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RESUMEN

Para garantizar la inocuidad y la vida util de muchos alimentos procesados,
la industria de alimentos ha hecho uso de conservantes artificiales que cada
vez son mds cuestionados y reemplazados por alternativas naturales como
son los cultivos bioprotectores. Las bacterias dcido ldcticas (BAL) y dcido
propidnicas (BAP) son los grupos bacterianos mds reconocidos por su accion
antimicrobiana sobre bacterias patégenas y en menor grado sobre hongos. El
presente estudio evalué la funcionalidad antifuingica de tres cepas de Lacto-
bacillus casei, tres de L. rhamnosus y tres de Propionibacterium freudenreichii
sobre aislados de Mucor circinelloides y Geotrichum candidum y el efecto de
factores como la Pasteurizacion (74°C, 3 min) y el medio de crecimiento de los
cultivos bioprotectores (leche y BRFS) sobre esta. Los ensayos reto con culti-
vos bioprotectores sin y con tratamiento térmico realizados por triplicado en
modelos Idcteos (agar yogur) arrojaron los siguientes resultados de acuerdo
con una escala cualitativa de crecimiento fungico: (1) diferentes cepas de BAL
y BAP divergieron en funcionalidad bioprotectora, (2) el tratamiento térmico
eliminé o redujo sustancialmente el poder antifungico de los cultivos con la
excepcion de P. freudenreichii subsp. shermanii BPLO082 y (3) los cultivos
desarrollados en medio BRFS presentaron mayor capacidad de inhibicion.

ABSTRACT

To guarantee the food safety and shelf life of many processed food products,
the food industry has made use of artificial preservatives that are each time
more questioned and replaced by natural alternatives such as bioprotective
cultures. Lactic acid bacteria (LAB) and propionic acid bacteria (PAB) are bac-
terial groups recognized by their antimicrobial action against bacterial patho-
gens but their activity against fungi is lesser known. The present study evalua-
ted the antifungal functionality of three strains Lactobacillus casei, three of
L. rhamnosus, and three of Propionibacterium freudenreichii against isolates
of Mucor circinelloides and Geotrichum candidum and the effect of factors
like pasteurization (74°C, 3 min) and culture media (milk and BRFS) on it. The
challenge assays in dairy models (yogurt agar) produced the following results
in accordance to a qualitative score scale of fungal growth: (1) different stra-
ins of LAB and PAB differed in the bioprotective functionality, (2) the heat
treatment eliminated or reduced substantially the antifungal power with the
exception of P. freudenreichii subsp. shermanii BPLO082, and (3) the cultures
developed in media BRFS exhibited greater inhibition capacity.

RESUMO

Para garantir a inocuidade e a vida util de muitos alimentos processados, a
industria alimenticia faz uso de conservantres artificiais, que vém sendo cada
vez mais questionados e substituidos por alternativas naturais, como € o caso
das culturas bioprotetoras. As bactérias dcido-ldticas (BAL) e dcido-propiéni-
cas (BAP) constituem os grupos bacterianos mais reconhecidos por sua acdo
antimicrobiana sobre bactérias patogénicas e, em menor grau, sobre os fun-
gos. O presente estudo avaliou a funcionalidade antiftingica de trés cepas de
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Lactobacillus casei, trés de L. rhamnosus e trés de Propio-
nibacterium freudenreichii sobre isolados de Mucor circi-
nelloides e Geotrichum candidum, bem como o efeito de
fatores como a pasteurizacdo (74°C, 3 min) e o meio de
crescimento das culturas bioprotetoras (leite e BRFS) so-
bre ela. Os ensaios de desafio com culturas bioprotetoras
com e sem tratamento térmico realizados por triplicado
em modelos Idcteos obtiveram os seguintes resultados de
acordo com uma escala qualitativa de crescimento fingi-
co: (1) diferentes cepas de BAL e BAP divergem quanto a
funcdo bioprotetora, (2) o tratamento térmico eliminou ou
reduziu o poder antifiingico com excecdo da P. freudenrei-
chii subsp. shermanii BPLO082 e (3) o culturas desenvol-
vidas em meio BRFS exibiu maior capacidade de inibicdo.

INTRODUCCION

De Acuerdo con la FAO [1] un tercio de la producciéon
de los alimentos destinados al consumo humano se
pierde en todo el mundo, lo que equivale a mas 1.300
millones de toneladas al afio y se estima que un cuarto
de la produccién alimentaria mundial se pierde debido
a las alteraciones causadas por microorganismos. Se-
gun el Departamento Nacional de Planeacion (DNP),
en Colombia se desperdicia el 34% de los alimentos
destinados a consumo humano; se botan 9,76 millo-
nes de toneladas de alimentos por ano y el 36% de
esta cantidad se desperdicia en las etapas de distribu-
cién, venta al por menor y hogares. En los productos
lacteos las pérdidas ascienden a 29 mil toneladas afo
[2]. La apariciéon de productos alimenticios deteriora-
dos hace decrecer la confianza del consumidor y es
causa de pérdidas econdmicas para empresas. Estas
razones hacen que las industrias alimentarias se en-
cuentren en continua busqueda y desarrollo de nue-
vas tecnologias de conservacién para alargar su vida
Gtil y garantizar la inocuidad de sus productos.

Los derivados lacteos fermentados se caracterizan
por proveer un sustrato favorable para el crecimiento
de mohos y levaduras con la capacidad de fermentar
azUcares (lactosa, glucosa, galactosa) e hidrolizar pro-
teinas causando el deterioro de estos productos aun
a temperaturas de refrigeracion [3]. La contaminacion
del producto final por hongos presentes en el ambien-
te de plantas de produccién, a pesar de las buenas
practicas de manufactura, es la primera causa de de-
terioro de productos lacteos. Durante su crecimien-
to, los hongos contaminantes alteran los derivados
lacteos fermentados por la produccion de diferentes

tipos de sustancias como son compuestos volatiles
y aromaticos y alcoholes entre otros que originan
cambios de sabor, olor, textura y apariencia [4]. Los
principales hongos causantes de alteraciones en pro-
ductos lacteos fermentados son Mucor circinelloide,
Meyerozyma guilliermondii, Candida parapsilosis, Can-
dida diffluens, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
marxianus, Rhodotorula mucilaginosa, Yarrowia lipolyti-
ca, Zygosaccharomyces bailii o Penicillium brevicompac-
tumy, si bien esto es un punto para analizar para cada
producto, su apariciéon depende de varios factores,
entre ellos la calidad de las materias primas, de los
programas de higiene y desinfecciéon y del ambien-
te de manufactura [5, 6]. Para la industria lactea, la
prevencion de la contaminacién por microrganismos
provenientes del ambiente para garantizar la vida util
y la inocuidad de los productos alimenticios y reducir
las pérdidas econémicas es un reto constante [3].

En los ultimos afos, la bioconservacion o bioprotec-
cién ha generado particular interés como una alter-
nativa natural al uso de conservantes artificiales para
alargar la vida Util y para garantizar la inocuidad de los
productos alimenticios; también, puede servir como
seguro adicional para productos alimenticios refrige-
rados que no permiten la adicién de conservantes tra-
dicionalmente utilizados en la industria de alimentos,
especialmente en regiones donde no se garantiza la
cadena de frio [7]. La aplicacién de microorganismos
inocuos, asi como de sus metabolitos con actividad
antimicrobiana puede inhibir o retardar el crecimien-
to de flora microbiana deteriorativa y patégena [7, 8].
Estos cultivos microbianos protectores de alimentos
se componen principalmente de bacterias; son for-
mulaciones que no solo contienen uno o mas culti-
vos microbianos, también pueden estar presentes
los metabolitos producidos durante su crecimiento o
fermentacion y compuestos necesarios para su esta-
bilidad y aplicacién en los correspondientes alimentos.
Actualmente, la aplicacion de cultivos bioprotectores
y sus fermentados para reducir el deterioro de alimen-
tos sigue creciendo en la industria de alimentos con
la tendencia de etiquetado limpio o sea de productos
naturales libres de aditivos y conservantes [9, 10, 11].
Los cultivos protectores pueden hacer parte de los
cultivos microbianos iniciadores de fermentaciones al
que también pertenecen los probidticos [12, 13].

De acuerdo con la Asociacion Europea de Alimentos
y Cultivos Alimentarios (EFFCA), el concepto culti-
vos protectores se aplica a los cultivos alimentarios
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microbianos que, exhibiendo una actividad metabo-
lica, contribuyen a inhibir o controlar el crecimiento
de microorganismos indeseables en los alimentos
sin cambiar sus propiedades tecnoldgicas y senso-
riales [12, 13]. Los cultivos protectores vivos en pro-
ductos fermentados no requieren de declaracién en
Estados Unidos v, si se trata de cultivos protectores
inactivos se declaran como “leche fermentada” o
“azlcar fermentada” [12].

En laindustria lactea, las bacterias acido lacticas (BAL)
y propionicas (BAP) son ampliamente utilizadas en
procesos fermentativos debido a sus caracteristicas
fisiolégicas que aportan beneficios nutricionales asi
como tecnoldgicos a los derivados lacteos. Las BALy
las BAP son generalmente reconocidas como seguras
(GRAS) y presuncion cualificada de seguridad (QPS)
por su largo historial de uso en la alimentacién hu-
mana y animal. Estas bacterias pueden producir com-
puestos anti-fingicos en virtud de su metabolismo
[14, 15]. Las BAL Yy las BAP son un grupo de bacterias
Gram positivas morfolégica y fisiolégicamente he-
terogéneas. Durante sus procesos fermentativos de
carbohidratos producen principalmente acido lactico
y propidénico pero también otros acidos organicos,
peroxido de hidrégeno, diacetil, diéxido de carbono,
hidrégeno y péptidos antimicrobianos que contribu-
yen a su actividad antagdnica contra hongos y bacte-
rias [3,16]. Sin embargo, el mecanismo de accién de
su actividad inhibitoria no se encuentra totalmente
dilucidado para poder hacer un uso optimizado de su
capacidad antimicrobiana [17]. El efecto y el meca-
nismo inhibitorio de las BAL y BAP contra bacterias
patdgenas se conoce mucho mejor que contra mohos
y levaduras deteriorativas [18].

Actualmente se identifican los siguientes principales
mecanismos de accion de los compuestos con activi-
dad antimicrobiana [19]:

e Acido lactico y otros acidos volatiles: disrupcién
del metabolismo celular.

e Perdxido de hidrégeno: inactivacion de biomoléculas
esenciales por reaccién en cadena de aniones
superoxido y activacion del sistema lactoperoxidasa.

e Didéxido de carbono: entorno anaerobio y/o
inhibicion de la decarboxilacion enzimatica y/o
disrupcién de la membrana celular.

o Diacetil:interferencia con la utilizacién de la arginina.

e Bacteriocinas: disrupcion de la membrana

citoplasmatica.

Dentro del grupo de las BAL los géneros Lactobaci-
llus, Pediococcus y Leuconostoc han sido los mas estu-
diados en relacion con su actividad antiftingica [16,
18, 20]. La especie Propionibacterium freudenreichii es
reconocida por sus propiedades antimicoticas dentro
del grupo de las BAP [21]. El efecto antimicrobiano
de bioprotectores ha sido estudiado con mayor in-
tensidad con cultivos vivos y existe muy poca lite-
ratura cientifica sobre el efecto antimicrobiano de
cultivos tratados térmicos.

Se reconoce ampliamente en la microbiologia que las
capacidades fisiolégicas entre cepas pueden ser dife-
rentes y, tanto su resistencia a agentes antimicrobia-
nos como su capacidad antimicrobiana, no se esca-
pan a esta realidad [10]. La aplicacion de soluciones
de bioproteccion para el caso de bacterias patégenas
estd mas extensamente referenciada en la literatura
no asi las aplicaciones sobre microrganismos deterio-
rativos de alimentos procesados [9].

En el procesamiento de derivados lacteos existen
procesos que conllevan mas de un tratamiento tér-
mico y, por lo tanto, siempre existe la duda sobre
la efectividad de cultivos bioprotectores a partir de
células viables. El presente trabajo de investigaciéon
tuvo como propésito evaluar la capacidad antifungica
de diferentes cepas de cultivos bioprotectores sobre
diferentes cepas de M. circinelloides y Geotrichum can-
didum mediante un escrutinio en modelos lacteos, el
efecto del tratamiento térmico de cultivos bioprotec-
tores sobre su capacidad inhibitoria y el efecto del
medio de cultivo sobre la capacidad antimicdtica.

METODO

Aislamiento e identificacion
de especies alterantes

Para los aislamientos fungicos se partié de derivados
lacteos fermentados comerciales con presencia de
mohos provenientes de la planta Sopd, Cundinamarca
(altitud 2587 msnm, 14°C). Los aislamientos se reali-
zaron mediante técnicas tradicionales en medios agar
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YPD (Yeast Extract Peptone Dex-
trose) y Sabouroub agar; una vez
obtenido el primer crecimiento,
se llevaron a cabo pases sucesi-
VoS para asegurar la pureza de los
cultivos. Con los cultivos aislados
se llevé a cabo la creaciéon de un
banco celular primario de esporas
(50% Gilicerol + 0,005% Tween80)
a -80°C, y a partir del cual se con-
tinué trabajando.

Para su identificacién se utilizaron
técnicas de biologia molecular que
incluyeron la extraccion del ADN,
la amplificacion de las regiones in-
tergénicas ITS (Internal Transcribed
Spacer) mediante PCR (Polymerase
Chain Reaction) utilizando los ce-
badores ITS4 e ITS5 de los genes
ARNr. La identificacién se realizd
mediante andlisis en bases de datos
publicas utilizando la herramienta
on line BLAST [22].

Seleccién de los cultivos
bioprotectores para las
pruebas de antagonismo

Se seleccionaron 9 cepas pertene-
cientes a las especies Lactobacillus
rhamnosus, L. casei'y el género Pro-
pionibacterium del cepario del centro
biotecnolégico ADM-Biopolis (Es-
pana). Estos grupos fueron esco-
gidos debido a que se ha descrito
previamente actividad antifiingica
en alguna cepay por estar incluidos
en el listado europeo de seguridad
QPS (ver Cuadro 1).

Elaboracién de los productos
celulares bioprotectores
para los ensayos reto

Se realizaron ensayos con dis-
tintas aproximaciones, en la que
se vario el medio de cultivo y el
estado de las células de cultivos
bioprotectores. En relacion con el
medio de cultivo, se ensayd el me-

dio industrial estandar del centro
biotecnolégico ADM-Biopolis, de
calidad alimentaria y libre de pro-
ductos de origen animal, y un me-
dio de cultivo industrial en base
lactea (leche). En el primer caso
se ensayaron las células obtenidas
de éste, mientras que en el segun-
do caso, los ensayos se realizaron
con el cultivo total (base lactea
mas células), con lo que se analizd
el efecto tanto de las células como
de los productos de su metabo-
lismo. Se evalué adicionalmente
el efecto antiflingico de los culti-
vos inactivados térmicamente por
pasteurizacién (74°C, 30 min). Las
aproximaciones para los ensayos
se resumen a continuacion:

e Cepas crecidas en medio de
cultivo estandar (libre de base
lactea) activas.

e Cepas crecidas en medio de
cultivo estandar (libre de base

lactea) con tratamiento térmico
posterior (“aztcar fermentada”).

e Cepas crecidas en medio de
cultivo de base lactea activas.

e Cepas crecidas en medio de
cultivo de base lactea con
tratamiento térmico posterior
(“leche fermentada”).

La Figura 1 muestra el diagrama
de preparacion de los produc-
tos celulares para su evaluacion
en los ensayos reto. Para cada
una de las cepas incluidas en
el cuadro 1, se llevé a cabo un
crecimiento en dos medios de
cultivo distintos, por un lado, el
medio de cultivo que se utiliza en
ADM-Biopolis para el crecimien-
to industrial de estos microorga-
nismos, y por el otro lado leche
entera. Los medios fueron los
mismos para todas las cepas, si
bien las temperaturas de creci-

Cuadro 1. Cepas bacterianas potencialmente bioconservantes para los ensayos reto.

Cepas Especies
BPLO004
BPLOO79 Lactobacillus casei
BPLO080O
BPLO008
BPLOO15 Lactobacillus rhamnosus
BPLO37
BPLOO81 Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii
BPLO082
BPLO083 Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii

Figura 1. Elaboracion de los productos celulares bioprotectores para los ensayos reto.

Siembra de la cepa

en 50ml de MRS manual 1L

Centrifugar

y liofilizar

Incubacién 24h, 37°C,
anaerobiosis

1L

0,5L

» | Cepa Activa en BRFS

Trat. térmico  Centrifugar
(30min, 74°C)

y liofilizar
E— [Cepa Pasteurizada en BRFS]

Liofilizar

Trat. térmico

(30min, 74°C)

0,5L

» |CepaActiva en LECHE
Liofilizar

—— > | Cepa Pasteurizada en LECHE]
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miento difirieron (37°C en el caso de lactobacilos,
30°C para propionibacterias). El medio BRFS esta
formulado para el crecimiento de bacterias lacticas
y estd compuesto por extractos proteicos, en parti-
cular, extracto de levadura, glucosa (3-5% p/v de-
pendiendo de la bacteria) y sales (fosfato dipotasico
0,3% p/v, amonio hidrogenocitrato 0,2% p/v, aceta-
to sdédico 0,5% p/v, sulfato de magnesio 0,02% p/v,
sulfato de manganeso 0,003% p/v).

Una vez realizados los crecimientos, se llevé a cabo
un recuento en placa de los distintos cultivos. En el
caso de las células activas en BRFS, éstas se recupera-
ron por centrifugacion, se congelaron vy liofilizaron. En
el caso de las células inactivas, el cultivo se inactivo
mediante tratamiento térmico (74°C, 30 min), se recu-
peraron las células por centrifugacion, se congelaron
y liofilizaron. Para el caso de los preparados celulares
en leche se manutuvo la base lactea de la matriz. Se
realizaron recuentos de viables en todos los casos.

Capacidad antifaingica de los productos
celulares bioprotectores

Los ensayos de reto se llevaron a cabo en medio s6-
lido y para el estudio se seleccioné como medio de
cultivo agar yogurt. Este medio se prepara mediante
autoclavado del agar bacteriolégico en agua, poste-
rior atemperado a 50°C en bafo y adicién de yogur
(previamente agitado y atemperado a 40°C en bafo)
en movimientos circulares.

Se realiz6 el escrutinio sobre la capacidad antiftingica
de los preparados celulares bioprotectores sobre M.
circinelloides y los distintos ensayos realizados fueron:

e Control de crecimiento del hongo alterante: medio
agar yogur inoculado con los hongos alterantes.

e Ensayos de inhibicién: medio agar yogur adicionado
en profundidad con los distintos productos celulares
a ensayar e inoculadas con los hongos alterantes.

e Control de contaminaciéon: medio agar yogur
adicionado de los productos ensayar.

Para asegurar la homogeneidad, los distintos pro-
ductos celulares se adicionaron al yogur y se homo-
geneizaron antes de ser vertidos al agar. Una vez
solidificados los medios de cultivo, se procedio a la

inoculacion de los distintos hongos alterantes. Las
inoculaciones se realizaron por siembra en gota, a
partir de soluciones de esporas glicerinadas y alma-
cenadas a -20°C, en una concentracion de 3 espo-
ras/10 pL. Las inoculaciones se realizaron con gotas
de 10 pLy posterior incubacion a 28°C.

La evaluacion de la capacidad inhibitoria se realizé me-
diante medida del didmetro de crecimiento del hongo
cada dos dias. El ensayo se alargd hasta el momento en
el que se dio un mismo didmetro en dos medidas conse-
cutivas, o bien el cultivo alcanzé el didmetro de la placa.

RESULTADOS
Identificacion de las especies de mohos

Se realizo la identificacién de cinco aislados de las espe-
cies M. circinelloides y G. candidum. La Figura 2 muestra
el crecimiento de los cinco aislados en agar Saboraud.

Cuantificacion de los productos celulares
bioprotectores

El Cuadro 2 muestra los resultados obtenidos de los
recuentos bacterianos en los productos con y sin
proceso térmico. Como puede observarse, el proce-
so de inactivacion no fue completo en ninguno de
los casos, aunque si se produjeron reducciones en los
recuentos de 3 a 10 unidades log, ..

Funcionalidad inhibitoria de los productos
celulares bioprotectores

Los productos celulares bioprotectores pasteurizados
en términos generales no presentaron o tuvieron baja
funcionalidad inhibitoria sobre los diferentes aislados
de mohos comparado con los cultivos bioprotectores
vivos. En el Cuadro 3 se resumié el desempefo de
los productos celulares bioprotectores cultivados en
medio BRFS sin y con Pasteurizacién. P. freudenrichii
subsp. shermanii BPLO082 fue la cepa con mayor fun-
cionalidad antifiingica presentando una inhibicién de
crecimiento alta sobre los cinco aislados de mohos.
Las cepas de L. casei BPLO0O04, BPLOO79 y BPLOO8O
tuvieron un efecto inhibitorio alto sobre los aislados
de M. cicirnelloides, no asi en general para G. candidum
aunque para el aislado H2 las primeras dos cepas pre-
sentaron un efecto inhibitorio positivo y ligero res-
pectivamente. Las cepas de L. rhamnosus y P. freuden-

20



Mary Luz Olivares-Tenorio

Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial
Vol. 18 No 2 - Julio - Diciembre 2020

Figura 2. Aislados de mohos de productos lacteos fermentados comerciales. M. circinelloides (H1), G. candidum (H2), M. circinelloides

(H3), G. candidum (H4), G. candidum (H5).
= - * \\

> -

richii subsp. freudenrichii se caracterizaron por tener
bajo o ninglin poder antifingico.

El Cuadro 4 contiene los resultados obtenidos con
los productos celulares bioprotectores cultivados en
leche tal como sucedié con los cultivados en medio
BRFS, los productos bioprotectores pasteurizados
no tuvieron un efecto antifingico. La cepa de P. freu-
denrichii subsp. shermanii BPLO0O82 fue la de mejor
desempeno inhibitorio, aunque sobre M. circinelloi-
des presenté un efecto menor al compararlo con los
resultados obtenidos en medio BRFS. Las cepas de
L. casei BPLOOO4, BPLOO79 y BPLOO8O presentaron
efecto inhibitorio alto sobre M. circinelloides. En-
tre las cepas de L. casei, solo la cepa BPLO0O04 tuvo
efecto inhibitorio positivo sobre el aislado H2 de
G. candidum. En medio de cultivo leche la cepa de
L. rhamnosus BPLOO37 inhibié de manera positiva y
ligera los cinco aislados de mohos, efecto que no se
observé cuando se cultivé en medio BRFS.

En ninguno de los ensayos reto se presenté inhibi-
cion total del crecimiento. Cuando se presento, el
efecto antifingico para todas las cepas BAL y BAP

fue mas alto con los liéfilos con mayores recuentos
indicando que la pasteurizacion afecta el poder anti-
microbiano de los productos celulares bioprotecto-
res. Leyva Salas et al. [23] reportaron en su estudio
que la actividad antifungica decrecié sustancialmen-
te cuando los recuentos de los inéculos de bacterias
bioprotectoras se redujeron de 10E+7 a 10E+5.

La respuesta no homogénea de los aislados fungicos
de una misma especie permite sugerir que los ais-
lados podrian ser cepas diferentes con tolerancias
diferentes a los productos celulares bioprotectores
[10]. A partir de los resultados obtenidos, G. candi-
dum presentd una mayor resistencia a los preparados
celulares bioprotectores evaluados.

En la literatura cientifica se identifica una conside-
rable cantidad de conocimiento alrededor del efecto
antagonico de BAL y BAP sobre bacterias patégenas
en los alimentos. Mucho menos conocimiento existe
alrededor del efecto antifingico de estas bacterias
(BAP y BAP) sobre hongos deteriorativos de los ali-
mentos. Este trabajo de investigacién contribuye al
avance del conocimiento en la tecnologia de biopro-
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Cuadro 2. Recuentos obtenidos de los distintos liéfilos para su posteriormente evaluacion de su funcionalidad antiflingica.

Cepa

Muestra

UFC/g liéfilo + SD

L. rhamnosus BPLOO0O8

BRFS

1,98E+11 + 1,77E+10

BRFS + Pasteurizacion

1,87E+06 = 2,40E+05

Leche

1,34E+09 + 1,41E+07

Leche + Pasteurizacion

1,02E+09 + 1,63E+08

L. rhamnosus BPLOO15

BRFS

2,33E+11 + 2,83E+09

BRFS + Pasteurizacién

9,00E+01 + 0,00E+00

Leche

7,45E+01 + 1,48E+09

Leche + Pasteurizacion

4,35E+06 + 7,07E+04

L. rhamnosus BPLOO37

BRFS

1,70E+11 = 1,41E+09

BRFS + Pasteurizacion

6,80E+03 + 1,41E+02

Leche

8,10E+09 + 8,49E+08

Leche + Pasteurizacion

1,12E+09 + 1,24E+08

L. casei BPLOOO4

BRFS

3,75E+10 = 7,78E+09

BRFS + Pasteurizacién

6,25E+05 + 2,12E+04

Leche

6,45E+09 + 4,95E+08

Leche + Pasteurizacion

3,15E+02 + 7,07E+00

L. casei BPLOO79

BRFS

1,12E+11 + 5,66E+09

BRFS + Pasteurizacion

6,60E+07 = 5,66E+06

Leche

9,00E+09 + 4,24E+08

Leche + Pasteurizacion

3,65E+02 + 4,31E+02

L. casei BPLOO8O

BRFS

1,18E+11 + 1,02E+10

BRFS + Pasteurizacién

7,75E+02 £ 7,07E+00

Leche

1,32E+09 £ 6,22E+07

Leche + Pasteurizacion

1,32E+02 + 6,36E+02

P. freudenrichii subsp. shermanii BPLO0O81

BRFS

1,44E+11 + 2,33E+10

BRFS + Pasteurizacion

1,17E+05 + 4,00E+04

Leche

5,58E+09 + 1,06E+08

Leche + Pasteurizacion

9,55E+07 + 4,95E+06

P. freudenrichii subsp. shermanii BPLO081

BRFS

1,19E+08 + 5,66E+06

BRFS + Pasteurizaciéon

3,00E+03 * 8,49E+02

P. freudentrichii subsp. freudenrichii BPLOO83

Leche 4,95E+07 + 6,36E+04
Leche + Pasteurizacion 4 45E+04 + 7,78E+03
BRFS 3,80E+07 + 4,24E+06

BRFS + Pasteurizaciéon

1,45E+083 = 4,95E+02

Leche

7,20E+07 + 1,41E+06

Leche + Pasteurizacion

1,23E+06 + 3,54E+04
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Cuadro 3. Efecto antifungico de los productos celulares bioprotectores BRFS sin y con Pasteurizacion posterior.
M. circinelloides (H1), G. candidum (H2), M. circinelloides (H3), G. candidum (H4), G. candidum (H5).

Especies Cepas H1 H2 H3 H4 H5
BPLO004 ++ + ++ - -
BPLO004* - - - - -
BPLOO79 ++ (-) ++ - -
BPLO079* - - - - -
BPLOO80O ++ - ++ - -
BPLO080O* - - - - -
BPLO008 - - ) - )
BPLO008* - - - - -
BPLO015 - - - - -
BPLOO15* - - - - -
BPLO037 () () () () (
BPL0037* - - - - )
BPLO0S1 - ) - ) (
Propionibacterium freudenreichii BPLO081* - - - - -
subsp. shermanii BPLO082 ++ ++ ++ ++ ++
BPLO082* - - - - -

Lactobacillus casei

Lactobacillus rhamnosus

Propionibacterium freudenreichii BPL0O083 - - - - -
subsp. freudenreichii BPLO083* - - () - -
* con Pasteurizaciéon
++ Inhibicién de crecimiento alta, + inhibicion de crecimiento positiva, (-) inhibicién de crecimiento baja, - Inhibicion de crecimiento negativa.

Cuadro 4. Efecto antifingico de los productos celulares bioprotectores en leche sin y con Pasteurizacién posterior.
M. circinelloides (H1), G. candidum (H2), M. circinelloides (H3), G. candidum (H4), G. candidum (H5).

Especies Cepas H1 H2 H3 H4 H5
BPLO00O4 ++ + ++ - -
BPLO0O04* - - - - -
Lactobacillus casei BPLOO79 i . B . -
BPLO079* - - - - -
BPLO080O ++ - ++ - -
BPLO0O80O* - - - - -
BPL0O008 - - (-) - -
BPLO0O08* - - - - -
Lactobacillus rhamnosus BPLOO1> - 6 - - -
BPLO0O15* - - - - -
BPLO0O37 (-) + + + +
BPLOO37* - - - - -
BPLO081 - (-) - (-) +
Propionibacterium freudenreichii BPLO081* - - - - ()
subsp. shermanii BPLO082 + ++ + ++ ++
BPLO082* - - + ++ ()
Propionibacterium freudenreichii BPLOO83 - - () - -
subsp. freudenreichii BPLO083* - - - - _

* con Pasteurizaciéon
++ Inhibicién de crecimiento alta, + inhibicion de crecimiento positiva, (-) inhibicién de crecimiento baja, - Inhibicion de crecimiento negativa.
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teccidn, especialmente en la medida que aporta re-
sultados sobre el efecto de los tratamientos térmicos
y del medio de crecimiento de los cultivos bioprotec-
tores sobre la capacidad inhibitoria.

CONCLUSIONES

La aplicacion de soluciones de bioproteccion para la in-
dustria de alimentos, que garantice lainocuidad y el de-
terioro de los productos alimenticios, sigue creciendo
con las tendencias de mercado por productos alimenti-
cios naturales y con etiquetas limpias. Actualmente, se
investiga intensamente sobre la aplicacion de cultivos
bioprotectores o sus fermentados para terminar de
entender su mecanismo de accion y los factores que
afectan su funcion antimicrobiana para asi poder opti-
mizar su aplicacién. Los resultados del presente estu-
dio permitieron concluir que las cepas bacterianas de
una misma especie de BAL o BAP tienen funcionalidad
antifingica diferente, que los aislados de mohos pue-
den tener tolerancias diferentes, que los aislados de G.
candidum presentaron una mayor resistencia a las solu-
ciones bioprotectoras, que la Pasteurizacion reduce el
efecto inhibitorio de los cultivos bioprotectores y que
el medio de cultivo para el crecimiento de las BAL y
BAP influye en su poder bioprotector.
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