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PRESENTACION IDITEC

Es una publicacion semestral que recoge los resultados de los trabajos de investigacion de profesores e
investigadores nacionales y extranjeros, que sean de interés para la comunidad en las 4reas de la Ciencia
de los Alimentos; Agricultura y Gestion. La misién de IDITEC es abordar temas multidisciplinarios de
investigacion y/o andlisis que posean un interés regional, nacional e internacional. Las publicaciones
pueden realizarse en espafiol, inglés o portugués. La Revista, estd puesta al servicio de la comunidad
cientifica y académica en general (docentes, investigadores y estudiantes), dirigida tanto a la teoria como
a la practica.
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RESUMEN

Entre los alimentos susceptibles de fermentacion lactica, los vegetales representan un nicho
importante para el estudio y seleccion de cepas con propiedades tecnologicas relevantes para la
formulacion de cultivos iniciadores para este tipo de matrices. En estudios previos, se aislaron y
caracterizaron cepas de bacterias lacticas (BL) a partir de vegetales fermentados de elaboracion artesanal
y se seleccionaron cepas por su potencial aplicacion biotecnologica. El objetivo de este trabajo fue
elaborar un alimento vegetal fermentado (encurtido tipo pickle) con las cepas de BL con las mejores
propiedades. Las cepas que mostraron un mejor desarrollo en las condiciones propias de los encurtidos
fueron Lactiplantibacillus plantarum GS34 y Lacticaseibacillus rhamnosus GS43, las cuales fueron
capaces de inhibir por acidez a los patdgenos alimentarios y no mostraron incompatibilidad, entre ellas,
que impidan su uso conjunto, por lo que fueron seleccionadas como cultivo iniciador mixto e inoculadas
en un alimento vegetal tipo pickle a fin de llevar adelante la fermentacion y evaluar su comportamiento en
el producto durante 60 dias. Al respecto, se evalud su viabilidad y actividad inhibitoria sobre una cepa
enteropatogena de E. coli inoculada simultaneamente en el encurtido. Como resultado, se observo que las
BL se mantienen en elevado nimero durante todo el periodo de almacenamiento analizado e inhiben
completamente el desarrollo de enterobacterias, contribuyendo a la seguridad alimentaria del producto. El
encurtido elaborado con estas BL result6 aceptable para un panel de consumidores elegidos al azar por lo
que se puede concluir que Lp. plantarum GS34 y Lc. rhamnosus GS43 presentan potencial como cultivos
iniciadores para productos vegetales fermentados.

Palabras clave: pickles, bacterias lacticas, enterobacterias, fermentacion.

ABSTRACT

Among foods susceptible to lactic fermentation, vegetables represent an important niche for the
study and selection of strains with relevant technological properties for the formulation of starter cultures
for this type of matrices. In previous studies, lactic acid bacteria (LAB) were isolated from artisanal
fermented vegetables and characterized technologically and strains with potential biotechnological
application were selected. The objective of this work was to prepare a fermented vegetable food (pickle-
type) with the BL strains with the best properties. The strains that showed better development in the
pickling conditions were Lactiplantibacillus plantarum GS34 and Lacticaseibacillus rhamnosus GS43,
which were capable of inhibiting food pathogens through acidity and did not show incompatibility
between them that would prevent their use together. Therefore, they were selected as a mixed starter
culture and inoculated in a pickle-type vegetable food in order to carry out the fermentation and evaluate
their behavior in the product for 60 days. Viability and inhibitory activity of the starter on an
enteropathogenic strain of E. coli inoculated simultaneously in the pickle were evaluated during
fermentation and storage. As a result, it was observed that LAB remain in high numbers throughout the
entire storage period analyzed and completely inhibit the development of Enterobacteriaceae, contributing
to the food safety of the product. The pickle made with these LAB was acceptable to a panel of randomly
chosen consumers, so it can be concluded that Lp. plantarum GS34 and Lc. rhamnosus GS43 have
potential as starter cultures for fermented vegetable products.

Keywords: pickles, lactic acid bacteria, enterobacteria, fermentation.



N° 11 —Afio 2023 IDITEC ISSN 2525-1597

INTRODUCCION

Los cambios alimentarios de las ultimas décadas, asociados al estilo de vida moderno, se reflejan
en una dieta con alta ingesta de alimentos procesados, grasas y azucares; y baja ingesta de frutas y
verduras. El consumo de vegetales resulta fundamental para garantizar una adecuada nutricion y salud al
ser humano. En particular, las hortalizas y las legumbres aportan a la dieta diferentes vitaminas,
minerales, fibras y fitoquimicos como polifenoles y péptidos bioactivos (Tiwari y Cummins, 2013;
Agrawal et al., 2023). A sus beneficios nutricionales se suma su potencial para prevenir enfermedades
cronicas no transmisibles (ECNT) como patologias cardiovasculares, obesidad, diabetes, cancer
colorrectal, entre otras (Septembre-Malaterre et al., 2018). Al respecto, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
(www.who.int/ ; www.fao.org) recomiendan el consumo diario de al menos 400 g de vegetales para
evitar las ECNT y mitigar varias carencias de micronutrientes, sobre todo en los paises menos
desarrollados. Sin embargo, se trata de alimentos altamente perecederos por senescencia natural y
deterioro microbiano que, ademas, pueden no estar disponibles en algunas épocas del afio por
estacionalidad o razones climatologicas. Por este motivo, se suele recurrir a métodos de conservacion
como tratamientos térmicos, preservantes quimicos, alta presion hidrostatica, radiacion ionizante o
campos pulsados, aunque algunos de estos procesamientos pueden afectar las caracteristicas fisicas,
quimicas y sensoriales del alimento (Das et al., 2016; Silveira Alexandre et al., 2022; Gomes et al., 2023).

Por el contrario, la fermentacion es una técnica usada ancestralmente por el hombre para la
biopreservacion y el mejoramiento organoléptico de los alimentos, que implica el crecimiento y la
actividad de microorganismos a expensas de los nutrientes presentes en la matriz alimentaria, con la
produccion de metabolitos que inhiben el desarrollo de potenciales patogenos y deteriorantes. Se trata,
ademds, de una estrategia biotecnoldgica que permite incrementar las propiedades nutricionales y
nutracéuticas de los alimentos, transformandolos en Alimentos Funcionales (Leroy y DeVuyst, 2014).

La mayoria de los vegetales son susceptibles de ser fermentados. En el caso de las frutas, en afios
recientes, se ha incrementado el desarrollo de jugos fermentados, mientras que entre las llamadas
hortalizas o verduras, los productos fermentados con mayor difusion en el mercado son las coles (repollo
y coliflor), pepinos, aceitunas y los encurtidos o pickles (elaborados con zanahorias, pimientos,
remolachas, cebollas, calabazas, rabanos, esparragos, brocoli, brotes de bambu, nabos y alcaparras)
(Nguyen et al., 2013; Saeedi et al., 2015; Bonatsou et al., 2017; Behera et al., 2020).

Los encurtidos son definidos por el articulo 972 del Codigo Alimentario Argentino como “/os
productos obtenidos a partir de frutas u hortalizas que luego de ser curados en salmuera o haber
experimentado una fermentacion lactica en condiciones especiales, se conservan en vinagre, en un
recipiente bromatolégicamente apto” y son alimentos con una buena aceptacion entre los consumidores
de nuestro pais.

Actualmente, la mayoria de los encurtidos se obtienen por fermentaciones espontaneas que dan
lugar a alimentos de bajos estandares higiénicos y condiciones no reproducibles en parametros de calidad.
Por lo tanto, desde el punto de vista industrial, resulta de interés la seleccion de microorganismos que
puedan llevar adelante la fermentacion de vegetales de manera controlada y estandarizada

En general, y particularmente en la cultura occidental, la fermentacion lactica es la mas buscada
y la preferida, por cuanto las bacterias lacticas (BL) son reconocidas por su seguridad (GRAS status, sigla
en inglés para “Generalmente Reconocido como Seguro” de la Administracion de Alimentos y
Medicamentos, y QPS, sigla en inglés para “Presunciéon Cualificada de Seguridad” de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria, EFSA) y por sus beneficios a la salud como probioticos y productores
de prebidticos y postbiodticos (Novik y Savich, 2019; Collado et al., 2019).

Las bacterias lacticas son un conjunto de microorganismos con morfologia de bacilos o cocos
Grampositivos, catalasa negativos, anaerobios facultativos, microaerofilos o aerotolerantes, desprovistos
de citocromos, no esporulados, acidofilos o acidotolerantes, de metabolismo quimioorganétrofo y
estrictamente fermentativo que producen acido lactico como principal producto final de la fermentacion
de azucares. Se encuentran en una amplia variedad de habitats, especialmente aquellos ricos en
carbohidratos, por lo que es posible encontrarlas en alimentos como productos carnicos, lacteos, masa
panaria, vegetales, ensilados, pero también en el suelo, aguas residuales; y los tractos intestinal, genital y
respiratorio del hombre y de animales.

Para los microorganismos, la fermentacion es un proceso catabdlico anaerdbico de oxidacion
incompleta de moléculas organicas en ausencia de aceptores externos de electrones destinados a generar
energia para el crecimiento y actividades vitales (Jay, 2000). De acuerdo con los metabolitos finales de la
fermentacion, las BL son agrupadas como homofermentadoras, es decir, aquellas que producen sélo acido
lactico; y heterofermentadoras, las que producen ademas de acido lactico, otros metabolitos como acético,
etanol y CO,). Estos productos metabdlicos son los responsables de la modificacion fisicoquimica de las
matrices alimentarias y de conferir las caracteristicas distintivas a numerosos alimentos tales como yogur,
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queso, encurtidos, vinos tintos, aceitunas y productos carnicos fermentados. Sin embargo, en ocasiones
son responsables de la alteracion de algunos productos como por ejemplo la formacion de CO, en
productos carnicos envasados al vacio que lleva a la hinchazén del envase, la produccion de acidos
organicos como acético o formico que dan lugar a malos olores o la formacion de limos que confieren
viscosidad en productos carnicos y en bebidas.

El uso de BL en la industria alimenticia, se realiza mediante la aplicacion de cultivos iniciadores
o “starters”, a las materias primas, los que son definidos como “cultivos puros o mezclas de
microorganismos que se inoculan en los productos alimenticios con el objetivo de reemplazar a la
microbiota endogena de la materia prima para mejorar los procesos de fermentacion, contribuir a las
propiedades organolépticas del producto a través de compuestos generadores de sabor, aroma o textura
y ademas, obtener productos mas estables y homogéneos con calidad sanitaria asegurada™ (Garcia
Ibarra, 2007).

Para la formulacion de estos cultivos iniciadores es necesaria la seleccion de cepas con diferentes
propiedades tecnoldgicas relevantes para el producto final, principalmente la capacidad acidificante, que
tiene en cuenta la cantidad y velocidad de produccion de 4cido lactico en la matriz alimentaria. De igual
manera, se puede seleccionar cepas con elevada actividad proteolitica o lipolitica para la sintesis de
péptidos y acidos grasos volatiles que contribuyen al flavor y a la calidad nutricional del producto (Bintsis
2018). Asimismo, numerosos estudios han demostrado actividades enzimaticas involucradas en la
remocion de factores antinutricionales que permiten aumentar la disponibilidad de nutrientes en el
alimento y proteger al consumidor de posibles efectos adversos que estos compuestos pueden causar en su
salud (Saez et al., 2017, 2018).

Los criterios de seleccion de potenciales microorganismos iniciadores incluyen también la
evaluacion del poder antimicrobiano de los acidos organicos (lactico y acético), peroxido de hidrogeno,
diacetilo, bacteriocinas y otros metabolitos secundarios que actuardn como bioprotectores y
biopreservantes (Shirai et al., 1996; Axelsson, 1998; Vazquez et al., 2009). Las bacteriocinas que
producen las BL han sido intensamente estudiadas por su actividad antimicrobiana contra bacterias
patdgenas tales como Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
botulinum y Salmonella (Holo et al., 2001; Vazquez et al., 2009, Zapaznik et al., 2022). La resistencia a
diferentes tipos de estrés como la osmotolerancia (viabilidad a altas concentraciones de sales como NaCl),
desarrollo a pH acidos y/o crecimiento a altas o bajas temperaturas, son también parametros comunmente
estudiados. Finalmente, la decision de usar un cultivo inico o multicepa dependera de la compatibilidad
biologica, entre ellas.

Actualmente, existen a nivel global, microorganismos iniciadores (conocidos también como
fermentos) que se comercializan congelados o deshidratados para la manufactura de alimentos lacteos
(yogur, quesos), embutidos carnicos (salames, chorizo espafiol) y alimentos de origen vegetal (encurtidos,
chucrut y aceitunas). Sin embargo, en nuestro pais, no existen fermentos comerciales de desarrollo local
para este Ultimo tipo de alimentos, por lo que se planted como linea de investigacion de la USPT
(proyectos 1C-400; IC-500) la obtencion de BL silvestres a partir de alimentos fermentados artesanales y
su caracterizacion para ser usadas como fermento en el desarrollo de alimentos vegetales encurtidos.

Para ello, 118 aislamientos de BL obtenidos a partir de productos lacticos, carnicos y vegetales
fermentados (aceitunas) fueron evaluados en cuanto a su capacidad acidificante, osmotolerancia,
produccion de compuestos de aroma y actividad proteolitica. En base a los resultados obtenidos se
eligieron seis cepas que fueron identificadas por secuenciacion del gen ARNr 16S como
Lacticaseibacillus rhamnosus GS21 'y GS43, Lactiplantibacillus plantarum GS31 y GS34, Weissella
viridicens GS25 'y W. paramesenteroides GS35 y se evaluaron propiedades tecnoldgicas relevantes para
la elaboracion de encurtidos: crecimiento en presencia de NaCl, a pH acido e inhibicion de
microorganismos patdgenos (E. coli y Listeria sp.). La evaluacion de compatibilidad permitié determinar
que todas son potencialmente combinables en un fermento mixto (Séaez et al., 2016) por lo que se decidio
formular un fermento compuesto por L. plantarum GS34 y W. viridescens GS25. Es de esperar que la
elaboracion de un encurtido con la adicion de este cultivo iniciador formulado con bacterias seleccionadas
por sus propiedades biotecnoldgicas permita obtener productos con valor agregado, homogéneos y
reproducibles, con un impacto positivo en los parametros nutricionales, fisicoquimicos, organolépticos y
de inocuidad del producto final. En consecuencia, el objetivo de este trabajo fue elaborar un encurtido
con las BL seleccionadas evaluando su poder bioprotector y aceptabilidad organoléptica entre los
consumidores.

MATERIALES Y METODOS
e Microorganismos y condiciones de crecimiento
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Se emplearon en este trabajo, las cepas Lactiplantibacillus plantarum GS34 (aislada de aceitunas
en salmuera) y Lacticaseibacillus rhamnosus GS43 (aislada de queso artesanal) seleccionadas en estudios
previos (Saez et al., 2016) y la cepa de Escherichia coli C3, provista por el Instituto de Microbiologia
“Luis Verna” de la Universidad Nacional de Tucuman y aislada de las heces de un nifio diagnosticado con
diarrea enteropatogénica. Los microorganismos almacenados a -20 °C en crioviales con LEL (leche
descremada al 10 % conteniendo 0,5 % de extracto de levadura) fueron reactivados en caldo LAPTg (1,5
% peptona, 1 % triptona, 1 % glucosa, 1 % extracto de levadura y 0,1 % Tween 80; pH 6,8, (Raibaud et
al., 1961) a 37 °C y subcultivados antes de su uso experimental al menos dos veces en este medio cada 24
horas.

o FElaboracion del encurtido

Para los ensayos por duplicado se emplearon los ingredientes que se mencionan a
continuacion y frascos de vidrio tapa a rosca de 360 mL.
Ingredientes: 2 cebollas grandes / 2 pimientos verdes / 2 pimientos rojos / 3 zanahorias / 3 pepinos / la
mitad de una coliflor grande / 10 dientes de ajo / 10 hojas de laurel / 2,5 litros de agua / 3 cucharadas de
pimienta / 3 cucharadas de azucar / 200 g de sal / 160 mL de vinagre de manzana.
Seleccion de la materia prima: la materia prima usada fue fresca, sana, libre de alteraciones, desprovista
de brotes, textura firme y en estado de maduracion adecuado.
Acondicionamiento de la materia prima: se lavaron los vegetales con abundante agua limpia, se pelaron
quitando cuidadosamente la cascara con cuchillo o pelador debidamente limpio y se fraccionaron a un
tamafio razonablemente uniforme para llenar los envases de vidrio con el producto ya elaborado.
Acondicionamiento de los recipientes: los recipientes de almacenamiento del encurtido fueron lavados
con detergente y enjuagados con abundante agua. Para su esterilizacion fueron colocados durante 30
minutos en una olla conteniendo agua hirviendo, luego se dejaron enfriar y se escurrieron boca abajo
sobre un repasador o lienzo. Una vez esterilizados, toda manipulaciéon de los frascos se hizo con las
manos perfectamente limpias y evitando tocar el interior de estos. Antes de colocar el producto elaborado,
el interior de los frascos y la tapa fueron adicionalmente sanitizados con un algodén empapado en alcohol
70 °.
Elaboracion de los pickles: para la realizacion del alimento se coloco agua en una olla de acero inoxidable
y se dejo hervir durante 5 minutos con los condimentos antes mencionados y el vinagre. Luego se
agregaron coliflores y zanahorias y 5 minutos mas tarde se adicionaron el resto de los vegetales y agua
para completar un volumen final de 5 litros. Se dejo hervir durante 5 minutos con la olla tapada y luego se
dejo reposar 15 minutos (hornalla apagada) antes de proceder al envasado.
Envasado: el encurtido fue fraccionado en caliente en los frascos, para evitar la presencia de O dentro del
recipiente, se tapd con la tapa a rosca y se colocaron invertidos para favorecer el vacio durante 60
minutos. Luego se dejaron a temperatura ambiente para su inoculacion (Figura 1).
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Figura 1: Encurtidos elaborados con diferentes vegetales antes de la fermentacion.
e Inoculacion del alimento con los microorganismos

Para la inoculacion de los microorganismos se definieron 4 condiciones experimentales usandose
dos frascos de encurtido para cada una de ellas.

Condicion 1: control sin microorganismos
Condicioén 2: inoculado con BL

Condicion 3: inoculado con patogenos.
Condicion 4: inoculado con BL y patogenos.

Los microorganismos crecidos en tubos con 5 mL de medio de cultivo fueron lavados (3000
rpm, 5 min) y resuspendidos al volumen original en solucién fisiologica (NaCl, 0,9 %) antes de su
inoculacion en los frascos para evitar alterar el sabor del alimento.

Para la inoculacion con BL (Condiciones 2 y 4) se utilizaron por frasco 5 mL de Lp. plantarum
GS34 (5x107 UFC/mL) y 5 mL de Lc. rhamnosus GS43 (5x107 UFC/mL). Para la inoculacién con
patdgenos se utilizaron 5 mL de E. coli C3 (1x10° UFC/mL) por cada frasco de las Condiciones 3 y 4.
Los encurtidos inoculados se dejaron fermentar a 25 °C durante 24 h y se almacenaron posteriormente a 4
°C durante 6 meses (Figura 2).
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Figura 2: Inoculacion de los encurtidos con las BL seleccionadas.

e Analisis microbiologico de los encurtidos

Luego de la inoculacion se tomaron alicuotas a intervalos para recuento microbioldgico de los
grupos mas relevantes: aerobios mesofilos totales, enterobacterias, bacterias lacticas, hongos y levaduras.
Las muestras fueron procesadas por la técnica de diluciones sucesivas y se sembraron en profundidad en
medios agarizados selectivos para cada grupo microbiano.

Los tiempos analizados fueron: 0 (luego de la inoculacion), 1, 15, 30, 45 y 60 dias de
almacenamiento.

Los medios de cultivo para el recuento de microorganismos y las condiciones de incubacion
fueron las siguientes:

e M.R.S. agar: medio selectivo para bacterias lacticas, incubado 72 h en microaerofilia a 37 °C.

e MacConkey agar: medio selectivo para el recuento de enterobacterias (Escherichia coli y otras),
incubado 24 h en aerobiosis a 37 °C.

e Plate Count Agar (PCA): medio selectivo para recuento de microorganismos mesoéfilos totales,
incubado 48 h en aerobiosis a 37 °C.

e Sabouraud glucosado agar: medio selectivo para el recuento de hongos y levaduras, incubado 72
horas en aerobiosis a 37 °C.

e FEvaluacion preliminar de aceptabilidad

El alimento elaborado con BL (Condicion 2) fue degustado por un panel no entrenado,
compuesto por 50 personas elegidas al azar en la provincia de Jujuy, solicitandoles que indiquen en base a
su percepcion sensorial del alimento el grado de aceptacion de este. Para ello, se proveyo a cada catador
una bandeja limpia con 3 cucharadas de pickles, una cuchara plastica limpia y una hoja para indicar el
grado de agrado o desagrado del producto.

RESULTADOS Y DISCUSION

La fermentacion lactica de vegetales representa una estrategia valiosa y accesible para prolongar
la vida util e inocuidad de estos alimentos y ofrece a la vez la posibilidad de mejorar sus caracteristicas
organolépticas y potenciar sus propiedades funcionales al aportar metabolitos bioactivos a la matriz
alimentaria. A los fines de evaluar el potencial biotecnoldgico como cultivos iniciadores de dos cepas de
BL aisladas en el laboratorio de la USPT en el marco del Proyecto IC-500, se elabordé en forma
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experimental un alimento vegetal fermentado tipo pickles, el cual fue inoculado con Lp. plantarum GS34
y Le. rhamnosus GS43 seleccionadas previamente por sus propiedades tecnologicas. A fin de evaluar su
efecto en la biopreservacion y la seguridad del alimento, se determind su capacidad para prevenir el
desarrollo en el mismo de una cepa enteropatégena de Escherichia coli. En las figuras 3 a 7 se muestran
los recuentos de los grupos microbianos relevantes en las muestras obtenidas hasta los 60 dias de
almacenamiento de los encurtidos a 4 °C.

La condicion 1 fue usada como control de fermentacion y contenia la microbiota endégena del
alimento ya que no se introdujo en ella ningun microorganismo exogeno en forma intencional (Figura 3).
En este encurtido se observé una microbiota basal de aproximadamente 10* UFC/mL de BL y 1,5 x 10°
UFC/mL de aerobios mesofilos totales. Esta microbiota se incrementd con el tiempo de fermentacion
alcanzando un méximo de 4,7 x 107 UFC/mL para BL a los 15 dias y 2,4 x 10% UFC/mL de meséfilos a
los 30 dias de almacenamiento respectivamente. La presencia de enterobacterias, hongos y levaduras fue
detectada a los 45 y 60 dias respectivamente.

Evolucion de la microbiota
Condicién 1: Control sin indculo
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Figura 3: Recuento de microorganismos en el encurtido fermentado naturalmente (Control).HYL:
Recuento de hongos y levaduras; MAC: Recuento de enterobacterias; MRS: Recuento de bacterias
lacticas; PCA: Recuento de aerobios mesofilos totales.

En la condicion 2 se inocularon las cepas de BL seleccionadas previamente en base a sus
propiedades tecnoldgicas. Si bien no se discriminé en este estudio a los microorganismos inoculados de
aquellos pertenecientes a la microbiota lactica enddgena ni tampoco la evolucion individual de cada uno
de ellos en el tiempo, puede observarse que la adicién de 107 UFC/mL de las BL seleccionadas permite
mantener durante todo el almacenamiento una elevada carga de estos microorganismos alcanzando al dia
45 un recuento de 1,58 x 108 UFC/mL. Al igual que en el control la microbiota lactica impidi6 la
proliferacion de enterobacterias hasta los 45 dias de almacenamiento (Figura 4).
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Evolucion de la microbiota
Muestra 2: L. plantarum G534 + L. rhamnosus G543
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Figura 4: Recuento de microorganismos en el encurtido inoculado con el fermento de BL. HYL:
Recuento de hongos y levaduras; MAC: Recuento de enterobacterias; MRS: Recuento de bacterias
lacticas; PCA: Recuento de aerobios mesofilos totales.

La condicion 3 fue inoculada con una cepa enteropatdogena de E. coli. En este caso se observo
desde el dia 0 y durante todo el almacenamiento un elevado recuento de enterobacterias (6,8 x 106
UFC/mL a los 60 dias). Si bien la microbiota lactica enddgena también fue abundante durante todo el
ensayo (en forma similar al control) alcanzado valores de 7 x 107 UFC/mL a los 45 dias, ésta no fue capaz
de inhibir el desarrollo del patdgeno inoculado (Figura 5).

Evolucién de la microbiota:
Condicion 3: Control E. coli
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Figura 5: Recuento de microorganismos en el encurtido inoculado con Escherichia coli C3. HYL:
Recuento de hongos y levaduras; MAC: Recuento de enterobacterias; MRS: Recuento de bacterias
lacticas; PCA: Recuento de aerobios mesofilos totales.

Finalmente, la condicion 4 fue inoculada con las BL seleccionadas (Lp. plantarum GS34 y Lc.
rhamnosus GS43) y la cepa patégena de E.coli C3. En este caso, se puede observar (Figura 6) que la
microbiota lactica fue aumentado en el tiempo (en forma similar a la condicién 2) alcanzando a los 30
dias recuentos de 7,5 x 107 UFC/mL, valor que se mantuvo hasta el final del ensayo. Ademas, esta
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microbiota lactica fue capaz de inhibir desde las 24 horas de fermentaciéon a la poblacion de
enterobacterias (compuesta probablemente en su mayor proporcion por el enteropatdogeno) no
detectandose su presencia desde el dia 15 hasta los 60 dias de almacenamiento.

Evolucion de la microbiota:
Condicidn 4: Lactobacilos + E. coli
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Figura 6: Recuento de microorganismos en el encurtido inoculado con BL y E. coli C3. HYL: Recuento
de hongos y levaduras; MAC: Recuento de enterobacterias; MRS: Recuento de bacterias lacticas; PCA:
Recuento de aerobios mesofilos totales.

Con respecto a la aceptabilidad del encurtido, 5 personas respondieron que el alimento les
resultaba desagradable, 20 personas manifestaron que les resultaba aceptable, 15 agradable, y 10 de los
encuestados manifestaron que era muy agradable y recomendarian el producto (Figura 7).
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Figura 7: Resultado de la encuesta de aceptabilidad del encurtido inoculado con BL.

DISCUSION

Las frutas y vegetales constituyen una parte vital de nuestra alimentacion ya que aportan hidratos
de carbono, vitaminas, minerales, fibra vegetal y diferentes fitoquimicos beneficiosos para la salud. Se
consumen como alimentos frescos crudos o cocinados o transformados en diferentes productos como
conservas enlatadas, encurtidos, licuados o papillas vegetales, etc. En la actualidad, los consumidores
buscan ademas de conocer los componentes nutritivos de lo que ingieren, productos con bajo contenido
de aditivos y grasas saturadas por lo que se han inclinado por el consumo de productos naturales con el
objetivo de cuidar su salud. Al respecto, organizaciones como la OMS recomiendan aumentar el consumo
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de frutas y vegetales para disminuir el riesgo de enfermedades cronicas no transmisibles (Allende et al.,
2006). Su importancia actual en la salud los lleva a ser considerados como alimentos nutracéuticos y
funcionales (es decir, aquellos que mas alld de sus beneficios nutricionales pueden prevenir
enfermedades) por lo que su consumo marcara significativamente la tendencia en la industria alimenticia
en los proximos afios. Ademas de los beneficios para la salud, los cambios en el estilo de vida actual han
incrementado la demanda de los consumidores hacia alimentos saludables listos para consumir o
minimamente procesados, por lo que la busqueda de técnicas de biopreservacion de alimentos que
incrementan el tiempo de vida util y la seguridad microbioldgica del alimento, mejorando a la vez su
calidad y valor nutricional resultan de gran interés. En este sentido, existe una larga historia y trayectoria
en el empleo artesanal e industrial de BL como biopreservantes y aditivos de alimentos a los que
confieren propiedades organolépticas, nutricionales y funcionales mejoradas con respecto a aquellos no
inoculados.

Considerados como matriz alimentaria, los vegetales constituyen un nicho de gran importancia
para el estudio y seleccion de BL con potencial para ser usados como cultivos iniciadores. Los productos
tipicos mas investigados son las aceitunas, pepinos y coles y en menor medida zanahorias, remolachas y
pimientos. En los paises orientales se elaboran y consumen otros productos vegetales fermentados que
incorporan rabanos, nabos, coles de Bruselas, lechugas y legumbres (Montafio et al., 1992).

Un producto aceptado y consumido regularmente en nuestro pais son las conservas vegetales tipo
pickle o encurtidos, cuyo proceso de elaboracion implica fermentaciones lacticas espontaneas que
conducen al dominio de la microbiota lactica. Estos microorganismos eliminan, como consecuencia de la
acidificacion, a aquellos responsables de alteraciones (principalmente bacterias G (-) y bacterias
esporuladas), y por otro lado a sus enzimas pectinoliticas responsables de las putrefacciones blandas. Las
BL que predominan en la fase de iniciacion y la fermentacion primaria de los vegetales incluyen a
Leuconostoc mesenteroides, Levilactobacillus brevis y Lactiplantibacillius plantarum. Las dos primeras
especies no soportan bien la sal ni la acidificacion, y tienen poca importancia en salmueras con mas de un
5 % de NaCl. Lp. plantarum es el mas acidotolerante y es el que finaliza la mayor parte de las
fermentaciones en los vegetales. Por otro lado, Pediococcus rhamnosus y P. cerevisiae también suelen
estar implicados en la fermentacion de los vegetales (Cabeza—Herrera, 2006).

En el mercado nacional no es frecuente el uso de cultivos iniciadores para la elaboracion de este
tipo de alimentos. Su implementacion permitiria obtener productos con cualidades organolépticas muy
apreciables, ya que se ha comprobado que la conservacion por este método es mas eficiente que otros
métodos disponibles como tratamientos térmicos, congelacion o deshidratacion, ademas de extender la
disponibilidad de productos vegetales fuera de temporada y de representar una alternativa economica
dentro de la cadena productiva (Buckenhiiskes, 1997). Ahora bien, la incorporacion de las BL en la
produccion de alimentos vegetales fermentados requiere la evaluacion previa de las propiedades
tecnologicas relevantes para el producto al cual pretenden aplicarse, a fin de seleccionar las cepas mas
apropiadas que formaran parte del “cultivo iniciador” del mismo.

En estudios previos se aislaron y caracterizaron las BL enddgenas de alimentos fermentados
artesanales y se seleccionaron las cepas con las mejores posibilidades para sobrevivir en el ambiente
acido y salino de los encurtidos. Los microorganismos seleccionados fueron Lactiplantibacillus
plantarum GS34 y Lacticaseibacillus rhamnosus GS43, los cuales fueron inoculados como cultivo
iniciador en un encurtido tipo pickles formulado con 4% NaCl y vinagre de manzana el cual se dejo
fermentar a 25 °C durante 60 dias. A fin de evaluar el potencial bioprotector de los lactobacilos
seleccionados se inoculd un lote de encurtidos con una cepa de enteropatégenos en forma simultanea a las
BL.

Como resultado se pudo observar que los encurtidos no inoculados presentaban naturalmente una
carga de 103 UFC/mL de BL propias de la materia prima, poblacidén que evoluciond hasta 3 logaritmos en
30 dias. La adicion del cultivo iniciador con LpGS34 y LrhGS43 permiti6 iniciar la fermentacién con 107
UFC/mL y alcanzar la misma poblacién méxima de BL que el encurtido control (108 UFC/mL) pero en
menos tiempo (15 dias), lo que pone de manifiesto la rapida adaptacion de estos microorganismos al
ambiente extremo del encurtido. Tanto las BL enddgenas (Condicion 1) como las del cultivo iniciador
(Condicion 2) evitaron el desarrollo de enterobacterias en los encurtidos hasta los 45 dias, siendo estas
cepas de BL capaces de evitar completamente la aparicion de hongos y levaduras.

Es de destacar particularmente que cuando se inoculd el encurtido con E.coli enteropatogena, las
BL del iniciador LpGS34 y LrhGS43 (Condicion 4) fueron capaces de inhibir progresivamente al
patdgeno, el cual no fue detectado desde los 15 dias de almacenamiento. Por el contrario, las BL
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enddgenas (Condicion 3) no pudieron inhibir, ni eliminar la presencia de la cepa de E. coli
enteropatogena durante los 60 dias analizados.

Las ventajas del empleo de BL seleccionadas han sido demostradas y puestas de manifiesto
previamente por otros autores. Por ejemplo, Vescovo et al. (1995, 1996) observaron un significativo
efecto inhibitorio en la dinamica de crecimiento de la microbiota asociada a vegetales listos para
consumir (ensaladas comerciales), en particular la reduccion y eliminacion de mesoéfilos, coliformes y
enterococos desde los primeros dias de almacenamiento por accion de Lacticaseibacillus casei y en
menor medida por pediococos. De igual manera, Kim et al. (2008) observaron que el crecimiento de las
BL en el kimchi (producto vegetal fermentado coreano) es importante para el control de patégenos
alimentarios como Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, y Staphylococcus aureus.

En un trabajo similar desarrollado en la Universidad del Norte Santo Tomés de Aquino
(Barrionuevo, 2009) en el que se formulé encurtidos con Lc. casei que luego fueron inoculados con 102 o
10° UFC/mL de E. coli solo se observo capacidad de las BL de inhibir a las enterobacterias cuando éstas
se encontraban en baja dosis, lo que pone de manifiesto la importancia de las practicas higiénicas en la
elaboracion del alimento para evitar la contaminacion elevada de la materia prima.

El uso de BL para la elaboracion de encurtidos presenta ventajas adicionales con respecto a
aquellos elaborados de manera artesanal. Si bien el agregado de un cultivo iniciador puede implicar un
costo mas elevado, también favoreceria la obtencion de productos de mayor calidad y con caracteristicas
y propiedades constantes y reproducibles.

En cuanto a los datos de aceptabilidad recolectados, la mayoria de los encuestados respondieron
que el encurtido formulado con BL les resultdé aceptable, agradable o recomendable y solo un 10 %
manifesté desagrado, lo que marca una tendencia que puede resultar predictiva de la aceptacion general
del producto entre un grupo masivo de consumidores. En estudios similares, Yu et al. (2023) aislaron BL
de pickles en China a fin de seleccionar aquellos que puedan inocularse intencionalmente para mejorar la
calidad de la fermentacion. En comparacion con los pickles fermentados naturalmente aquellos
inoculados con BL como Limosilactobacillusfermentum y Lp. plantarum requirieron menor tiempo de
fermentacion y tuvieron menores niveles de nitritos. Ademas, la evaluacion sensorial mostr6 que los
pickles inoculados con Lp. plantarum FM 17 tuvieron los mayores indices de aceptabilidad general lo que
puede estar relacionado a la produccion de compuestos relacionados al flavor como acidos organicos,
aminoacidos libres y compuestos volatiles. Otros autores han reportado que las BL tienen diferentes
efectos en la calidad sensorial de los encurtidos (Choi et al., 2019). Xiong et al. (2014) reportaron que Lp.
plantarum produce menos acido acético y citrico que Leuconostoc mesenteroides pero mas acido lactico
cuando son inoculados deliberadamente para la fermentacion de pickles y Wu et al., (2014) informaron
que la inoculacion con Lp. plantarum puede incrementar el contenido de compuestos volatiles,
incluyendo acidos, alcoholes, ésteres y fenoles cuando son inoculados en pickles.

CONCLUSION

Lp. plantarum GS34 y Lc. rhamnosus GS43 empleadas como cultivo iniciador de pickles se
adaptaron satisfactoriamente al producto manteniendo un elevado recuento de BL durante 60 dias. Se
demostré el potencial bioprotector del fermento mixto, ya que su inoculacién permitié inhibir el
desarrollo de un enteropatdgeno como Escherchia coli. La adicion del cultivo iniciador no alterd en forma
negativa las caracteristicas del alimento elaborado, resultando un producto organolépticamente aceptable
para.
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