mas capaces de
quelar cationes presentes en el medio.

- Los fosfatos de cadena mas larga son mas inhibidores, ya que tienen una mayor
capacidad secuestrante. A su vez, los de cadena lineal son mas inhibidores que los de
cadena ciclica.

- La concentracion de cationes divalentes en la matriz del alimento determina, en
muchos casos, la capacidad inhibitoria de los fosfatos, ya que en matrices con alto
contenido de aniones metalicos el poder de quelacion o acomplejamiento de los fosfatos

se ve disminuido al no tener que competir por ellos.
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La potencialidad de los fosfatos para controlar diversos grupos microbianos
causantes de alteraciones o patogenicidad en productos lacteos plantea una posibilidad
muy interesante de uso, ya que estos compuestos son usados normalmente en la industria
(con otros fines) y, ademas, son muy econémicos.

El trabajo experimental realizado en este TFI derivé del analisis meticuloso de los
fosfatos disponibles mas usados en la industria, los grupos microbianos frente a los cuales

se los podria ensayar y, fundamentalmente, las dosis necesarias en cada caso.
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Capitulo 2

INTRODUCCION

Los mohos son contaminantes indeseables en la industria de alimentos, en general,
y en la quesera, en particular (Northoldt y col., 1995; Pitt y Hocking, 1997). Los quesos de
mediana y baja humedad deben permanecer un tiempo, que puede variar entre uno 1y 24
meses, a una temperatura constante entre 10 °C y 18 °C, segun el tipo de queso. En este
periodo (maduracién), la cuajada moldeada y salada adquiere textura, sabor y aroma
caracteristicos, propios de cada uno de los cientos de tipos de quesos que se comercializan
en el mundo. El proceso de maduracion se lleva a cabo en camaras disefiadas para tal fin
donde, ademas de la temperatura, se controla la humedad relativa. Esta ultima normalmente
se debe mantener entre el 80 % y 85 % para evitar un secado excesivo de la superficie que,
inexorablemente, llevaria a la formacibn de una corteza demasiado gruesa con la
consiguiente pérdida de peso y calidad. Ademas, una camara demasiado seca puede
generar distintos defectos en la superficie, entre los que se encuentra la formacion de
rajaduras que permiten el ingreso de contaminaciones al interior de la masa provocando un
rapido deterioro del producto.

La humedad relativa de la cdmara, asociada a la temperatura y el valor de pH del
queso, es un medio propicio para el desarrollo, en superficie, de una microbiota donde
predominan mohos vy levaduras. Si este desarrollo microbiano no se controla
adecuadamente a lo largo de esta etapa se producen defectos en la superficie, que en
algunas circunstancias se logran solucionar con la remocién de una parte de la costra por
raspado, metodologia que requiere de mano de obra y pérdida considerable de rendimiento
en el peso de las hormas. En los casos mas extremos, los mohos llegan al interior de las

mismas y la pérdida puede llegar a ser total. Por otra parte, el desarrollo de esta microbiota
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fungica superficial puede dar lugar a la aparicion de acaros, que se alimentan de los esporos.
Estos aracnidos “roen” la cascara e ingresan en la masa, produciendo inevitablemente la
pérdida total del producto. Este problema es de dificil erradicacion ya que, si avanza, se
instala no solo en el queso sino también en las estanterias y en toda la sala de maduracion.

Para prevenir el desarrollo fungico, la industria dispone comercialmente de una pintura
a base de acetato de polivinilo adicionada de pimaricinna (también denominada natamicina)
como principio activo, que se usa frecuentemente debido a su elevada eficiencia, a pesar de
su elevado costo. La pimaricina es considerada GRAS (Generally Recognized As Safe) por
la FDA (Food and Drug Administration) de los EEUU, aunque en algunos paises se esta
cuestionando su uso. Métodos alternativos estan propuestos en la literatura para controlar el
crecimiento de mohos en la superficie de los quesos, tales como tratamiento de ahumado
(Wendorff y col., 1993), inoculacion de mohos antagonicos no téxicos (Salvadori del Prato,
1998) y aplicacion de aceite de oliva (Wendorff y Wee, 1997; Salvadori del Prato, 1998;
Quinto y col., 2007), los cuales han demostrado tener resultados diversos. En algunas
variedades, este desarrollo superficial es indeseable y puede causar grandes pérdidas
economicas y de calidad (Kure y col., 2001). Por otra parte, los mohos pueden producir
metabolitos secundarios y flavour indeseables. Diversos autores (Kure y col., 2004;
Montagna y col., 2004; Hayaloglu y Kirbag, 2007) han aislado mohos de la superficie de
quesos con periodos de mediana maduracién, determinando que Penicillium fue,
indudablemente, el género predominante en todos los casos.

Teniendo en consideracion la revision realizada en el Capitulo 1 del presente trabajo,

se planted la posibilidad del uso de polifosfatos disponibles en el INLAIN para ensayar una
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metodologia totalmente novedosa que protegiera a quesos de mediano y bajo contenido de

humedad del desarrollo fungico en camara de maduracion.
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue poner a punto una metodologia simple y alternativa a
las existentes en la industria, para el control de microbiota fungica en la superficie de quesos
de mediana y larga maduracién, mediante el uso de polifosfatos de cadena larga (entre 15y

20 unidades).

OBJETIVOS PARTICULARES

- Disefar las posibles formas de aplicacion de los fosfatos en la superficie de los
quesos.

- Determinar, en cada caso, la concentracion de fosfatos mas conveniente a ser
utilizada.

- Evaluar el crecimiento fungico superficial durante la maduracion, utilizando quesos
tipo Sardo como modelo de estudio.

- Analizar los resultados y ajustar la metodologia de manera de lograr la maxima

sencillez y eficacia en la técnica.
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MATERIALES Y METODOS

Quesos: elaboracion y caracteristicas

Los quesos utilizados en este estudio fueron suministrados por la empresa
MILKAUT S.A. Lo mismos fueron quesos grasos (45,0 - 59,9 % de materia grasa sobre
extracto seco) y de baja humedad (menos del 35,9 %) (Art. 605 CAA.), tipo Sardo, todos
provenientes del mismo proceso de elaboracién. Luego de salir de prensa presentaron las
siguientes caracteristicas: MS (materia seca)= 62,3 %, pH= 5,13 y GMS (grasa en materia
seca)= 54,8 %. Luego del prensado se llevaron a salmuera durante 7 dias, se orearon
durante 24 h y se envasaron al vacio, siendo luego trasladados a la planta piloto del
INLAIN para realizarles los tratamientos previos a la etapa de maduracién. El esquema de

elaboracién de los quesos se muestra en la Fig. 8.
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Fig. 8- Esquema de la elaboracion de los quesos utilizados en el estudio.
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Fosfatos utilizados en el ensayo

Para el ensayo se utilizaron dos polifosfatos suministrados por la empresa
SUDAMFOS S.A. (Argentina), denominados A y B. Estos fosfatos fueron seleccionados
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en un estudio previo (Suarez y col., 2005).

Las caracteristicas de los mismos se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10- Caracteristicas de los fosfatos utilizados en la experiencia (Suarez y col., 2005)

Porcentaje de

Fosfato Composicion Capacidad microorganismos

(nombre) (unidades fosfato)  secuestrante? inhibidos con 0,1 %
(gCa/100¢g (p/v) de fosfato, en
fosfato) medio de cultivo®.

A 15-20 15 76,4

B 15-20 15 88,2

a valores para 1,2 % de fosfatos (declarados por el proveedor). pH ~ 7,0

b Sobre un total de 17 mohos aislados de alimentos
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Concentracion y adicién de polifosfatos

La primera idea fue adicionar los polifosfatos A y B, individualmente, directamente
a una pintura a base de acetato de polivinilo (DERPLAST S, Marca DONCA S.A,,
Gualeguaychu, Argentina), de manera de asimilar el procedimiento al realizado con pintura
comercial con agregado de pimaricina y, de esta manera, intentar simplificar la
metodologia. Con ese objetivo, se procedid a adicionar distintas cantidades de polifosfatos
a la pintura base (a partir de una solucién saturada de los mismos en agua) y se ensayo
evaluar las caracteristicas de la pelicula formada sobre los quesos (homogeneidad y
cubrimiento) de manera visual, lo cual resulté muy complicado. Se optd, entonces, por
realizar la experiencia sobre una superficie de vidrio transparente, la cual se fue pintando
con la pintura adicionada de distintas concentraciones de fosfatos, observandose que, a
medida que aumentaba la concentracion de estos, la pintura perdia la capacidad de
distribuirse en forma homogénea y continua (Fig. 9) sobre la superficie. Mediante este
procedimiento se pudo determinar que la concentracion mas apropiada de polifosfatos

para trabajar fue de 60 % (v/v).

Fig. 9- Superficie transparente, pintada con pintura polivinilica adicionada de distintas
concentraciones (decrecientes de arriba abajo), para ambos polifosfatos.
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Otra estrategia metodoldogica fue intentar cubrir la superficie de los quesos,
aplicando directamente una solucion acuosa de polifosfato (siempre evaluandolos de
manera individual), tratando de formar una pelicula suficientemente adherente y estable.
Para tal fin, se procedié primero a medir la evolucion de la viscosidad de dichas soluciones,
en distintas concentraciones, hasta su punto de saturacién (aprox. 50 % p/v). Como se
observa claramente en la Fig. 10, la concentracion de polifosfatos modificé notablemente
su comportamiento a partir del valor de 44 % (p/v). Por debajo de la misma, la formacién
de una pelicula sobre la superficie de los quesos no fue posible, ya que el fluido escurre
(fluye) facilmente, posiblemente debido a su comportamiento Newtoniano. A partir de ese
punto de inflexion (44 %), la composicidn comenzé a mostrar un comportamiento tendiente
a los observados para los fluidos plasticos, los cuales modifican su angulo de deformacion
con el esfuerzo de corte, necesitando superar un valor base para fluir, es decir presenté
una mayor resistencia al escurrimiento. Este cambio estuvo acompafiado de un cambio
de apariencia de la solucidén que, a partir de esa concentracion, fue similar a la de un gel.
Otra modificacion observada fue el aumento de la opacidad a partir de una concentracién
de 40 % lo cual permitid apreciar con mas facilidad, visualmente, que el recubrimiento
fuera completo y uniforme de la superficie de los quesos tratados. Es importante destacar
que la composicidén seleccionada (47 - 49 %) resultd ser estable dentro de los tiempos

tecnoldgicos usualmente manejados en la industria (no se observo separacion de fases).
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Fig. 10- Evolucién del parametro viscosidad (cP) con la concentracion de polifosfatos Ay B

(entre lineas de puntos, el rango de concentracion de trabajo).

La relacién entre la viscosidad y la capacidad de cobertura de la solucién de ambos
polifosfatos, a distintas concentraciones, sobre la superficie de los quesos se muestra en

la Tabla 11.
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Tabla 11- Capacidad de cobertura (visual) de la solucion de polifosfatos (A y B, evaluados en

forma separada), en funcién de la concentracion.

Concentracion (% p/v) Viscosidad '(cP) Cobertura satisfactoria
24 21,96 + 0,25 - (negativo)
30 27,95 £ 0,55 - (negativo)
35 34,16 £ 0,63 - (negativo)
40 39,50 £ 0,55 - (negativo)
44 45,10 + 0,69 +/- (dudoso)
48 58,63 £ 0,65 + (positivo)

' La viscosidad (valor medio + DS) fue medida en un Viscosimetro Haake — Kugelfall, a 25 °C

(N=6). Estos valores corresponden a los representados en la Fig. 10.

La capacidad de cobertura se muestra en la Fig. 11, para una concentracion de
ambos polifosfatos entre 47- 49 %. Si bien a una concentracién de 44 % se comenzo a
observar, en algunos casos, un buen recubrimiento (datos no mostrados), cuando se

utilizé una concentracién dentro del rango mencionado el recubrimiento fue total.

Fig. 11- Vista de la superficie de los quesos luego de la inmersién (15 - 20 seg) en solucion de

polifosfatos (A o B) 48 % (p/v), en agua.
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La forma de operar fue por inmersién, directamente en cubetas conteniendo la
solucién, ya que resulté mas sencillo y rapido que realizar el recubrimiento con pincel vy,
ademas, es lo que se utiliza en la industria. Otra opcidn, si bien aun no ha sido probada,

seria formar la capa de polifosfatos por aplicacion por aspersion.
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Diseno experimental

Para el estudio se compararon distintos tratamientos para realizar el recubrimiento
de los quesos. Los mismos fueron:

Testigo I: queso pintado con pintura comercial antimoho transparente (DERPLAST
S10, DONCA S.A., Gualeguaychu, Argentina) a base de acetato de polivinilo, agua,
sorbato de potasio, pimaricina y acido citrico.

Testigo II: queso pintado con pintura comercial transparente (DERPLAST S,
DONCA S.A., Gualeguaychu, Argentina), a base de acetato de polivinilo y agua.

Experimental I: tratamiento por inmersion en solucién saturada de polifosfato A
(aprox. 45 %, plv), sin pintar (Fig. 11).

Experimental II: tratamiento por inmersién en solucion saturada de polifosfato B
(aprox. 45 %, p/v), sin pintar.

Experimental lll: tratamiento por inmersidn en solucion saturada de polifosfato A,
secado y recubrimiento con DERPLAST S (Fig. 12) (con pincel).

Experimental IV: tratamiento por inmersion en solucion saturada de polifosfato B,
secado y recubrimiento con DERPLAST S.

Experimental V: recubrimiento con DERPLAST S (con pincel), adicionado de 60 %
(v/v) de solucion saturada de polifosfato A.

Experimental VI: recubrimiento con DERPLAST S, adicionado de 60 % (v/v) de
solucién saturada de polifosfato B.

Experimental VII: tratamiento por inmersion en solucion saturada de polifosfato A,
secado y recubrimiento con DERPLAST S adicionado de 60 % (v/v) de solucion saturada

de polifosfato A.
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Experimental VIII: Tratamiento por inmersién en solucion saturada de polifosfato
B, secado y recubrimiento con DERPLAST S adicionado de 60 % (v/v) de solucion
saturada de polifosfato B.

Experimental IX: tratamiento por inmersion en solucion saturada de polifosfato A,
secado y recubrimiento con DERPLAST S adicionado de 60 % (v/v) de solucién saturada
de polifosfato B.

Experimental X: tratamiento por inmersion en solucién saturada de polifosfato B,
secado y recubrimiento con DERPLAST S adicionado de 60 % (v/v) de solucion saturada

de polifosfato A.

Fig. 12- Proceso de cobertura de las superficies de los quesos con la pintura polivinilica.

El tiempo de secado de las superficies recubiertas con las soluciones de
polifosfatos luego de la inmersion y previo a la cobertura con pintura resulté ser un punto
crucial ya que, si los quesos se pintaban sin estar debidamente secos, no se lograba
formar una cobertura homogénea. El tiempo de oreado, antes del pintado, se determiné

en una 1 hora (minimo) para asegurar un adecuado nivel de humedad superficial.

54



Capitulo 2

Si bien la cobertura con pintura base luego de la inmersién de solucion de
polifosfatos se realizé con pincel (debido al bajo numero de quesos con los que se
trabajaba) esta operacion, en la industria, podria perfectamente ser reemplazada por un
pintado por aspersion.

En relacion al agregado de un 60 % (v/v) de soluciéon saturada de ambos
polifosfatos a la pintura DERPLAST S, se pudo observar que, con el tiempo, la misma
cambiaba sus caracteristicas fisicas, incrementando su viscosidad. Al cabo de una hora
la pintura se transformaba en un gel que, al agitarlo, mostraba la presencia de grumos
pequenos, lo cual dificulté la aplicacién con pincel.

Luego de realizar todos los tratamientos, las hormas se llevaron a la camara de
maduracién del INLAIN, como se muestra en la Fig. 13, la cual se mantuvo a una
temperatura de 14 °C y una humedad relativa del 80 + 3 %. El proceso de maduracion y

seguimiento/control fue de 6 meses.

Fig. 13- Quesos con distintos tratamientos, en camara de maduracion.
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Seguimiento y control del desarrollo fingico

La evaluacion se realizO mediante observaciones semanales, registrando
fotograficamente la evolucidn de cada tratamiento para poder compararlos. Debido a que
no existe una metodologia analitica microbiolégica estandarizada para valorar la
concentracion fungica en la superficie de los quesos, se procedié a realizar una valoracién
semicuantitativa, establecida por criterio propio. La misma consistié en evaluar en las
hormas el desarrollo de mohos en 5 secciones de 1 cm? ubicadas en las caras laterales e
igualmente separadas entre si. El criterio adoptado para la expresion e interpretacion de
los resultados fue: (-) ausencia de crecimiento en todas las secciones, (+) crecimiento de
< 50 %, (++) crecimiento entre 50 - 75 %, y (+++) crecimiento del 100 %, en todas las
secciones. Para la evaluacién se consideré solamente la cara lateral, desatendiendo la
evolucion de las bases, de manera de excluir posibles desviaciones producidas por el roce
de las bases de las hormas en el pintado y en los sucesivos volteos. Las experiencias se

realizaron por duplicado, y se consideraron solamente los tratamientos mas eficientes.
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Evaluacién sensorial

Este ensayo se realizé para descartar que los polifosfatos otorgaran algun atributo
diferente frente al testigo y, para tal fin, se utilizé el método del triangulo (Santa Cruz y
col.,, 2005). Este método es un test de discriminacién por medio de una prueba de
diferencia global, y los panelistas no deben seleccionar por preferencia, aceptaciéon y
grado o naturaleza de la diferencia. Se utilizé un panel de 24 evaluadores (no entrenados
pero familiarizados con el producto) los que recibieron tres muestras codificadas, dos
iguales y una diferente. La experiencia se realizo a temperatura ambiente, en cuatro boxes
independientes, los cuales estaban separados de la habitacion principal donde se
preparaban las muestras. Las mismas se tomaron descartando 2 mm de corteza y
evaluando dentro de los 10 mm siguientes (Fig. 14). Mediante examen visual, tacto, olfato
y gusto, los panelistas debieron detectar la muestra diferente (Fig. 15). Los resultados
correctos (identificacion de la muestra diferente) se contaron y se relacionaron con las
muestras totales analizadas. Mediante el uso de tablas estadisticas (Santa Cruz y col.,
2005) fue posible determinar si habia diferencia significativa entre las muestras

experimentales y el control (o= 0,05).
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Fig. 14- Muestreo para la evaluacion sensorial de los quesos tratados con cobertura adicionada

de polifosfatos.

Evaluacion sensorial (Test triangular)
Nombre: Fecha:
Evaluador (nimero):

Ud. recibira tres muestras, dos iguales y una diferente. Por favor, analice las
muestras de izquierda a derecha mediante observacion visual, textura, olor

y sabor e identifique cual es la diferente.

614 896 264

Fig. 15- Formato modelo usado para la evaluacion sensorial
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los quesos Experimentales | y Il (tratados por inmersidn en solucion acuosa de
polifosfatos, sin recubrimiento de pintura) mostraron un rapido desarrollo fungico. En
efecto, a los 27 d de maduracién, la superficie de los quesos se encontraba
completamente cubierta (Fig. 15), incluso en peores condiciones que los quesos Testigo
Il, recubiertos solamente con pintura (sin agregado de natamicina). Estos resultados
pudieron deberse a que la pelicula no fue lo suficientemente adherente (como una pintura)
y perdié su capacidad de cobertura con el tiempo y las condiciones de camara. Estas
experiencias se dieron por finalizadas y se prosiguieron los ensayos de los restantes

tratamientos.

Fig. 15- Queso con tratamiento por inmersion en solucién acuosa de polifosfatos (A o B), a los

27 d de maduracion (Experimentales | y II).

Los resultados, obtenidos a los seis meses de maduracién, se presentan en la Tabla
12. Como puede observarse en la misma, las experiencias mas exitosas fueron las que

incluyeron las superficies tratadas por inmersion mas pintura sin polifosfatos (lll y IV) e
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inmersion mas pintura con polifosfatos cruzados (IX y X). Los resultados fueron

coincidentes con los obtenidos en los quesos Testigo | (queso control).

Tabla 12- Crecimiento de mohos en la superficie de los quesos, con distintos tratamientos

antifungicos, a los seis meses de maduracion.

Tratamiento superficial Extension del desarrollo
fangico?

Testigo | (control) +

Testigo Il +++

Exp llly IV +

Exp Vy VI ++

Exp Vil y Vil ++

Exp IXy X +

@ valoracion del desarrollo segun lo indicado en Materiales y Métodos

Los quesos pertenecientes a los Ensayos IX y X mostraron mayor “higroscopicidad”
por lo que, con la humedad de la camara, la superficie se observo opaca y pegajosa. Si
bien estos quesos mantuvieron una aceptable conservacion en relacion al desarrollo
fungico, no se los selecciond para la evaluacion sensorial debido a que los experimentales
lll y IV provenian de metodologias mas simples, econdmicas y con igual resultado. Los

resultados se muestran en la Fig. 16.
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Fig. 16- Aspecto de los quesos luego de seis meses de maduracion, correspondientes a los

ensayos exitosos.

En relacion a otros métodos de conservacion, Quinto y col. (2007) demostraron que
el tratamiento superficial con aceite de oliva de quesos tipo Canestrato Pugliese no resultd
eficiente para inhibir el crecimiento de mohos durante 100 d de maduracién. En efecto,
estos resultados acuerdan con estudios previos, en los que se demuestra que, si la corteza
aun no esta formada, el aceite sirve de sustrato para el desarrollo de mohos. Sin embargo,
si se aplica cuando la corteza ya esta formada los resultados varian, actuando el aceite
como una barrera al oxigeno, inhibiendo el desarrollo fungico (Wendorff y col., 1993;
Wendorff and Wee, 1997). Por otra parte, también esta propuesto el tratamiento con

ahumado liquido en algunos tipos de quesos como otra alternativa a utilizarse, aunque,
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en este caso, la capacidad de inhibicion fungica observada fue débil (Holley y Patel, 2005;
Quinto y col., 2007).

En relacién a la evaluaciéon sensorial de los quesos, se compard solamente los
Testigos | con los Experimentales lll y IV, seleccionados en base a su simplicidad y
buenos resultados, frente a los Experimentales IX y X. El nUmero de respuestas correctas
(diferenciacién de la muestra distinta) fue de 12 sobre 24, en la primera experiencia, y de
11 sobre 24 en la segunda. Utilizando una tabla estadistica, basada en una distribucion
binomial (Santa Cruz y col., 2005), se demostré que no hubo diferencias significativas (o=
0,05) en las caracteristicas sensoriales de los quesos testigos y los quesos experimentales
ensayados. Segun esta tabla, el nUmero minimo de respuestas correctas para considerar
distintas las dos muestras, para ese nivel de confianza y 24 evaluadores, es de 13. Por lo
tanto, se puede asegurar que las muestras experimentales no difirieron, en sus
caracteristicas organolépticas generales, del queso testigo. Si bien, tanto el aceite de oliva
como el ahumado, son técnicas que se usan normalmente en la industria alimenticia para
otorgar flavour a los productos, en este caso, estos compuestos podrian alterar las

caracteristicas organolépticas del producto final, lo que constituiria un efecto negativo.
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CONCLUSIONES

- El disefio experimental del TFl correspondid a una interesante propuesta
aplicativa en relacion a los polifosfatos, mas alla de sus usos convencionales en la
industria alimentaria.

- Los resultados fueron altamente satisfactorios, ya que se logré detener el
desarrollo fungico durante el periodo de maduracion ensayado, practicamente a nivel del
control, en cuatro (4) de las experiencias planteadas. Se selecciond la metodologia mas
sencilla, desde el punto de vista industrial, para reproducir las experiencias y la misma se
reivindicd en la Patente AR084987B1, la cual se expone al final del presente trabajo.

- Mediante el analisis estadistico se confirmd la no existencia de diferencias
significativas entre los quesos experimentales y el control, en lo referente a la evaluacién
sensorial, utilizando el método triangular.

- Eluso de polifosfatos a través de esta nueva metodologia es un avance importante
comparada con el uso de la natamicina como agente antifungico aplicado a la superficie
de quesos durante la maduracion. El costo de los polifosfatos es significativamente menor,
siendo estos compuestos GRAS y estando disponibles comunmente en la industria
quesera para ser usados con otros fines. Ademas, el uso de la natamicina esta siendo
reevaluado en algunos paises.

- Los resultados obtenidos permiten concluir que los polifosfatos de cadena larga
pueden utilizarse como antifungicos superficiales en quesos de medio y bajo contenido de

humedad.
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