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RESUMEN

El concentrado de proteina de suero ldcteo (CPS) posee propiedades
funcionales apropiadas para la elaboracion de peliculas biopreservantes,
siendo factible la incorporacion de bacterias acido lacticas (BAL) produc-
toras de sustancias tipo bacteriocina (STB) y asi, lograr un efecto contro-
lador sobre Listeria monocytogenes al ser utilizada como cobertura sobre
salmon ahumado. Las condiciones para la formacion de la pelicula fueron:
CPS 12% p/v, glicerol 18% v/v, pH en solucion formadora de pelicula 7,0
y 8,0, y secado a 30°C por 16 horas. La actividad inhibitoria de la pelicula
incorporada con las cepas lacticas fue evaluada usando el método de
difusion frente a un césped de L. monocytogenes y mediante el recuento
en placa, obteniendo: la combinacion de dos cepas BAL aumento la ac-
tividad controladora sobre L. monocytogenes logrando reducir hasta 2,1
ciclos logaritmicos el crecimiento de este patdgeno, bajo condiciones de
refrigeracion durante 15 dias.

ABSTRACT

The Whey protein concentrated (WPC) has functional properties suitable
for developing films biopreservantes. Thanks to the functional properties
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of its components, was feasible the incorporation of lactic acid bacteria (LAB) producing substances type bac-
teriocins (STB) and thus achieve and effective control Listeria monocytogenes to be applied on smoked salmon.
The conditions for the formation of the film were: CPS 12% w / v, glycerol 18% v/v, pH of film-forming solution 7.0
and 8.0, and dried at 30 ° C for 16 hours. The study of inhibitory activity of the film incorporated with lactic strains
was evaluated using the diffusion method against a lawn of L. monocytogenes and by plate counting, getting the
combination BAL-A + B, increases the activity of controlling L. monocytogenes achieving 2.1 log units to reduce

the growth of this pathogen under refrigeration for 15 days.

INTRODUCCION

L. monocytogenes es una bacteria patogena, psicro-
trofica, ubicua. La enfermedad que causa es conocida
como listeriosis, se presenta al ingerir alimentos
contaminados, afecta principalmente a personas
inmunosuprimidas, mujeres embarazadas y recién na-
cidos. Este patogeno es considerado un contaminante
post-proceso, puede crecer y sobrevivir atemperaturas
entre 0°C y 45°C, incluso a 48°C, sobrevive a pH bajos,
ambientes anaerobios y desecacion; se ha demostrado
que resiste hasta 28% de sal y altas concentraciones
de nitritos [1, 2].

El salmon ahumado es un alimento listo para consu-
mo, tiene una vida 0til de varias semanas cuando es
almacenado a temperaturas de refrigeracion y empa-
cado al vacio; L. monocytogenes se ha presentado
ocasionalmente como contaminante de este producto,
siendo un sustrato vulnerable dado las caracteristicas
de contenido de sal, el pH y la actividad de agua
(Aw), parametros que favorecen el crecimiento de
este organismo bajo condiciones de refrigeracion y
envasado al vacio [3]

Se han propuesto variados métodos para el control post-
proceso de L. monocytogenes en alimentos, incluyendo
la aplicacion directa de sustancias antimicrobianas,
tratamiento térmico, irradiacion, procesamiento a alta
presion, peliculas y/o coberturas con antimicrobianos
[4]. Estas peliculas proveen proteccion fisica y de barre-
raalos alimentos, controlan el crecimiento microbiano
y son un medio propicio para incorporar aditivos y
sustancias como los antimicrobianos naturales [5,6].
Diversos materiales han sido usados como base para

la elaboracion de dichas peliculas, todos reconocidos
€Omo seguros para consumo humano. Entre ellos se
encuentran polisacaridos, lipidos y proteinas. Los de
mayor aplicacion en la industria carnica son proteina
de suero, caseina, proteina de soja, gluten de trigo y
alginato. En cuanto a las proteinas de suero lacteo, és-
tas, representan el 20% del total de las proteinas en la
leche; comercialmente conocidos como concentrados
de proteina de suero lacteo CPS por su contenido en
proteinas entre 25 a 80% 6 aislados de proteina de suero
lacteo APS con valores cercanos al 90% de proteinas.
Las principales proteinas del suero, la b-lactoglobulina
y, la a-lactoalbumina al ser desnaturalizadas por calor
producen peliculas transparentes, insipidas y flexibles,
pero, es necesario incorporar sustancias plastificantes
como el glicerol para incrementar la flexibilidad y me-
jorar sus propiedades mecanicas [7, 8].

La incorporacion de biopreservantes naturales en
alimentos ha sido tema de investigacion en los altimos
anos, algunos como las bacterias acido lacticas se
ha demostrado que interfieren con el desarrollo de
patégenos dado que al competir por nutrientes y por
produccion de sustancias con accion inhibitoria como
acidos organicos (acido lactico, acido acético, etc.);
perdxido de hidrogeno y bacteriocinas. Por lo anterior,
el uso de sustancias antimicrobianas naturales nivel
industrial en alimentos debe ser considerado como
una alternativa, por su efectividad en contra de pato-
genos [9, 10, 11,12]. El objetivo de este trabajo fue,
evaluar sobre trozos de salmon ahumado una pelicula
a base de proteina de suero lacteo incorporada con
bacterias lacticas, como biocontroladora de L. mo-
nocytogenes.
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MATERIALES

Material biologico: cepas Carnobacterium spp. deno-
minadas cepa BAL-A, aislada de salmén ahumado y
cepa BAL-B aislada de carne envasada al vacio. Listeria
monocytogenes, aislada de salmon ahumado.
Antimicrobiano comercial: nisina, Nisaplin (Danisco ®).
Medios de cultivo: Agar D-MRS para bacterias lacticas
(Schillinger et al., 1993) [9], agar soya tripticasa (ST)
y agar OXFORD para L. monocytogenes.

Componentes de la pelicula: concentrado de proteina de
suero CGPS 80% (Lactoprin-80, PRINAL S.A.), glicerol
al 99% (WINKLER Ltda.).

METODOLOGIA

Para la elaboracion de la pelicula (Figura 1) se trabajo
con una solucion acuosa CPS al 12% (p/v) y glicerol
al 18% (v/v), una vez disueltos, se ajusto el pHa 7,0
y 8,0 con NaOH 0,1N. La solucion fue sometida a
90°C por 30 minutos, en bafo termostatado, poste-
riormente, se redujo la temperatura a 20°C en barfo de
agua con hielo y se incorpord el concentrado celular.
Para la formacion de la pelicula fueron dispuestos
volimenes de 15 mL por placa, en cajas de petri
desechables (Corning,150mmx25mm). El secado se
realizo en estufa a 30°C por 16 horas, asegurando la
dispersion y uniformidad de las peliculas previo al
secado [13,14].

De las cepas BAL incorporadas en las peliculas se
evaluo: a) la actividad inhibitoria de la sustancia tipo
bacteriocina (STB) frente a L. monocytogenes, mediante
prueba de antagonismo, utilizando el método de difusion
desde discos de peliculas de CPS que contenian las
cepas BAL-A, BAL-B y la mezcla de cepas BAL-A+B
b) la viabilidad de las BAL, mediante recuento en placa,
durante 20 dias a 4°C; c) la actividad inhibitoria de las
BAL en las peliculas como cobertura 6 empaque sobre
trozos de salmon ahumado (4cmx4cm) inoculados con
L. monocytogenes a una concentracion de 10°UFC/ml

y envasado al vacio (Figura 2), y d) viabilidad de BAL y
L. monocytogenes durante aimacenamiento por 15 dias
a 7°C, estas dos ultimas mediante recuento en placa en
agar D-MRS y OXFORD respectivamente.

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 mediante
analisis de varianza, con un nivel de confianza de 95%
segun Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de peliculas biodegradables tiene gran interés por
su bajo impacto ambiental, ademas de ser vehiculo de
bacterias lacticas, contribuyen a asegurar la inocuidad
de productos alimenticios como el salmon ahumado.

Figura 1. Pelicula de CPS Lécteo incorporadas con bacterias acido

lacticas.

Figura 2. Trozo de salmon cubierto con pelicula de proteina de suero
y envasado al vacio.
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La viabilidad de las cepas BAL-A, BAL-B y BAL-A+B
incorporadas en la pelicula de proteina evaluadas in vitro
tanto a pH 7,0 como pH 8,0 no presento diferencias
significativas (p<0,05).

En cuanto a la viabilidad de las cepas BAL y las cepa
BAL+nisina en pelicula a pH 8,0 evaluada sobre sal-
mon (Figura 3), se observo que no hubo crecimiento
sin diferencias significativas (p<0,05), excepto, para
la cepa BAL-B la cual mostro un aumento en su creci-
miento al dia 10 respecto al dia 1, durante el tiempo de
almacenamiento a 7°C.

En cuanto a la actividad antagonista de las cepas BAL
incorporadas (Figura 4), las STB lograron reducir el
crecimiento de L. monocytogenes, en 1,7 Log de UFC/
cm? la cepa BAL-A'y 2,11 Log de UFC/cm? la combi-
nacion de las cepa BAL A+B. En el caso de la pelicula
incorporada con cepa BAL-B el efecto controlador no
se observo, al ser aplicada sobre salmon ahumado.

También fue evaluada la combinacion cepas BAL-
A+B+nisina (Nisaplin, Danisco 100Ul/mL) (Figura 5),
aplicada por aspersion sobre la pelicula logrando una
disminucion de 0,52 Log de UFC/cm?del patdgeno por
la combinacion de BAL-A+B, el uso de cepas combi-
nadas potencia la actividad y accion de las sustancias
inhibitorias frente al patogeno evaluado. En el caso de la
aspersion de nisina sola, el efecto inhibitorio se dio hasta
las 24 horas de almacenamiento, el patdgeno mostro
resistencia frente a la nisina y contintio desarrollandose.
La actividad antimicrobiana de la nisina depende del
pH, de las condiciones de aplicacion y de la composi-
cion de los alimentos; asi como del tipo y nimero de
microorganismos presentes y de la concentracion de
nisina [14,15].

Simultaneamente fue evaluado el pH en la pelicula
incorporada con las cepas lacticas, partiendo de un
pH 8,0 en pelicula; al incorporar las cepas lacticas se
observo una disminucion de 0,5, en el valor del pH, al
diafinal (dia 15) se registro un pH de 5,28 en pelicula,
mostrando la actividad metabolica de las bacterias
incorporadas.

Figura 3. Viabilidad de las cepas BAL en la pelicula de proteinaa pH
8,0, almacenadas a 7°C por 15 dias.
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Figura 4. Efecto antagonista de las STB desde la pelicula de proteina a
pH 8,0, frente a L. monocytogenes bajo condiciones de refrigeracion
por 15 dias.
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Figura 5. Efecto antagonista de nisina, STB de BAL-A+B+nisina cepas
BAL-A+B desde la pelicula de proteina frente a L. monocytogenes a
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CONCLUSIONES

El diseio de las peliculas a base de proteina de suero
ofrecid las condiciones apropiadas para la incorporacion
y viabilidad de cepas BAL para su uso como biopreser-
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vante y controlador de L. monocytogenes, mediante |a
STB durante el tiempo evaluado.

Fue demostrada la actividad inhibitoria de la combina-
cion de las cepas BAL A+B y BALA+B+nisina frente
a L. monocytogenes durante todo el periodo de aimace-
namiento bajo condiciones de refrigeracion del salmon
ahumado cubierto con la pelicula y envasado al vacio.
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