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RESUMEN

Antecedentes: En anos recientes la demanda de productos alimenticios percibidos como “naturales” se
ha incrementado de manera importante, los cuales no contienen dentro de sus ingredientes conservantes
o aditivos de origen quimico o artificial. Al retirar de la férmula estos conservantes/aditivos artificiales se
puede generar en el producto un medio ideal de crecimiento de bacterias alterantes o patégenas. Esto es
particularmente cierto en productos cirnicos procesados empacados al vacio, donde su alta actividad acuosa,
bajo pH y un largo periodo de almacenamiento a condiciones de refrigeracién generan un ambiente ideal
para el crecimiento de microorganismos patdégenos como Listeria monocytogenes. Por tanto, esto genera la
necesidad de nuevas y efectivas tecnologias que permitan su control y eliminacién. Los Bio-Conservantes
(adicién de bacterias vivas a los productos cdrnicos) ofrecen una solucién ideal a este tipo de problemas
directamente relacionados con la seguridad alimentaria, y a la vez satistacen la demanda por parte de los
consumidores de productos saludables. Objetivos: Determinar si el cultivo C. maltaromaticum CB1 puede
controlar el crecimiento de una cepa nativa de L. monocytogenes en morcilla y chorizo empacados al vacio
(pelicula de baja permeabilidad al oxigeno). Métodos: Tres lotes diferentes de chorizo y morcilla produ-
cidos a nivel industrial fueron posteriormente inoculados con una cepa nativa de L. monocytogenes a un
nivel de 10> UFC/g junto con el bio-conservante C. maltaromaticurn CB1 a un nivel de 10° UFC/g. A los
tratamientos denominados como control no se les aplicé el bio-conservante. Después de ser empacados
al vacio, los productos fueron almacenados a dos temperaturas diferentes de 4°C (refrigeracién) y 8°C
(abuso de temperatura) durante 35 dias. En intervalos de 7 dias se hizo recuentos del crecimiento de la
L. monocytogenes utilizando agar Oxford. Resultados: Se obtuvo una reduccién significativa (P < 0.05)
en los recuentos de L. monocytogenes tanto en la morcilla como en el chorizo tratados con bio-conservante
C. maltaromaticum CB1 y almacenados a 4°C y 8°C respectivamente, en comparacién con los productos
denominados control. Conclusiones: La cepa de C. maltaromaticum CB1 demostré ser efectiva en el
control del crecimiento de la cepa nativa de L. monocytogenes en chorizo y morcilla.
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ABSTRACT

Background: In recent years, there has been a marked increase in consumer demand for foods that
are perceived as “natural” that contain no artificial preservatives or food additives. Removing artificial
preservatives/food additives from the food provides the perfect environment for growth of both spoi-
lage and pathogenic bacteria. This is particularly true for vacuum packaged processed meat products
where the high water activity, low acid pH and the long storage under refrigeration creates the perfect
environment for Listeria monocytogenes to grow. Thus, there is a need for the introduction of new and
effective technologies to control or kill Listeria monocytogenes. Biopreservation (adding live bacteria to the
meat products) offers the ideal solution of this food safety issue, while satisfying consumer demand for
safe wholesome foods. Objectives: To determine if the biopresevative culture C. maltaromaticum CB1 is
able to control the outgrowth of an indigenous L. monocytogenes in vacuum packaged (low oxygen per-
meability film) chorizo and Morcilla. Methods: Triplicate independent batches/ lots of commercially
produced Chorizo and Morcilla were inoculated with the indigenous L. monocytogenes strain at 10 CFU/g
and with the biopreservative C. maltaromaticum CB1 at 10> CFU/g. Control products did not receive the
biopreservative treatment. Following vacuum packaging, the products were stored at either 4 or 8°C for
35 days. At 7 day intervals the growth of L. monocytogenes was enumerated using Oxford Agar. Results:
There was a significant reduction (P < 0.05) in the number of L. monocytogenes at 4 and 8°C in the Mor-
cilla and Chorizo where the biopreservative C. maltaromaticum CB1 had been added compared to control
products. Conclusions: C. maltaromaticum CB1 was shown to be effective in controlling the outgrowth
of L. monocytogenes in Chorizo and Morcilla.

Keywords: Biotechnology, Carnobacterium, bacteriocins, meat products.

INTRODUCCION turas entre 1°C y 45°C) (3). Es el crecimiento de
L. monocytogenes a temperaturas de refrigeracion
(4°C) el principal motivo de preocupacién tanto
para productores como para consumidores (4), es-
pecialmente en los grupos de alto riesgo como las
personas inmunodeficientes, mujeres embarazadas
y lactantes; es también una de las causas principales
de abortos, septicemia e infecciones del sistema
nervioso central (5).

La industria cirnica estd bajo constante escru-
tinio por parte de los consumidores y los medios
de comunicacién debido a diferentes casos de
intoxicacién que han sido causados por patégenos
emergentes como la L. monocytogenes, Salmonella, E.
coli (enterotoxigenica cepas ETEC), entre otros (1).
Esto ha generado ansiedad en los consumidores y
una falta de confianza en los productos cirnicos
procesados, mostrando que, a pesar de los avances
tecnoldgicos recientes, los problemas relacionados
a la seguridad alimentaria no han sido resueltos (2).

El uso de conservantes quimicos en productos
alimenticios ha sido condenado por los consumi-
dores debido a sus potenciales efectos secundarios
a largo plazo (6). La Bio-conservacién de los
alimentos ha tenido gran aceptacién en la indus-
tria de alimentos procesados y las bacterias dcido
licticas (BAL) juegan un papel importante en
esta tendencia (7). La Bio-conservacion se define
como la extensién de la vida ttil y la generacién de
una mayor seguridad en los alimentos utilizando
flora natural que actta inhibiendo o retardando
el crecimiento y la actividad de microorganismos
patégenos o de degradacién (8). Algunas especies de
bacterias 4cido licticas (BAL) producen metabolitos
o bacteriocinas. Las bacteriocinas son un grupo
de moléculas de proteinas o péptidos de bajo peso
molecular que se producen en los ribosomas de las
bacterias y que tienen la capacidad de interferir en
el crecimiento de otras bacterias filogenéticamente

La L.monocytogenes es el organismo que causa la
Listeriosis, una enfermedad transmitida a través de
los alimentos (ETA), lo cual es motivo de preocupa-
cién, ya que éste es uno de los patdgenos mis letales,
con una tasa de mortalidad de entre el 20 y el 30%,
causando una gran alarma a nivel mundial por parte
de los productores de alimentos, los consumidores
y las autoridades de salud (3). Esta preocupacién se
ha acentuado en los tltimos anos después de que
los investigadores y las autoridades sanitarias han
llegado a la conclusién de que no es posible eliminar
completamente la L. monocytogenes de las plantas
procesadoras de alimentos. La L. monocytogenes es
intrinsecamente resistente a condiciones extremas
de temperatura (ya que puede crecer a tempera-
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relacionadas, a través de la desestabilizacion de la
membrana citoplasmaitica, causando la lisis celular
y evitando asi su crecimiento y su reproduccién
(9). Estas cepas de bacterias dcido licticas también
pueden ser antagonistas de microorganismos que
deterioran los alimentos. Las bacteriocinas son fi-
cilmente degradadas por las enzimas proteoliticas
presentes en el tracto gastrointestinal sin efectos
toxicos, y algunas de las producidas por las BAL
son s6lo activas contra especies filogenéticamente
relacionadas, mientras que otras son activas frente
a otros organismos Gram (+) (10, 11).

El C. maltaromaticum es una bacteria acido lac-
tica que produce metabolitos antimicrobianos y
bacteriocinas que tienen la habilidad de controlar
el crecimiento y/o desarrollo de bacterias patdge-
nas y alterantes que se pueden producir durante el
almacenamiento de productos cirnicos empacados
al vacio (12). El género Carnobacterium, consta
de nueve especies: C. alterfunditum, C. divergens, C.
Sfunditum, C. gallinarum, C. inhibit, C. maltaromaticum,
C. mobile, C. pleistocenium, C. viridans, Carnobac-
terium sp, de las cuales s6lo el C. divergens y el C.
maltaromaticum han sido aisladas de los productos
alimenticios (13).

El C. maltaromaticum es una bacteria icido lictica
atfpicamente homofermentativa la cual produce
dcido lactico a partir de la glucosa (14), es tolerante
aciclos de congelacién/descongelacién, condiciones
de alta presién, capaz de crecer a bajas temperaturas
y con presencia anaerébica de CO,. El C. maltaroma-
ticurn CB1 produce tres bacteriocinas: carnocyclin
A, piscicolin 126 y carnobacteriocin BM1, las cuales
han demostrado ser efectivas en inhibir el creci-
miento del Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Pediococcus acidilactici, C. divergens, Lactococcus lactis,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus casei, Leuconostoc
gelidum, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum,
y altamente efectiva para inhibir el crecimiento de
la L. monocytogenes (15). La actividad antimicrobiana
de las bacteriocinas se debe a que forman poros en
la membrana de la bacteria objetivo, lo cual genera
una pérdida de substancias de bajo peso molecular
(16, 17).

A través de la incorporacién del C. maltaroma-
ticum CB1 directamente sobre la superficie de los
productos cirnicos en el momento de empacar, se
favorece la produccién in situ de bacteriocinas que
inhiben el crecimiento de bacterias patégenas como
la L. monocytogenes (18).

El Chorizo y la Morcilla son productos altamen-
te perecederos y susceptibles a deterioro microbiano
debido a su bajo contenido de sal (2%); bajo pH
(6) y a su actividad acuosa (Aw) (> 0,945); estas
condiciones generan el crecimiento de diferentes
microorganismos relacionados con la contamina-
cién post proceso (19), que puede afectar la salud del
consumidor, las cualidades nutritivas del producto
y producir cambios organolépticos no deseados
en el producto alimenticio en un corto periodo de
tiempo.

La combinacién de las diferentes barreras tra-
dicionales que desaceleran o evitan el crecimiento
microbiano (temperatura, tiempo de coccién, pH,
Aw, entre otros) asi como las nuevas técnicas de
Bio-conservacién pueden proporcionar un meca-
nismo aceptado por los consumidores para controlar
el crecimiento de microorganismos patégenos y
alterantes (4).

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia
del Bio-conservante producido por la bacteria dcido
lictica C. maltaromaticum CB1 al ser adicionada en
productos carnicos (morcillay chorizo) que fueron
inoculados con una cepa de L. monocytogenes.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Los productos cdrnicos (chorizo y morcilla)
fueron producidos en la planta de Frigosur (Caloto,
Colombia) Grupo Nutresa, a partir de formula-
ciones estindar y con base en los protocolos de
elaboracion, envasado y transporte establecidos. Los
productos control fueron inoculados con una cepa
nativa de L. monocytogenes, mientras que las muestras
de ensayo fueron inoculadas con C. maltaromaticum
CB1 y la cepa nativa de L. monocytogenes. Una vez
producidas todas las muestras fueron transportadas
bajo condiciones controladas de refrigeracién al
Centro de Investigacién y Desarrollo de Industria
de Alimentos Zenti SAS en Medellin, Colombia, al
Laboratorio Tecnimicro en Medellin, Colombiay al
Instituto de Medicina Tropical - Universidad CES
de Medellin, Colombia, donde fueron procesadasy
almacenadas en cdmaras de temperatura controlada,
24°Cy 8°C. Tres repeticiones fueron realizadas en
los lotes de produccién independientes. Igualmen-
te, se hizo tres réplicas de lotes independientes de
produccién.
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Anailisis Microbiolégicos

Aislamiento e Identificacion de L. monocytogenes

El aislamiento de la cepa nativa de L. mono-
cytogenes se realiz de acuerdo a los pardmetros
establecidos en AFNOR VALIDATION (ntim.
BIO-12/9-07/02 protocolo comiin para las pruebas
y VIDAS LIS VIDAS® LMQ?2). La cepa nativa de
L. monocytogenes fue aislada con hisopos estériles en
diferentes dreas de proceso (equipos, mostradores,
pisos, paredes, etc.) dentro de la planta de Frigosur
(Caloto, Colombia). Las muestras tomadas usando
hisopos individuales fueron enjuagadas con 10 ml
de caldo Fraser y fueron encubadas (Memmert
modelo de incubadora 400 D06060) durante 24 -
26 horas a 30 = 1°C. El anilisis de identificacién
se realizé utilizando VIDAS® L. monocytogenes 11,
segtn la norma AOAC OMA 2004, 02.

Activaciéon y crecimiento de la cepa nativa de L.
monocytogenes

La cepa nativa fue reactivada mediante la trans-
ferencia de 0,1 ml de solucién de células maestras
a 10 ml de caldo de soya tripticasa (TSB) y fue
encubada durante 8 horas a una temperatura de
37°C. Para preparar el in6culo a utilizar en las
muestras de productos cirnicos se reactivd otros
dos sub-cultivos de la solucién de células maestras
previamente inoculadas, transfiriendo 0,1 ml a 10
ml de (TSB) seguido de una nueva incubacién
durante 8 horas a una temperatura de 37°C; una
centrifugacién a 5000 g por 10 min a 37°C y lavado
con solucién salina al 0,85%, se realizé la suspensién
y dilucién en serie de las células en agua peptonada
con el fin de proporcionar el stock del inéculo de
L. monocytogenes a 1 x 10° UFC/ml.

Preparacion del C. maltaromaticum

Laboratorios Griffith Colombia (Km 39 Au-
topista Medellin - Bogotd, Marinilla, Antioquia,
Colombia) proporcioné una preparaciéon comercial
liofilizada de C. maltaromaticumm CB1, la cual fue
reconstituida siguiendo las instrucciones proporcio-
nadas por el productor, disolviendo 2,2 g en 100 ml
de agua estéril destilada a una temperatura de 4°C.

Inoculacién de las muestras cdrnicas con L monocytogenes
y C. maltaromaticum CB1

El chorizo y la morcilla fueron transferidos de
manera independiente a bolsas estériles. Se adicioné

M. L. Gonzilez H. et al.

inéculo stock (0,5 ml) de L. monocytogenes a cada
uno de los empaques, obteniendo una concentra-
cién de 5 x 10> UFC / g de L. monocytogenes. A las
muestras prueba se les agreg6 1,5 ml adicionales del
C. maltaromaticum CB1 reconstituido. Cada uno de
los empaques fue sellado al vacio (Komet a vacio,

modelo DIGI-GAS 1995) y almacenado a 4 u 8°C.

Muestreo y Analisis

Las muestras control y prueba tanto del chorizo
como de la morcilla que fueron almacenadas a 4y
8°C fueron enumeradas en el dia cero y evaluadas
semanalmente para determinar la tasa de creci-
miento de la L. monocytogenes. Este procedimiento se
hizo por triplicado. Para su evaluacién, las muestras
fueron enjuagadas en 500 ml de una solucién de
agua peptonada (20) y diluidas a diferentes con-
centraciones seriales, también en agua peptonada.
Posteriormente, cada una de las diluciones de L.
monocytogenes se sembré en agar tipo Oxford y se
incub6 durante 48 horas a una temperatura de 37°C.
El C. maltaromaticum se sembré en agar tipo CTSIy
se incubd a 25°C durante 48 horas (21).

Analisis estadistico

El anilisis estadistico de los datos obtenidos fue
realizado utilizando LSD Fishers de SYSTA com-
paracidén por pares.

RESULTADOS

Resultados Microbiolégicos

Morcilla

Los recuentos de L. monocytogenes en la morcilla
almacenada a 4°C e inoculada con el cultivo Bio-
conservante de C. maltaromaticun CB1 mostraron
una reduccién significativa (P < 0,05) alo largo de
la vida atil del producto (35 dias) en comparacién
al control, ya que al final de dicho tiempo se noté
una diferencia de 4 log en los recuentos de L. mono-
cytogenes. Se pudo apreciar también una inhibicién
en la fase inicial de 0,8 log en producto inoculado.
Los recuentos de la L. monocytogenes en morcilla
almacenada a 8°C e inoculada con el cultivo Bio-
conservante C. maltaromaticum CB1 asimismo
mostraron una reduccién significativa (P < 0,05)
a lo largo de la vida atil del producto (35 dias). Al
final de este tiempo se detect6 una diferencia de 3,5
log con respecto al control. Se detecté ademds una
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reduccién inicial de 0,8 log de L. monocytogenes igual
que las muestras almacenadas a una temperatura
de 4°C (ver figura 1). En la morcilla inoculada con
el C. maltaromaticumn CB1 y almacenada a 4°Cla L.
monocytogenes crecié de manera lenta a lo largo de los
35 dias de almacenamiento, iniciando en 2 logs y
llegando finalmente a un nivel de poblacién de 3,0
log UFC/g, en contraste con la morcilla inoculada
con el C. maltaromaticum CB1 y almacenada a 8°C,
en la cual la L. monocytogenes crecié de manera ex-
ponencial durante los primeros 7 dias en 2,5 log, y
alcanz6 una densidad de poblacional mixima des-
pués del dia 20 de 4,0 log CFU/g. La poblacién de L.
monocytogenes en las muestras control almacenadas
a 4°C creci6 de manera constante a lo largo de los
35 dias de vida dtil, llegando a un nivel de log 7,
mientras que en la muestras control almacenadas
a una temperatura de 8°C creci6 de forma ripida a
lo largo de los primeros 14 dias, llegando a un nivel
méximo de poblacién de 7 log, el cual se mantuvo
a lo largo del tiempo restante del estudio.
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Figura 1. Crecimiento de la L monocytogenes (Log10) en
morcilla con y sin Bio-conservante C. maltaromaticum

CB1 almacenado a 4y 8°C.

Chorizo

Los recuentos de L. monocytogenes en chorizo al-
macenado a 4°C e inoculado con el Bio-conservante
C. maltaromaticurn CB1 mostraron una reduccién
significativa (P < 0,05) a lo largo de la vida atil

del producto de 35 dias, por debajo del nivel de
deteccién comparado con el control. Durante los
35 difas de almacenamiento la diferencia de 2,5 log
en L. monocytogenes fue continua.

Los recuentos de L. monocytogenes en chorizo al-
macenado a 8°C e inoculado con el Bio-conservante
C. maltaromaticumm CB1 ostraron una reduccién
significativa (P < 0,05) a lo largo de la vida dtil
del producto de 35 dfas. Al final de la vida atil del
chorizo se detecté una diferencia de 2,5 logs con
respecto al control. De manera excepcional, a 1,0
log de la inculcacién inicial con la L. monocytoge-
nes, se observé que en el chorizo inoculado con el
Bio-conservante C. maltaromaticurn CB1 hubo una
reduccién poblacional de hasta por debajo del nivel
de deteccién en el dia 7 y permanecié constante
durante los 35 dias del estudio (Figura 2).

La poblacién de listeria en las muestras control
a4y 8°C no creci6 significativamente (P > 0,05)
desde el nivel de inoculacién.
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Figura 2. Crecimiento de L monocytogenes (Log10) en
Chorizo cony sin el Bio-conservante C. maltaromaticum
CB1 almacenado a 4y 8°C.

DISCUSION

El C. maltaromaticum es capaz de crecer en
productos cirnicos a temperaturas tan bajas como
2-1,5°C (22-24), y es con frecuencia un miembro
predominante (hasta un 26%) de las Gram positivas
o BAL aisladas de la flora microbiana comtn en la
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carne fresca (res, cerdo, ovejay pollo). Su capacidad
para crecer a bajas temperaturas lo convierte en
una opcién ideal como Bio-conservante. Adicio-
nalmente, se ha encontrado que C. maltaromaticum
crece independientemente de si los productos son
almacenados aerébicamente, empacados al vacio o
sometidos a una atmosfera modificada, incluyendo
composicion de gas de CO,/N, (%) en rangos de
10:90 a 80:20, (24-32).

El C. maltaromaticum también ha sido aislado en
variedad de productos cirnicos procesados, inclu-
yendo tocino de cerdo curado (25), jamones (33, 34),
crnicos espanoles (35), carnes de pollo cocidas (28),
pollo tratado con presiones (408—888MPa) (36),
cerdo y pollo irradiados (26). En ocasiones ha sido
aislado de salchichas fermentadas (37, 38).

El Carnobacterium tiene la capacidad de producir
péptidos antimicrobianos, es decir bacteriocinas,
(39, 16) y las caracterizadas del Carnobacterium per-
tenecen a las clases Iy II (17). Hasta ahora la tinica
bacteriocina clase I (lantibiotic) aislada y reportada
es la producida por el Carnobacterium (40). Por otro
lado, a la clase I pertenecen 10 bacteriocinas de se-
cuencias de aminodcidos, las cuales comprenden pe-
quefias pediocinas como péptidos antimicrobianos.
El espectro de inhibicién de las bacteriocinas clase
II, como la generada por el Carnobacterium, incluye
la Listeria y su actividad antimicrobiana se ejerce por
la formacién de poros, la disipacién del potencial
de la membrana y la fuga interna de sustancias de
bajo peso molecular (5, 17). Recientemente, las
bacteriocinas de C. maltaromaticun CB1 han sido
caracterizadas, mostrando una potente actividad
contra cierto tipo de microrganismo, especialmente
numerosas especies de Listeria (41).

Todas estas evidencias sugieren que C. mal-
taromaticum CB1 es una opcién ideal como Bio-
conservante para productos cirnicos procesados.
En este estudio se demuestra que con la adiccién
de C. maltaromaticum CB1 se logra proteger ambos
productos, morcilla y chorizo, de la cepa nativa
de L. monocytogenes. Ademds de controlar el cre-
cimiento a temperaturas de refrigeracién (4°C),
el C. maltaromaticuin CB1 también es capaz de
controlar el crecimiento de la cepa nativa de L.
monocytogenes bajo abuso de temperatura simulada
(8°C). Se observé ademds que en el chorizo hubo
un buen control del crecimiento de la cepa nativa
de L. monocytogenes; sin embargo, en contacto con
el Bio-conservante se produjo un potente efecto
listericida. Este comportamiento sugiere que es
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importante mds investigacion, que podria conducir
a una alternativa de bioconservacién mejorada para
la industria de cirnicos procesados.

CONCLUSIONES

El crecimiento de la cepa nativa de L. monocyto-
genes fue inhibido por la presencia del Bio-conser-
vante C. maltaromaticum CB1, en ambos productos
morcilla y chorizo a 4y 8°C.

Se evidenci6 una mayor eficacia en el control del
crecimiento de Listeria monocytogenes en presencia
del agente bioconservante C. maltaromaticum en
chorizo.

La adicién del Bio-cosnervante C. maltaromati-
cum CB1 para alimentos, y particularmente carnes
procesadas, es efectivo para controlar el crecimiento
de la Listeria.
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