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RESUMEN

Listeria monocytogenes es un patdgeno que puede ser causal de contaminacién en
alimentos refrigerados listos para consumo, como, por ejemplo, quesos. Las
bacteriocinas sintetizadas por el género Enterococcus (enterocinas) poseen un fuerte
efecto listericida, y constituyen una alternativa natural para el control de este patdgeno
en alimentos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la efectividad antimicrobiana
de bacteriocinas sintetizadas por la cepa Enterococcus avium DSMZ17511 secadas por
spray, incorporadas en recubrimientos activos a base de agar aplicados en quesos de
cabra contaminados artificialmente con L. monocytogenes 99/287. El sobrenadante libre
de células (SLC) se recuper6 de un cultivo de E. avium DSMZ17511 en el medio
econdmico HS3-LC5 (Harina de soja 3 %p/v y Levadura de cerveza deshidratada 5
%p/v), disefiado en el laboratorio. Fracciones de este SLC se secaron en el equipo Mini
Spray Dryer Buchi B-290 (Tentraga: 150°C Y Taliga: 83-87°C, flujOatimentacion: 6,7 mL/min,
flujOaspiracion: 37 m?>/h). Como recubrimiento de los quesos se utilizé una solucién de agar
de grado alimenticio (0,8% p/v), con agregado de glicerol 20% p/p respecto al polimero.
Para los recubrimientos activos se afiadio 2 %p/v de SLC en polvo. Se dispuso
asépticamente de grupos de 20 quesos (ca. 2 cm diametro), que fueron sumergidos
durante 10 segundos en la suspension tibia de agar con y sin agregado de SLC, y
secados en estufa a 25°C durante 24 h. Asi, se obtuvo por duplicado 3 sistemas de 20

quesos: (A) control sin recubrimiento, (B) con recubrimiento de agar y (C) con



recubrimiento de agar y SLC. Por otra parte, otros grupos de quesos (Sistemas A’, B’ y
C’) fueron contaminados por inmersion en una suspension de L. monocytogenes 99/287
en agua peptona (ca. 10”ufc/mL). Ademas, se utilizé una fraccion de esta suspension del
patdgeno como control de su crecimiento. Los quesos de cada sistema (A, B, C, A", B,
C’) se colocaron individualmente en pocillos de microplacas estériles (BD Falcon™ 12
pocillos), y se almacenaron refrigerados (4°C), siguiendo la sobrevida del patdégeno
durante 2 semanas (0, 3, 7, 10, 13 dias) mediante recuentos en agar Oxford (Biokar,
Francia). Todos los ensayos se hicieron por duplicado. No se observo crecimiento del
patdgeno en los sistemas A, B y C (no contaminados). Por otra parte, el crecimiento de
L. monocytogenes aumentd de manera similar en los sistemas A’ y B’; mientras que, en
los quesos recubiertos con la pelicula activa (C"), se observo una pequefia disminucion
de la viabilidad del patégeno (ca. 0,5 log ufc/mL) respecto a los controles. La textura
blanda y humeda de los quesos empleados, pudo haber favorecido la rapida difusién del
antimicrobiano, impidiendo que se mantuviera disponible en la superficie del queso. Las
bacteriocinas ensayadas, agregadas como SLC en polvo en una concentracion del 2
%p/v en peliculas de agar, mostraron efecto inhibitorio al ser aplicados como
recubrimientos en quesos contaminados con L. monocytogenes. Este efecto podria
mejorarse al aplicar los recubrimientos sobre matrices mas secas, o aumentando la

concentracion de SLC en polvo en las peliculas activas.

Palabras claves: bacteriocinas, biopreservantes, quesos, secado Spray, Listeria

monocytogenes

1. Introduccion

Las bacteriocinas son péptidos cationicos, hidrofébicos y extracelulares
excretados por una amplia variedad de bacterias que inhiben o detienen el crecimiento
de bacterias de especies relacionadas (Jack y col., 1995). Las bacteriocinas sintetizadas
por cepas del género Enterococcus se denominan enterocinas (Eijsink y col., 1998), y
debido a su fuerte efecto listericida, resultan de particular interés como biopreservantes
naturales y seguros en la industria de alimentos (Géalvez y col., 2007).

La adicion de bacteriocinas como sobrenadantes obtenidos de cultivos
bacterianos o concentrados parcial o totalmente purificados en sustratos de grado
alimenticio, se presenta como una de las alternativas para la biopreservacién de

alimentos (Balciunas y col., 2013); sin embargo, es necesario que estas preparaciones



sean estables y libres de células productoras. El secado por spray es un proceso util para
la produccién a gran escala de microcdpsulas de moléculas bioactivas, permitiendo que
puedan ser transportadas a bajo costo y conservadas en forma estable durante largos
periodos de tiempo (Gardiner y col. 2000). Ademas, este proceso puede ser aplicado en
materiales sensibles al calor, principalmente compuestos biolégicamente activos o
células (Doherty y col., 2011).

Por otra parte, el queso es un producto listo para consumo que generalmente no
se somete a ningln tratamiento térmico antes del consumo y se mantiene a temperaturas
de refrigeracion, condiciones que permiten la supervivencia y el crecimiento de
bacterias psicrotroficas, como Listeria monocytogenes (Melo y col., 2015). Este
microorganismo es capaz de sobrevivir durante la elaboracién, maduracion,
fermentacion y almacenamiento de diversos productos lacteos (Bhatti, 2009). Por esta
razon, L. monocytogenes representa un patdgeno de riesgo para la industria del queso
(Cao-Hoang, 2010; O'Bryan y col., 2018).

Estudios previos mostraron resultados promisorios respecto a la aplicacion de las
bacteriocinas sintetizadas por la cepa Enterococcus avium DSMZ17511 como aditivos
antimicrobianos en recubrimientos a base de agar en quesos comerciales y artesanales
(Guitian, 2015; Guitian y col., 2015). Asimismo, se desarroll6 un medio de cultivo
alternativo y de bajo costo para la obtencion de bacteriocinas de la cepa DSMZ17511 en
un sustrato de grado alimenticio (Guitian y col., 2018).

En base a lo expuesto, se propuso como objetivo del presente trabajo la
aplicacion de la tecnologia de secado spray para la obtencién de fracciones
deshidratadas de las bacteriocinas sintetizadas por E. avium DSMZ17511 en un medio
de cultivo rentable y de grado alimenticio. A su vez, se plante6 evaluar la efectividad
antimicrobiana de estas microcapsulas de bacteriocinas, mediante su incorporacién
como recubrimientos activos a base de agar en quesos de cabra artificialmente

contaminados con L. monocytogenes.

2. Materiales y métodos
2.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Como productora de bacteriocinas se usé la cepa Enterococcus avium DSMZ17511
(Audisio y col., 2005; Ibarguren, 2010) y como cepa indicadora se utilizé Listeria
monocytogenes 99/287, ambas disponibles en la coleccién de cultivos del Laboratorio
de Bacteriologia Aplicada (INIQUI-CONICET-UNSa). Los cultivos se activaron por



repiques sucesivos en caldo infusion-cerebro corazén (BHI) e incubacion a 37 °C
durante 16-20 h. Para cuando se necesitd de medios agarizados, se adiciond agar 1,5
%p/v. En los ensayos que requirieron crecimiento selectivo de L. monocytogenes, se

siguio el desarrollo del patégeno en Agar Oxford modificado (Biokar, Francia).

2.2 Solucion de bacteriocinas

El sobrenadante libre de células (SLC) de la cepa productora se recuperé por
centrifugacion (6.000g, 20 min, 20 °C) de cultivos crecidos 20 h (37°C) en un medio
alternativo econdémico de harina de soja 3% p/v y de levadura de cerveza deshidratada
5% plv, disefiado en el laboratorio (Guitian y col., 2018); y posterior filtracion
(membranas de acetato de celulosa de 0,45 um de didmetro de poro, Millipore).

El titulo de actividad antimicrobiana, expresado en UA/mL, se determin6 por el
método de las diluciones seriadas frente a la L. monocytogenes 99/287 como cepa
indicadora (Daba y col., 1991). Para ello, alicuotas de 20 pL de cada dilucion fueron
sembradas en pocitos de 5 mm de diametro realizados en una placa de Petri con BHI
agarizado e inoculada con 100 pL de un cultivo activo de la cepa sensible. Se dejo
difundir por una hora a temperatura ambiente y luego la placa se incubd a la misma
temperatura durante 24 h. Asi, el titulo de la solucién queda definido por el reciproco de
la mayor dilucién que adn inhibe el desarrollo de la cepa sensible UA/mL=1000/(Vs*D)
donde Vs: volumen solucion de bacteriocinas sembrado (20 pL) y D: mayor dilucién
que aun inhibe el crecimiento de la cepa indicadora. El titulo final del SLC utilizado

para los ensayos de secado fue de 6.400 UA/mL.

2.3. Obtencidn de bacteriocinas deshidratadas por secado spray

Para el secado spray se utilizo suero de queso (Veronica, lote SL0511), considerado
un subproducto de la industria quesera, como material de pared econémico. Esta matriz
fue adicionada en una concentracion final de 10 %p/v (60 g) a 600 mL de SLC
obtenidos en medio optimizado. Una vez agregada la matriz protectora, las fracciones
fueron colocadas en un agitador magnético a temperatura controlada (50°C) y agitacién
constante. Se obtuvo el SLC deshidratado mediante la tecnologia de secado por spray
(Tentraga: 150°C, Tsaiiga: 83-87°C, flujo de alimentacion: 6,7 mL/min, flujo de aspiracion:
35 m*h) (Ben Amara y col., 2017), utilizando un equipo Mini Spray Dryer Buchi B-

290. Este proceso se realizd por duplicado.



2.4. Aplicacion de las bacteriocinas obtenidas como polvos deshidratados en
una matriz alimentaria

Se evaluo la actividad antimicrobiana de las bacteriocinas de E. avium DSMZ17511
obtenidas en el medio de cultivo econémico y secadas por spray, mediante su
incorporacion en recubrimientos activos en quesos de cabra contaminados
artificialmente con L. monocytogenes. Se selecciond la aplicacion en quesos de cabra,
por tratarse de un producto de elaboracion artesanal y gran demanda regional,
susceptible a la contaminacién con L. monocytogenes.

Quesos: Se utilizaron dos tipos de quesos de cabra. Por un lado, quesos frescos
elaborados en el laboratorio a partir de leche de cabra fresca pasteurizada, segun la
técnica de Gongalvez de Oliveira y col. (2014). Ademaés, se utiliz6 como control un
queso de cabra comercial adquirido en el Mercado Municipal de la Ciudad de Salta.
Recubrimiento de los quesos: Los ensayos se hicieron sobre el queso fraccionado
asépticamente en porciones de 2cm diametro y 5g ca., con un sacabocados.

Se aplicé como recubrimiento una solucion tibia de agar de grado alimenticio en una
concentracion del 0,8% p/v, con agregado de glicerol 20% p/p respecto al polimero,
como plastificante. A los recubrimientos activos se les agregd una cantidad determinada
de SLC en polvo secado con suero de queso como material termoprotector y
almacenada a -18°C, en una proporcion final de 2 o0 3 %p/v en la suspension de agar. El
SLC en polvo fue resuspendido en agua destilada estéril previo a su adicion a la
suspension formadora de pelicula. Las peliculas control se hicieron agregando el mismo
volumen de agua destilada estéril utilizada para la resuspension del SLC en polvo.

Previo al recubrimiento de los quesos, se evalud la actividad antimicrobiana de las
peliculas de agar obtenidas, para comprobar la efectividad de las bacteriocinas
deshidaratadas adicionadas. Para ello, fracciones de cada pelicula (control y adicionadas
con bacteriocinas) de ca. 1cm? y esterilizados bajo luz UV, se cortaron y se dispusieron
asépticamente sobre un césped de agar BHI inoculado con L. monocytogenes 99/287
(ca. 107 ufc/mL). Se incubaron a 37°C durante 24 h y se observé la presencia de halos
de inhibicién. Asimismo, se realiz6 un ensayo similar, colocando una fraccién de queso
recubierto con cada pelicula sobre un césped inoculado con L. monocytogenes, para
verificar la difusion de las bacteriocinas incorporadas en la pelicula de agar.

Posteriormente, grupos de 20 quesos se sumergieron durante 10 segundos en la

suspension tibia de agar con y sin agregado de SLC (Guitian, 2015).



De este modo, se dispuso, por duplicado, de tres sistemas de 20 quesos de la
siguiente manera: (A) control sin recubrimiento, (B) con recubrimiento de agar, (C) con
recubrimiento de agar y SLC.

Cada sistema de quesos se colocd en recipientes individuales sobre una rejilla de
plastico para permitir la formacion de una pelicula uniforme en toda la superficie y
facilitar el escurrido de la pelicula aplicada (Figura 3B). Se los dejo secar a 25 °C
durante 24 h.
Evaluacion del efecto antimicrobiano de las bacteriocinas aplicados como
recubrimientos en los quesos: Se dispuso de un grupo de quesos ya preparados, para
contaminarlos por inmersion en una suspension de L. monocytogenes 99/287 en agua
peptona de ca. 10° ufc/mL (Sistemas: A’, B’ y C’). Ademas, se utilizo el otro grupo de
los mismos sistemas (A, B y C) no contaminados con el patdgeno; asi como una
fraccion de la suspension de L. monocytogenes 99/287 como control de crecimiento del
microorganismo en tubos de vidrio (Figura 3C) (Guitian, 2015).

A continuacion, los quesos de cada sistema se colocaron individualmente en pocillos

de microplacas esteériles (BD Falcon™, 12 pocillos).
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Figura 1. A) Suspensiones tibias de agar para el recubrimiento de quesos. B) Fotografias de los quesos (A: control

sin recubrimiento, B: con recubrimiento de agar y C: con recubrimiento de agar y SLC). C) Esquema de la
microplaca usada para el ensayo de sobrevida de L. monocytogenes 99/287 en quesos, (A) quesos sin recubrimiento;
(B) quesos con recubrimiento de pelicula de agar 0,8% p/v; (C) quesos con recubrimiento de pelicula de agar 0,8%
p/vy SLC. (A”), (B’) y (C’) corresponden a los respectivos sistemas contaminados con el patogeno. (1) y (2) réplicas

para cada sistema (adaptado de Guitian, 2015).

Se prepararon cinco microplacas (cada una con tres sistemas no contaminados y
otros tres sistemas contaminados con el patdgeno, cada sistema por duplicado), asi
como 2 tubos con la suspension control de L. monocytogenes 99/287, se ubicaron en
envases herméticos y se mantuvieron refrigeradas (4 °C, en heladera) y con humedad

controlada, colocando algodén embebido en agua para mantener la humedad de los



quesos en la heladera durante el ensayo (Chavez, 2014). Se siguio la sobrevida del
patégeno en los distintos sistemas de quesos durante 2 semanas (0, 3, 7, 10, 13 dias).
Para la determinacién de viabilidad de L. monocytogenes se prepard un homogenato
de cada queso (ca. 5 g) en 45 mL de agua peptona estéril (dilucion 10), usando bolsa
tipo Ziploc® esteériles. Con este homogenato se prepararon las diluciones necesarias y
se hizo el recuento del patdgeno en agar Oxford modificado para Listeria.
Una vez concluida cada experiencia, los quesos contaminados y todo el material
utilizado se descart6 cuidadosamente previa esterilizacion en autoclave.
Analisis estadistico: Todos los ensayos se hicieron por duplicado. Los datos obtenidos

se analizaron estadisticamente con el programa Microsoft® Excel 2010.

3. Resultados y discusion

El objetivo del trabajo fue analizar el comportamiento de recubrimientos de agar
funcionalizados con el agregado de bacteriocinas en polvo frente a L. monocytogenes,
en un alimento susceptible a contaminacion con este patdgeno. Durante 13 dias, se
determind la sobrevida de L. moncytogenes en quesos de cabra elaborados en el
laboratorio (Figura 1A) y quesos de cabra adquiridos en el Mercado Municipal de la
Ciudad de Salta (Figura 1B), recubiertos con las peliculas activas y contaminados

artificialmente con el patégeno.
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Figura 1. Viabilidad de L. monocytogenes 99/287 en quesos de cabra (A) frescos elaborados en el laboratorio, (B)
comerciales, contaminados con el patdgeno (linea de puntos), recubiertos con pelicula de agar (0,8% p/v) (linea de
guiones), recubiertos con peliculas de agar (0,8% p/v) + SLC (2% p/v) (linea guiones y puntos), recubiertos con
pelicula de agar (0,8% p/v) y SLC (3% p/v) (doble linea). Control de crecimiento del patégeno en agua peptona (linea
continua).

En el caso de los quesos frescos elaborados en el laboratorio, el crecimiento del control
de L. monocytogenes en agua peptona se mantuvo en ca. 8 log ufc/mL durante los 13
dias de ensayo. Por otra parte, la viabilidad del patdgeno en los quesos control sin

pelicula y en los quesos recubiertos con peliculas sin bacteriocinas, aumentd de manera



similar de 5,5 log ufc/mL a 7,5 log ufc/mL en los 13 dias que duro el experimento.
Mientras que, en los quesos recubiertos con la pelicula activa, se observo una pequefa
disminucion de la viabilidad del patdgeno respecto a los controles, con una diferencia de
ca. 0,5 log ufc/mL a partir de los 10 dias.

Para los quesos comerciales, el crecimiento del patdgeno fue diferente al esperado.
El control en agua peptona tuvo un crecimiento I6gico variando de 7 log ufc/mL a 8 log
ufc/mL durante los 13 dias de ensayo. En los quesos control sin pelicula, la viabilidad
de L. moncytogenes aumento6 de 5,7 log ufc/mL a 6,7 log ufc/mL. En cambio, en los
quesos recubiertos con agar sin bacteriocina, la viabilidad del patdgeno aumentd dos
ordenes (5.5 log ufc/mL a 7,5 log ufc/mL). Finalmente, para los quesos recubiertos con
peliculas activas se observd una diferencia de ca. 1,5 log ufc/mL respecto al control
recubierto con agar entre el dia 2 y dia 10 de ensayo, alcanzando valores de viabilidad
cercanos al control en el dia 13.

Las experiencias de aplicacion de las bacteriocinas en quesos se disefiaron en base a
resultados previos obtenidos en el laboratorio, al aplicar SLC de la cepa DSMZ17511
obtenido en el medio comercial BHI como recubrimientos activos de agar en quesos
contaminados con L. monocytogenes (Guitian, 2015). En este caso, se evaluo el efecto
del agregado del SLC de la cepa productora obtenida en un medio econémico y secado
por spray, en peliculas activas de agar sobre quesos de cabra elaborados en el
laboratorio.

La adicién del SLC seco en peliculas a base de agar no afectd su actividad
antimicrobiana, ya que se observaron halos de inhibicion alrededor de las peliculas en
contacto con un agar inoculado con L. monocytogenes 99/287 (resultados no
mostrados).

Los ensayos con quesos, se hicieron inicialmente con quesos de cabra frescos
preparados en el laboratorio, que resultaron con una textura blanda y muy himeda,
dificultando su recubrimiento con las peliculas de agar. Esta textura de alta humedad se
mantuvo durante todo el periodo de ensayo de la sobrevida de L. monocytogenes. La
excesiva humedad pudo haber favorecido el crecimiento del patdgeno en los quesos
control (sin recubrimiento y con recubrimiento sin agregado de bacteriocinas),
alcanzando valores de viabilidad similares a los del crecimiento del patdgeno en agua
peptona (Figura 10A). A su vez, la humedad del queso pudo haber favorecido la rapida
difusion de las bacteriocinas, motivo por el cual no se mantuvo disponible en la

superficie del queso y los valores de viabilidad difirieron en apenas 0,5 log ufc/mL.



Con estos resultados, se repitieron los ensayos, usando queso de cabra comercial con
un mayor periodo de estacionamiento y una matriz mas seca. Sorpresivamente, la
viabilidad del patogeno, sélo se vio controlada en aquellos quesos sin recubrimiento de
agar (Figura 10B); mientras que, en los quesos con recubrimiento, la viabilidad de L.
monocytogenes 99/287 alcanzd niveles similares al del control en agua peptona. Para los
recubrimientos activos, si bien se observé un efecto inhibitorio respecto al crecimiento
en los quesos cubiertos con agar, los valores de viabilidad se mantuvieron similares o
por encima de los registrados para los quesos control sin pelicula, aun cuando se
utilizaron dos concentraciones diferentes de bacteriocinas deshidratadas.

Se observé un menor efecto inhibitorio de las peliculas activas preparadas con
bacteriocinas secas respecto al registrado en ensayos anteriores realizados en el
laboratorio, con recubrimientos elaborados con SLC liquido obtenido en medio
comercial, con una disminucion de 1 log ufc/mL (Guitian, 2015). Por otra parte, Cao-
Hoang y col. (2010) detectaron una reduccion de 1,1 log ufc/mL en la viabilidad de L.
innocua en quesos recubiertos con matrices de caseinato de sodio funcionalizadas con
nisina, y contaminados artificialmente con este patégeno, luego de 7 dias de
almacenamiento a 4 °C. Dalzini y col. (2016) observaron una disminucion promedio de
2,12 log ufc luego de 15 dias de almacenamiento, en la viabilidad de L. monocytogenes
ATCC 19115 en rodajas de queso tratadas en peliculas comerciales de polietileno de
baja densidad adicionas con los antimicrobianos de Lactococcus lactis CRA26.

Por lo tanto, para aumentar el efecto inhibitorio de las peliculas ensayadas en este
trabajo, seria conveniente agregar una concentracion de bacteriocinas en polvo mayor al
3 %p/v en la solucion de agar. Morgan y col (2001) requirieron la adicion de 10% p/p
de lacticin 3147 en polvo para reducir los recuentos de Bacillus cereus y L.
monocytogenes en una matriz alimentaria. También, seria factible disminuir la
concentracion del patogeno en la suspension donde se contaminan los quesos, teniendo
en cuenta que la dosis infectiva de L. monocytogenes en alimentos es de ca.100 ufc/g
(Mapelli y col., 2018), mientras que en este trabajo los quesos fueron contaminados con

una suspension de ca. 10° ufc/mL.

4. Conclusiones
Se obtuvieron bacteriocinas en polvo con actividad a partir de los SLC de la cepa E.
avium DSMZ17511 crecida en un medio econémico alternativo y, utilizando suero de

queso deshidratado como matriz termoprotectora alternativa y mas rentable. Estas



bacteriocinas secas mantuvieron su actividad al ser agregadas en una concentracion del
2 0 3 %p/v en peliculas a base de agar. A su vez, estas peliculas activas mostraron
efecto inhibitorio al ser aplicados como recubrimientos en quesos contaminados con L.
monocytogenes 99/287, pero es necesario modificar algunos parametros (concentracion

de bacteriocinas, dosis infectiva del patdgeno) para obtener mejores resultados.
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