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Resumen

RESUMEN

El aumento en la demanda de productos listos para el consumo junto con el
creciente interés por tener héabitos de vida saludables ha traido consigo el
incremento del consumo de frutas y hortalizas minimamente procesadas. Sin
embargo, el hecho de que a estos alimentos no se les apliquen tratamientos
térmicos hace que aumente el riesgo de ser portadores de patdgenos de
transmision alimentaria. Ademas, los consumidores son cada vez mas reticentes
al uso de aditivos de caracter quimico en los alimentos. Por ello, cada vez son mas
numerosos los estudios que plantean el uso de técnicas mas saludables y
respetuosas con el medioambiente para controlar el crecimiento de
microorganismos patogenos de transmision alimentaria, como son los cultivos
bioconservantes o antagonistas. Asi, en la presente tesis se estudid el efecto
antagonista de un microorganismo epifito (Pseudomonas graminis CPA-7) y de dos
cepas de microorganismos probidticos (Lactobacillus acidophilus LA-5 'y
Lactobacillus rhamnosus GG) frente a Salmonella enterica subsp. enterica y Listeria
monocytogenes en pera minimamente procesada.

En primer lugar se evaluo la capacidad antagonista de P. graminis CPA-7 frente a
S. enterica 'y L. monocytogenes en pera minimamente procesada, inoculada
artificialmente con 105 ufc/ml de ambos patogenos y 107 ufc/ml del antagonista.
En este estudio se observdo que el antagonista fue capaz de controlar el
crecimiento de ambos patogenos en la pera envasada en aire y a 5, 10 y 20 °C. Sin
embargo, cuando se probd el efecto de P. graminis CPA-7 en condiciones que
simulan su aplicaciéon comercial (en presencia de una solucion antioxidante y bajo
atmosfera modificada pasiva), se observd que la capacidad antagonista se redujo,
llegdndose a no observarse ningun efecto a 10 °C. De forma que, en segundo
lugar se procedi6 a optimizar el film para el sellado de las barquetas de fruta y la
solucién antioxidante con el objetivo de mantener la efectividad de P. graminis
CPA-7 frente a patdgenos de transmision alimentaria sin afectar a la calidad de la
fruta. Tras este estudio, se selecciond la solucién antioxidante compuesta por
acido ascorbico 2 % + citrato de sodio 2 % + CaClz 1 % en base al crecimiento y al
efecto de P. graminis CPA-7. En cuanto al film seleccionado, tuvo que ser lo
suficientemente permeable para permitir que P. graminis CPA-7 desarrollara su
capacidad antagonista y, al mismo tiempo, que se mantuviera la calidad de la
fruta.

Una vez observada la capacidad antagonista de P. graminis CPA-7 frente a
S. enterica 'y L. monocytogenes en pera minimamente procesada, se evalud este
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efecto en otras frutas minimamente procesadas (kiwi, mango, pifia, fresa, naranja,
manzana, mandarina, nectarina, sandia y melén) tras 5 dias de almacenamiento a
10 °C. Entre las frutas evaluadas, se observd reduccion en la poblacién de los
microorganismos patdgenos en las dos variedades de manzana (“Fuji” y “Pink
Lady”), en mandarina, en sandia, y en el caso de la variedad de melon “Galia”,
solamente se observd reduccién en la poblacion de L. monocytogenes y no en la de
S. enterica. Tras observar estos resultados, se plante6 evaluar el crecimiento de la
cepa P. graminis CPA-7 en medio TSB (Caldo de Triptona Soya) ajustado a
distintos valores de pH mediante la adicion de acido malico y acido citrico a 10,
15y 25 °C y en TSB preparado en una solucién tamponada a 25°. Estos resultados
revelaron que P. graminis CPA-7 crecia de forma mas rédpida cuando se utilizo
acido malico para modificar el pH y que por debajo de valores 5,0 no fue capaz de

crecer.

El conocimiento de las propiedades beneficiosas que pueden proporcionar los
microorganismos probidticos, entre otras caracteristicas, esta haciendo posible el
incremento del uso de estas bacterias como antagonistas frente a patégenos de
transmisiéon alimentaria. En un segundo estudio, se evalué la capacidad
antagonista de L. rhamnosus GG y L. acidophilus LA-5 frente a S. enterica y
L. monocytogenes en pera minimamente procesada, aplicando una solucién
antioxidante y conservada en atmdsfera modificada pasiva a 5, 10 y 20 °C. Los
resultados mostraron que L. acidophilus LA-5 no tuvo efecto antagonista sobre los
dos patogenos evaluados. Sin embargo, en presencia de L. rhamosus GG la
poblacion de S. enterica se vio reducida 2 unidades logaritmicas en la pera
conservada a 10 y 20 °C. En el caso de L. monocytogenes, la poblacion en presencia
del probidtico disminuyd aproximadamente 3 unidades logaritmicas tanto a 5
como a 10 y 20 °C. Ademas en este estudio, se observo que la poblacion de ambos
microorganismos probiodticos en la pera minimamente procesada se mantuvo
alrededor de 107-10% ufc/g durante todo el tiempo de almacenamiento, rango que
se encuentra entre los limites (100-10° ufc/g) que se han establecido para que un
alimento sea vehiculo de probidticos y estos puedan ejercer efectos positivos
sobre la salud del consumidor. La combinacién de P. graminis CPA-7 y

L. rhamnosus GG no mejoro la efectividad frente los patégenos estudiados.

Muchas de las especies del género Lactobacillus son probidticos y, por tanto,
forman parte de la microbiota intestinal del ser humano. Estos microorganismos
pueden ser capaces de modificar la capacidad de virulencia de los patogenos de
transmision alimentaria impidiendo que estos penetren en las células epiteliales
del intestino causando infecciéon, de forma que ejercen también un efecto
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antagonista sobre estos microorganismos a nivel intestinal. Basandonos en este
hecho, se determiné el efecto de L. rhamnosus GG en la capacidad de la cepa
L. monocytogenes CECT 4032 (serovar 4b) para sobrevivir al tracto gastrointestinal
y su adhesion e invasion en la linea celular Caco-2 (simulando células epiteliales
del intestino), habiendo estado sometida, previamente, a un periodo de
habituacién de 7 dias en pera minimamente procesada conservada a 10 °C. En
este estudio, por un lado, se confirmé el efecto antagonista del probidtico sobre
L. monocytogenes y, por otro lado, se observo que L. rhamnosus GG provocod una
reduccion en la supervivencia del patdgeno al tracto gastrointestinal, al igual que

una reduccion en la capacidad de adhesion e invasién en las células Caco-2.

Para finalizar, se evalué la capacidad antagonista de P. graminis CPA-7 y de
L. rhamnosus GG frente a S. enterica y L. monocytogenes en pera minimamente
procesada y su efecto en la calidad de la fruta, principalmente el perfil de
compuestos volatiles, simulando condiciones comerciales y conservando la fruta
procesada 5 °C en peras que habian sido tratadas o no con CaCl: tras la cosecha.
Las peras se conservaron en atmosfera controlada (2 % COz, 1 % Oz, 0 °C). Por un
lado se observo que, P. graminis CPA-7 redujo la poblacion de L. monocytogenes al
final del almacenamiento en 1 unidad logaritmica, aproximadamente, aunque no
se vio efecto sobre S. enterica. Al final del almacenamiento a 5 °C, P. graminis
CPA-7 provocd un aumento de los valores del contenido en solidos solubles
independientemente de si las peras habian sido tratadas o no con CaCl: en la
poscosecha y una disminucién en la acidez titulable en las peras sin tratar con
CaClz en la poscosecha. Mediante cromatografia de gases, se determinaron un
total de 43 compuestos volatiles, de los cuales, 13 de ellos se relacionaron con la
presencia de P. graminis CPA-7: acetato de metilo, acetato de 3-metilbutilo, acetato
de pentilo, acetato de (Z)-2-hexenilo, butanoato de 2-metilpropilo, hexanoato de
butilo, 3-metil-2-butanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol, 1-hexanol, (E)-2-hexen-1-
ol, hexanal y acetona. Por otro lado, se observé que la poblacién de
L.monocytogenes se redujo 1,8 unidades logaritmicas en presencia del probidtico
tras 9 dias de almacenamiento de la pera minimamente procesada, aunque no se
observ¢ efecto en la poblacion de S. enterica. Con respecto a la calidad de la fruta,
la presencia de L. rhamnosus GG no afectd ni a la acidez titulable ni al contenido
de sdlidos solubles ni a las concentraciones de etanol y acetaldehido. De las
muestras de pera analizadas, se determinaron un total de 48 compuestos volatiles.
Se detectaron 12 compuestos volatiles (acetato de metilo, acetato de propilo,
acetato de hexil, acetato de (Z)-2-hexenil, etil-2-metilbutanoato, 2-metilbutil 2-
metilbutanoato, pentil 3-metilbutanoato, etanol, 3-metil-2-butanoato, 1-hexanol,
benzil alcohol y benzaldehido) en la pera tratada con el probiético que no fueron
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identificados en el control, y que segin sus descriptores de olor su presencia

podria tener un efecto positivo en el sabor de las peras que contenian L. rhamnosus
GG.

De este estudio se concluye que el uso de los microorganismos antagonistas
P. graminis CPA-7 y L. rhamnosus GG puede contribuir a mejorar la seguridad
microbioldgica de la pera minimamente procesada, si bien, no es un método
sustitutivo a la desinfeccion, pues el efecto no es inmediato. Ninguno de los dos
microorganismos afectd significativamente a la calidad de la pera minimamente
procesada, aunque si se detectaron compuestos volatiles que podrian
proporcionar buen sabor a la pera. Ademas, el hecho de que se pueda afadir
L. rhamnosus GG seria un valor afiadido, por una parte porque ha reducido la
virulencia de la cepa L. monocytogenes CECT 4032 y, por otra, porque la pera
podria ser una fuente de probidticos para personas no consumidoras de
derivados lacteos.
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RESUM

L’augment en la demanda de productes llestos per al consum, juntament amb el
creixent interés per tenir habits de vida saludables, ha portat a I'increment del
consum de fruites i hortalisses minimament processades. No obstant, el fet que
aquest tipus d’aliments no rebin cap tractament térmic, fa que augmenti el risc de
ser vehicles de patogens de transmissi® alimentaria. A més a més, els
consumidors son cada cop més reticents a 1'tis d’additius de caracter quimic en els
aliments. Per tot aix0, son nombrosos els estudis que plantegen 1'tis de tecniques
més saludables i respectuoses amb el medi ambient per a controlar els
microorganismes patogens, com els cultius bioconservants o antagonistes. En
aquesta tesi, es va estudiar l'efecte antagonista d'un microorganisme epifit
(Pseudomonas graminis CPA-7) i dues soques de microorganismes probiotics
(Lactobacillus acidophilus LA-5 i Lactobacillus rhamnosus GG) enfront a Salmonella
enterica subsp. enterica i Listeria monocytogenes en pera minimament processada.

En primer lloc, es va avaluar la capacitat antagonista de P. graminis CPA-7 enfront
a S. enterica i L. monocytogenes en pera minimament processada inoculada
artificialment a 105 ufc/ml d’ambdos patogens i 107 ufc/ml de "antagonista. En
aquest estudi es va observar que l'antagonista va ser capa¢ de reduir el
creixement dels dos patogens en pera envasada en aire i conservada a 5, 10 i
20 °C. No obstant, quan la seva efectivitat es va assajar en condicions que simulen
la seva aplicacié comercial (amb solucié antioxidant i envasat en atmosfera
modificada passiva), la capacitat antagonista es va reduir, inclts a 10 °C no es va
observar cap efecte. Aixi doncs, en segon lloc, es va optimitzar el film per al
segellat de les barquetes de fruita i la solucié antioxidant, amb la finalitat de
mantenir I'efectivitat de P. graminis CPA-7 enfront ambdds patogens. En base als
resultats de creixement i efectivitat de l’antagonista, es va seleccionar la solucié
antioxidant composada per acid ascorbic 2 % + citrat de sodi 2 % + CaCl2 1 %. El
film va tenir que ser suficientment permeable per permetre que P. graminis CPA-7

pogués tenir efecte antagonista i al mateix temps, mantenir la qualitat de la fruita.

Un cop observada la capacitat antagonista de P. graminis CPA-7 enfront a
S. enterica i L. monocytogenes en pera minimament processada, es va avaluar la
seva efectivitat en altres fruites minimament processades (kiwi, mango, pinya,
maduixa, taronja, poma, mandarina, nectarina, sindria i melo). Entre les fruites
avaluades, es va observar reduccié de la poblacié de microorganismes patogens
després de 5 dies de conservaci6 a 10 °C en les dos varietats de poma avaluades
(‘Fuji’ 1 ‘Pink Lady’), en mandarina, en sindria i en el cas de la varietat de meld
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‘Galia’, solament es va observar reduccié en la poblacié de L. monocytogenes i no
en S.enterica. En vista dels resultats obtinguts, es va plantejar avaluar el
creixement de la soca P. graminis CPA-7 en medi TSB (Brou de triptona i soja)
amb el pH mitjancant ’addicié d’acid malic i acid citric a 10, 15i 25 °C i en TSB
preparat amb una solucié tamponada a 25 °C. Els resultats obtinguts van
demostrar que P. graminis CPA-7 va créixer de forma més rapida quan es va
utilitzar acid malic per ajustar el pH i no va ser capag de créixer a pH per sota de
5,0.

El coneixement de les propietats beneficioses que poden aportar els
microorganismes probiotics, entre altres caracteristiques, esta fent possible
I'increment del seu tis com a antagonistes enfront patogens de transmissio
alimentaria. Aixi, es va avaluar la capacitat antagonista de L. rhamnosus GG i
L.acidophilus LA-5 enfront S. enterica i L. monocytogenes en pera minimament
processada, aplicant una solucié antioxidant i conservant la pera en atmosfera
modificada passiva a 5, 10 i 20 °C. Els resultats van demostrar que L. acidophilus
LA-5 no va tenir cap efecte antagonista enfront els dos patogens avaluats. No
obstant, en presencia de L. rhamnosus GG, la poblacié de S. enterica es va veure
reduida 2 unitats logaritmiques a 10 i 20 °C i la de L. monocytogenes es va reduir
aproximadament 3 logaritmes tant a 5 com a 10 i 20 °C. A més a més, es va
observar que la poblacié dels dos microorganismes probiotics es va mantenir en
pera tallada al voltant de 107-108 ufc/g durant tot el periode de conservacio.
Aquest rang es troba entre els limits que s’han establert per a que un aliment
pugui ser vehicle de probiotics i aquests puguin exercir efectes positius sobre la
salut del consumidor. La combinacié de P. graminis CPA-7 i L. rhamnosus GG no
va millorar l'efectivitat enfront els patogens.

Moltes de les especies del genere Lactobacillus son probiotics, i per tant, formen
part de la microbiota intestinal de I'ésser huma. Aquests microorganismes poden
modificar la capacitat de virulencia dels microorganismes patogens de
transmissié alimentaria, impedint que aquests penetrin en les cel-lules epitelials
de l'intesti i causin infeccid, de forma que també exerceixen un efecte antagonista
a nivell intestinal. Basant-nos en aquest fet, es va determinar l'efecte de
L. rhamnosus GG en la capacitat de la soca L. monocytogenes CECT 4032 (serovar
4b) per a sobreviure al tracte intestinal i la seva capacitat d’adhesid i invasié de la
linia cel'lular Caco-2 (que simula les cél-lules epitelials de I'intesti), quan aquestes
havien estat sotmeses a un procés d’habituacié de 7 dies en pera minimament
processada conservada a 10 °C. En aquest estudi, d'una banda, es va confirmar
I'efecte antagonista del probiotic sobre L. monocytogenes CECT 4032 i d’altra
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banda, es va veure que L. rhamnosus GG va causar una reduccid en la
supervivencia del patogen al tracte intestinal i una reduccié en la capacitat
d’adhesid i invasié de les cel-lules Caco-2.

Per finalitzar, es va avaluar la capacitat antagonista de P. graminis CPA-7 i
L. rhamnosus GG enfront a S. enterica i L. monocytogenes en pera minimament
processada envasada en condicions que simulen la seva aplicacié comercial i es
va avaluar el seu efecte en la qualitat de la fruita, principalment el perfil de
compostos volatils. Les peres utilitzades, havien estat o no tractades amb CaClz
just després de la collita, es van conservar en atmosfera controlada (2 % CO2, 1 %
Oz, 0 °C), es van processar i conservar a 5 °C durant 9 dies. Per una banda, es va
observar que P. graminis CPA-7 va reduir la poblacio de L. monocytogenes al final
de la conservacié aproximadament 1 unitat logaritmica, i no es va veure efecte
sobre S. enterica. Al final de la conservaci6 a 5 °C, P. graminis CPA-7 va provocar
un augment del contingut de solids solubles independentment de si les peres
havien estat o no tractades amb CaCl: en postcollita i una disminucid de l'acidesa
titulable en els peres sense tractar amb CaCl.. Mitjangant cromatografia de gasos,
es van determinar un total de 43 compostos volatils, dels quals 14 d’ells es van
poder relacionar amb la presencia de P. graminis CPA-7 mitjancant un analisi de
components principals: acetat de metil, acetat de 3-metilbutil, acetat de pentil,
acetat de (Z)-2-hexenil, butanoat de 2-metilpropil, hexanoato de butil, 3-metil-2-
butanol, 1-butanol, 2-metil-1-butanol, 1-hexanol, (E)-2-hexen-1-ol, hexanal i
acetona. D’altra banda, es va observar que la poblaci6 de L.monocytogenes en pera
minimament processada es va reduir 1,8 unidades logaritmiques en presencia de
L. rhamnosus GG després de 9 dies de conservacié i tampoc es va veure efecte
sobre S. enterica. Pel que fa a la qualitat de la fruita tractada amb el probiotic, la
seva presencia no va afectar ni a I'acidesa titulable, ni al contingut de solids
solubles ni a la concentracié d’etanol i acetaldehid. De les mostres de pera
analitzades, es van determinar un total de 48 compostos volatils. Es van detectar
12 compostos (acetat de metilo acetat de propil, acetat d’hexil, acetat de (Z)-2-
hexenil, etil-2-metilbutanoat, 2-metilbutil 2-metilbutanoat, pentil 3-metilbutanoat,
etanol, 3-metil-2-butanoat, 1-hexanol, benzil alcohol y benzaldehid) en la pera
tractada amb el probiotic que no van ser identificats en el control, i que segons els
seus descriptors d’olor, la seva presencia podria tenir un efecte positiu en el sabor

de les peres que contenien L. rhamnosus GG.

D’aquest estudi es conclou que I'tis dels microorganismes antagonistes P. graminis
CPA-7 i L. rhamnosus GG pot contribuir a millorar la seguretat microbiologica de
pera minimament processada, tot i que no és un metode substitutiu a la
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desinfeccio, ja que el seu efecte no és immediat. Els microorganismes utilitzats no
van afectar significativament a la qualitat de la pera minimament processada,
encara que si es van detectar alguns compostos volatils que podrien proporcionar
un bon sabor a pera. A més a més, el fet que es pugui afegir L. rhamnosus GG seria
un valor afegit, per una banda perque també ha reduit la viruléncia de la soca de
L. monocytogenes estudiada i per altra perque podria ser una font de probiotics per
a persones no consumidores de productes lactis.
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ABSTRACT

The increase in demand for ready-to-eat products coupled with the growing
interest in healthy living habits has led to an increase of consumption of
minimally processed fruits and vegetables. However, the fact that these foods are
not subjected to heat treatments increases the risk of being vehicles of foodborne
pathogens. Consumers are increasingly hesitant to the use chemical additives in
foods, so the use of biopreservative cultures to control the growth of pathogenic
foodborne microorganisms is currently being investigated. In the present thesis,
the antagonistic effect of an epiphytic microorganism (Pseudomonas graminis CPA-
7) and two strains of probiotic microorganisms (Lactobacillus acidophilus LA-5 and
Lactobacillus rhamnosus GG) against Salmonella enterica subsp enterica and Listeria
monocytogenes in minimally processed pear has been investigated.

The first study was to assess the antagonistic activity of P. graminis CPA-7 against
S. enterica and L. monocytogenes on fresh-cut pear artificially inoculated with the
pathogenic strains at 105 cfu/ml and the antagonist at 107 cfu/ml. Results showed
that P. graminis CPA-7 was able to control both pathogens on fresh-cut pear
stored in air conditions at 5, 10 and 20 °C. However, when P. graminis CPA-7
antagonistic effect was tested simulating commercial application (with
antioxidant solution and passive modified atmosphere packaging), its effect
decreased and no reductions of foodborne pathogens were reported at 10 °C.
Therefore, the second aim of this study was to optimise the antioxidant solution
and the packaging film in order to retain its antagonistic capacity. According to
the growth and efficacy of P. graminis CPA-7, the selected antioxidant solution
was 2 % ascorbic acid + 2 % sodium citrate + 1 % CaCl.. Film permeability, which
affected gas composition inside fruit packages, influenced P. graminis CPA-7
efficacy. If the biopreservative strain is used, film has to be sufficiently gas
permeable to allow P. graminis CPA-7 function and at the same time to maintain
product quality.

After testing the antagonistic capacity of P. graminis CPA-7 against S. enterica and
L. monocytogenes, its antagonistic effect was assessed on other minimally
processed fruits (kiwi, mango, pineapple, apple, mandarin, orange, nectarine,
watermelon and melon). Pathogens population after 5 days of storage at 10 °C
was reduced on minimally processed apple (‘Fuji’ and ‘Pink Lady’), mandarin,
and watermelon. On ‘Galia’ melon, the reduction was only observed on
L. monocytogenes population. Next step was evaluate P. graminis CPA-7 growth on
TSB medium (Tryptone Soja Broth) amended todifferent pH values, using malic
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and citric acid and on TSB prepared in a buffer solution. Results shown that
P. graminis CPA-7 grew faster when the pH of the medium was adjusted with
malic acid than with citric acid and it was not able to grow below pH values of
5,0.

It is known that probiotic microorganisms provide beneficial properties to health.
The use of probiotics as biopreservation agents of foodborne pathogens in food is
becoming increasingly. Therefore, the second study carried out in the present
thesis was to investigate the effectiveness of L. rhamnosus GG and L. acidophilus
LA-5 against S. enterica and L. monocytogenes in minimally-processed pears during
storage at 5, 10 and 20 °C in conditions simulating a commercial application. Pear
wedges were artificially inoculated with a suspension containing S. enterica,
L. monocytogenes and/or the probiotic strains L. rhammnosus GG or L. acidophilus LA-
5, packaged and stored at 5, 10 and 20 ‘C. Microorganisms were periodically
enumerated. L. acidophilus LA-5 did not shown any effect against both pathogens.
However, S. enterica was affected by co-inoculation with L. rhamnosus GG at 10
and 20 °C, which reduced the population approximately 2-log units. Moreover,
L. monocytogenes population was reduced approximately 3-log units at each
temperature in presence of L. rhamosus GG. Probiotic populations were
maintained throughout the experiment around 107-108 cfu/g, which is in the range
known to develop its probiotic role (105-10° cfu/g). Our results demonstrated that
L. rhamnosus GG was able to control S. enterica and L. monocytogenes growth on
fresh-cut pear. The combination of both biopreservative cultures (P. graminis
CPA-7 and L. rhamosus GG) did not improve their effect.

Most species of the genus Lactobacillus are probiotics and common inhabitants of
the human gastrointestinal tract. Probiotics are able to modify the pathogenic
ability of foodborne pathogens blocking the adhesion and invasion into intestinal
epithelial cells. Therefore, they can be also antagonistic against foodborne
pathogens in the intestine. In this study, we evaluated the effect of L. rhamnosus
GG on the ability of a strain of L. monocytogenes CECT 4032 (serovar 4b) to survive
the passage through the gastrointestinal tract, and its adhesion and invasion into
Caco-2 cells when they have been previously habituated on fresh-cut pear for 7
days at 10 °C. Results confirmed that L. rhamnosus GG controlled the growth of
L. monocytogenes CECT 4032. Moreover, at the end of the storage, L. rhamnosus GG
caused a reduction in the survival of L.monocytogenes CECT 4032 to the
gastrointestinal tract, and adhesion and invasion into Caco-2 cells.
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Finally, the antagonistic effect of P. graminis CPA-7 and L. rhamnosus GG on
S. enterica and L. monocytogenes was evaluated simulating commercial conditions
on minimally processed pears stored at 5 °C. Pears used for this study, were
treated or not with CaCl: after harvest and stored under controlled atmosphere
conditions (2% COz 1% Oz, 0 °C). Moreover, their effect on fruit quality, in
particular, on the volatile profile, was evaluated during the storage time at 5 °C.
On the one hand, P.graminis CPA-7 was able to reduce L. monocytogenes
population about 1-log unit at the end of the storage regardless of the postharvest
CaClz treatment. No effect was observed on S. enterica population. The strain
P. graminis CPA-7 caused an increase of soluble solids contain as well as of
titratable acidity regardless of pears were treated or not with CaCl: after harvest.
A total of 43 volatile compounds were detected and identified using gas
chromatography, 13 of them were related with P. graminis CPA-7 treatment:
methyl acetate, 3-methylbutyl acetate, pentyl acetate, (Z)-2- hexenil acetate, 2-
methylpropyl butanoate, butyl hexanoate, 3-methyl-2-butanol, 1-butanol, 2-
methyl-1-butanol, 1-hexanol, (E)-2-hexen-1-ol, hexanal and acetone. On the other
hand, L. monocytogenes population was reduced by approximately 1.8-log units
when inoculated with L. rhamnosus GG. Similarly to P. graminis CPA-7, no effect
was observed against S. enterica. Fruit quality (solids soluble content, titratable
acidity and concentration of ethanol and acetaldehyde) did not change when the
probiotic was present. A total of 48 of volatile compounds were identified using
gas chromatography. Twelve of them (methyl acetate, propyl acetate, hexyl
acetate, (E)-2-hexenyl acetate, ethyl 2-methylbutanoate, 2-methylbutyl 2-
methylbutanoate, pentyl 3-methylbutanoate, ethanol, 3-methyl-2-butanol, 1-
hexanol, benzyl alcohol and benzaldehyde) allowed to discriminate L.rhamnosus
GG treated and untreated pears. Considering their odour descriptors, their
increases could be positive in the flavour perception of L. rhamosus GG-treated

pears

In conclusion, the use of P. graminis CPA-7 and L. rhamnosus GG as antagonistic
microorganisms could improve the microbial safety of minimally processed pear.
However, disinfection is essential, as these antagonistic microorganisms were not
effective immediately after their application. Neither P. graminis CPA-7 nor
L.rhamnosus GG had a significant effect on solids soluble contain and titratable
acidity, but volatile compounds that could provide good flavor to fresh-cut pear
were detected in their presence. The enrichment of minimally processed pear
with L. rhamnosus GG also reduced the virulence of the L. monocytogenes strain
studied and could be a source of probiotic to people who do not consume dairy
products.
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Introduccion

1. Productos vegetales minimamente procesados o de IV
gama

Las frutas y hortalizas son componentes esenciales en una dieta equilibrada. Estos
alimentos son beneficiosos para la salud, ya que ademas de aportarnos una gran
cantidad de nutrientes, hay evidencias de que su consumo puede llegar a reducir
el riesgo de mortalidad por enfermedades cardiovasculares y por cancer (Wang et
al., 2014). Segin un informe de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAQO), se recomienda una ingesta de 400 g diarios de frutas y hortalizas (5 piezas
por dia). Segun los tltimos datos del consumo alimentario en Espana, el consumo
de fruta en el ano 2015 fue de 99,18 kg/persona/afo, mientras que el consumo de
frutas y hortalizas procesadas (conservadas y congeladas) fue de 13,29
kg/persona/ano (MAPAMA, 2016).

La pera es una fruta con un pH de entre 4,5-5,0, rica en vitaminas y con un aporte
caldrico bajo (Tabla 1), aporta azticares, principalmente fructosa, glucosa y
sacarosa, acidos organicos, como el malico, el citrico y el quinico, minerales, entre
los que destacan el yodo y el potasio, y fibra, fundamentalmente insoluble
(Barroca et al., 2006; Chen et al., 2007). También, posee cantidades apreciables de
vitamina C. Asi, en pera de la variedad “Rocha” se han encontrado 5,1-8,2 mg/100
g, 3,3-4,6 mg/100 g en “Flor de Invierno”, 3 mg/100 g en “D’Anjou”, 5,3 mg/100 g
en “Forelle” y 7,2 mg/100 g en “Conference” entre otras (Galvis-Sanchez et al.,
2003; Galvis-Sanchez et al., 2006; Oms-Oliu et al., 2008a; Veltman et al.,, 2000).
Ademas, contiene compuestos fendlicos, principalmente acidos fenolicos (acidos
hidroxicinamicos) y flavonoides (flavonoles y flavanoles) (Amiot ef al., 1995; King
y Young, 1999; Oms-Oliu et al., 2008a; Salta et al., 2010; Tanriéven y Eksi, 2005), los
cuales han sido relacionados con efectos beneficiosos para la salud debido a sus
propiedades antioxidantes (Wootton-Beard y Ryan, 2011). El contenido de estos
compuestos bioactivos va a depender de muchos factores entre ellos la variedad,
el grado de madurez y las practicas pre y poscosecha (Galvis-Sanchez et al., 2003).

Lleida es la principal provincia espafiola productora de pera con un 50,4 % de la
produccion total en Espafia (MAPAMA, 2015). En el afio 2014, segin datos del
Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca i Alimentacio, en Lleida se
produjeron 198.277 toneladas de pera, de las cuales 87.107 fueron de la variedad
“Conference” (DARPA, 2015).
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Tabla 1. Composicion nutricional de la pera. (Informacion extraida de BEDCA, 2007).

Componente Valor Unidad
Proximales
Alcohol (etanol) 0 g
Energia total 187 (45) kJ (kcal)
Grasa total (lipidos totales) traza g
Proteina total 0,4 g
Agua (humedad) 86,7 g
Hidratos de Carbono
Fibra dietética total 2,3 g
Carbohidratos 10,6
Grasas
Acidos grasos monoinsaturados totales 0,022
Acidos grasos poliinsaturados totales 0,044
Acidos grasos saturados totales 0,014 g
Colesterol 0 mg
Vitaminas
Vitamina A equivalentes de retinol de actividades de retinol y carotenoides 1 ug
Vitamina D 0 ug
Vitamina E equivalentes de alfa tocoferol de actividades de vitameros E traza mg
Folato total 11 ug
Equivalentes de niacina totales 0,2 mg
Riboflavina 0,03 mg
Tiamina 0,03 mg
Vitamina B-12 0 ug
Vitamina B-6, Total 0,02 mg
Vitamina C (acido ascdrbico) 3 mg
Minerales
Calcio 12 mg
Hierro, total 0,2 mg
Potasio 130 mg
Magnesio 7 mg
Sodio 2 mg
Fosforo 17,5 mg
Ioduro 2 ug
Selenio total traza ug
Zinc (cinc) 0,14 mg
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Introduccion

Actualmente, la mayoria de la pera producida se destina al consumo en fresco
tanto para mercado interior como para exportacion. En el drea de Lleida existen,
aproximadamente, unas 290 centrales de conservacion frigorifica, con mas de 2,3
millones de m3 de frio. Puesto que la produccién de pera es bastante importante
en la provincia, la introduccion de industrias dedicadas a la produccién de fruta
de IV gama daria a los productores y centrales hortofruticolas un nuevo mercado
para este producto, con gran valor afiadido, pero para ello es necesario solucionar
los problemas existentes para obtener un producto que tenga las mismas
caracteristicas que el producto fresco, conserve su valor nutricional, sea seguro
desde el punto de vista microbioldgico y rentable. La variedad “Conference”
permite un periodo mas largo de conservacion que otras variedades y, por ello, la
disponibilidad de materia prima para la industria esta garantizada practicamente
durante todo el afio. Se sabe que esta variedad presenta unas caracteristicas que la
hacen bastante apropiada para ser un alimento de IV gama (Arias et al., 2008;
Soliva-Fortuny ef al., 2004).

1.1. Definicion de producto minimamente procesado y
generalidades

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas o de IV gama (en inglés “ready-
to-eat”, “ready-to-cook”, “ready-to-use”, “minimally-processed” o “fresh-cut”)
son aquellas que se obtienen mediante el pelado, lavado y cortado de las mismas
y que se convierten en un producto 100 % comestible, el cual es posteriormente
envasado y almacenado en frio, ofreciendo a los consumidores un producto
fresco con un alto valor nutricional, comodidad de consumo y sabor,
manteniendo al mismo tiempo las caracteristicas del producto inicial (IFPA,
2002). Este tipo de alimentos no han sido sometidos a ningtin proceso térmico ni
de congelado. Sin embargo, pueden presentar recubrimientos, haber sido tratados
con algin producto quimico durante su lavado o haber sido sometidos a
radiaciones ionizantes (FDA, 2016). Los consumidores estan interesados en estos
productos debido a la comodidad que presentan, a su disponibilidad en
diferentes tamafios, a que se reduce el trabajo de preparacion antes de su
consumo y a que mantienen los nutrientes y las caracteristicas de la materia
prima (Bansal et al., 2015). Por otra parte, estos productos, que tienen que
conservarse en refrigeracion, son bastante perecederos y, por tanto, presentan una

vida util corta (7-11 dias), lo cual limita su vida comercial.

Las frutas minimamente procesadas, al contrario que las frutas enteras, pierden la

barrera natural que les proporciona la cuticula siendo mas susceptibles a la
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contaminacion por patogenos y a la desecacion. Por ello, la fruta de IV gama debe
estar protegida por un envase adecuado, entre otras cosas, para disminuir la
pérdida de agua (Ayala-Zavala ef al., 2008).

Las operaciones del procesamiento de los productos vegetales minimamente
procesados no aseguran la esterilidad o estabilidad microbioldgica del producto.
El riesgo de proliferacion de microorganismos, por tanto, se ve incrementado,
aunque el crecimiento microbiano también se va a ver influido por el
metabolismo del tejido vegetal y la atmdsfera modificada creada dentro del
envase, por el efecto combinado de la respiracién y la permeabilidad de este
(Nguyen-the y Carlin, 1994).

1.2. Consumo y tendencias

La produccion de fruta y hortalizas minimamente procesadas comenzd en los
Estados Unidos alrededor de los afios 70, sin embargo, no fue hasta finales de los
anos 80 cuando este sector se introdujo en Espafia, concretamente en Navarra,
extendiéndose posteriormente a Murcia, Comunidad Valenciana, Andalucia y

Cataluna.

El mercado de los vegetales minimamente procesados ha aumentado
notablemente en los udltimos afios como consecuencia de los cambios en los
habitos de vida de los consumidores, junto con el interés por una dieta sana. Los
productos vegetales de IV gama ofrecen al consumidor tanto la comodidad y
rapidez en su consumo como un elemento clave en una dieta saludable. Sin
embargo, se ha demostrado que el nivel de aceptacion de estos y las preferencias
de los consumidores son diferentes entre distintos paises e incluso dentro del

mismo pais (Lindeman y Vaanénen, 2000; Verbeke et al., 2010).

Los datos del consumo de productos vegetales minimamente procesados en 2014
apuntaban a 2,8 kg/persona/afio en Espafia, siendo inferiores a paises como Reino
Unido (12 kg/persona/afio), Francia (6 kg/persona/afio) y Italia (4 kg/persona/afio)
(Luna, 2014). En Espafia, en el afio 2015 se comercializaron 91.000 toneladas lo
que representd un incremento en el comercio de estos productos del 11 % con
respecto al afo anterior. De estas, un 96,9 % fueron hortalizas minimamente
procesadas y el 3,1 % restante frutas (Monje, 2016). En Espafia el mercado de
frutas minimamente procesadas esta atin en expansion, pues generalmente, se
limita a pera y manzana. No obstante, el objetivo de las empresas es ampliar el
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abanico de frutas e incorporar: naranja, melocotén, nectarina, kiwi, meldn,

mango, pifia, papaya e incluso granadas peladas (Lobo y Gonzalez, Sin fecha).

1.3. Etapas de la produccion de frutas minimamente procesadas

Recepcion del material,
selecdony
almacenamiento

!

Lavadoy desinfeccion

!

Peladoy cortado

!

Lavado, desinfecciony
escurrido del producto

Para la obtencion de fruta de IV gama se suelen seguir
una serie de etapas (Fig. 1) que variaran dependiendo

del tipo de fruta que se esté procesando.

1.3.1. Recepcidn, seleccion y almacenamiento

Una vez recibida la fruta, se inspecciona y evaltia de
acuerdo con estandares de seguridad y calidad y se
realiza una etapa de seleccion del producto. Para ello se
clasifican los frutos de acuerdo con su tamafo, estado
de madurez, aspecto fisico, etc., de manera que al final
del procesamiento se obtenga un producto uniforme.

El almacenamiento poscosecha de la fruta se suele hacer

procesado
a una temperatura de 0 a 5 °C dependiendo de la fruta.
1 Frutas como la pera o la manzana, pueden almacenarse
Envasadoy durante largos periodos de tiempo antes de su
almacenamiento procesamiento. Sin embargo, esta conservacion puede
1 repercutir en un efecto negativo en el producto
minimamente procesado (Garcia y Barrett, 2005). De
Distribucidn esta forma, Gorny et al. (2000), observaron una

reduccion en la vida util de la pera minimamente

Figura 1. Diagrama de procesada preparada a partir de fruta que habia estado

flujo del procesamiento largos periodos de tiempo almacenada en condiciones
de Ia fruta de frio y atmdsfera controlada.

1.3.2. Lavado y desinfeccion del fruto entero

Una vez seleccionada la materia prima, se realiza el lavado y la desinfeccion para
eliminar tanto la suciedad, pesticidas, fertilizantes e insectos como posibles
microorganismos patoégenos y alterantes que se encuentren presentes en la fruta.
Dependiendo de la fruta un simple lavado con agua podria ser suficiente. Sin
embargo, con frutas como el melén que podrian presentar en su superficie una
carga bacteriana alta, seria conveniente el uso de soluciones desinfectantes. El
desinfectante mas comun es el agua clorada, pero también se usan el perdxido de
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hidrégeno, surfactantes, el acido peroxiacético, el fosfato trisédico y el ozono,
entre otros (Garcia y Barrett, 2005). Aunque existen numerosos desinfectantes, se
ha observado que no todos son efectivos contra el mismo tipo de
microorganismos (Ukuku et al., 2001).

PELADO/CORTADO
Induccién Senescencia Incremento s
Respuesta - polifenol oxidasa tisular respiracion Dafio tisular

\ | I }

Efecto  mmp Pardeamiento Reduccién Reduccién Reduccion Reduccién Infeccién
enzimatico pigmentacién proteinas actividad del almid6n microbiana
wioxfday l
Impacto ) Reduccién Reduccién valores Alteracién
calidad visual nutricionales de la fruta

Figura 2. Consecuencias del pelado y el cortado en los productos vegetales minimamente
procesados. (Esquema tomado de Bansal et al., 2015).

1.3.3. Pelado y cortado

La etapa de pelado y cortado de la fruta es uno de los pasos mas delicados, ya que
puede provocar un estrés en el tejido de forma que se incrementa la tasa de
respiracién y la produccion de etileno conllevando a la produccién de malos
olores y sabores y al pardeamiento ocasionado por la oxidacién enzimatica.
Ademas, durante el pelado y cortado de la fruta se elimina la piel que protege
frente a microorganismos (Ayala-Zavala et al., 2008). El pelado junto con la
ruptura de células vegetales y la liberaciéon de nutrientes, hace que se cree un
ambiente iddneo para la proliferaciéon de microorganismos no deseados (Brecht,
1995; Harris et al., 2003). En esta operacion, es muy importante utilizar material
limpio y afilado. Algunos estudios han demostrado que estos factores podrian
acortar la vida 1til del producto (Fig. 2). Por ejemplo, Portela y Cantwell (2001)
observaron que cortar meldn con cuchillo afilado en lugar de con cuchillo romo
alargaba la vida util del producto minimamente procesado. En este estudio, en los
trozos de meldn cortados con cuchillo romo se producia un aumento en la tasa de
respiraciéon y en la producciéon de etileno, ademas presentaban una mayor
concentracion de etanol, marcadores de mal olor y liberacién de electrolitos
comparados con los trozos de meldn cortados con el cuchillo afilado. De forma
que reduciendo los dafos mecanicos en el pelado y cortado de la fruta se

contribuye a mantener la calidad del producto minimamente procesado.
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1.3.4. Lavado, desinfeccion y escurrido del producto procesado

Como se ha dicho anteriormente, durante el cortado de la fruta, se liberan
exudados que pueden promover el crecimiento microbiano y diversas reacciones
bioquimicas, por tanto, es imprescindible eliminarlos a través del lavado de la
fruta. Esta operacidn se suele llevar a cabo con agua clorada fria. Conjuntamente,
se suelen aplicar tratamientos antioxidantes para reducir la oxidaciéon enzimatica,
ademas de estabilizadores de la textura. Antes del envasado de la fruta se
procede a su secado, generalmente por centrifugaciéon o bien con aire. De esta
manera, se eliminan los restos de las soluciones antioxidantes y de zumo,

evitando el crecimiento de microorganismos durante el almacenamiento.

1.3.5. Envasado, almacenamiento y distribucion

Debido a que la fruta cortada sigue respirando, el envasado se debe hacer
empleando los recipientes y materiales adecuados al producto. Por lo general, se
emplean atmosferas modificadas que se consiguen utilizando films con la
permeabilidad adecuada, de forma que dentro del envase se alcance el equilibrio
adecuado para que se reduzca la tasa de respiracidon, se eviten procesos

anaerdbicos en el producto y la proliferacién de microorganismos.

El almacenamiento de los productos de IV gama se hace en refrigeracion (0-5 °C),
evitando que se rompa la cadena de frio para prevenir, entre otros, el crecimiento
de microorganismos alterantes o patégenos en el alimento y ralentizar la tasa de
respiracion. La vida util de estos alimentos conservados en frio suele ser de 7 a 10
dias.

2. Aspectos de la calidad fisico-quimica y sensorial de la
fruta minimamente procesada

La calidad de la fruta ya estad determinada desde antes de su recoleccion, pues se
ve influenciada por factores genéticos, por las practicas agricolas, por las
condiciones ambientales de cultivo y por el estado de madurez en el momento de
la cosecha. Junto con los factores precosecha, las técnicas de poscosecha y el
procesamiento también van a influir en la calidad del producto final. Como
resultado del proceso del cortado de la fruta, las células se rompen y se pueden
producir reacciones bioquimicas no deseadas. De esta manera, la fruta
minimamente procesada puede sufrir pardeamiento, pérdida de firmeza y de

sabor y otras alteraciones fisico-quimicas. El pelado y la eliminacion de los tejidos
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protectores provocan una pérdida de agua causando la deshidrataciéon
superficial, la pérdida de brillo y la contraccién de los tejidos (Garcia y Barrett,
2005).

Un aspecto crucial a tener en cuenta es el material del que se parte para la
obtencién del producto minimamente procesado, ya que tanto el cultivar, como el
estado de madurez del fruto son factores muy importantes que determinaran la
vida 1util del producto de IV gama, definiendo en gran medida sus pardmetros
fisico-quimicos (Bai ef al., 2009; Dong et al., 2000; Gorny et al., 2000). Estudios
recientes han demostrado que entre 4 cultivares de pera estudiados, la pera
“Conference” fue la mas adecuada para su uso como producto de IV gama
basandose en aspectos relacionados con su calidad, como el pardeamiento y la
textura (Colas-Meda et al., 2016). Se sabe que un estado de madurez éptimo a la
hora del procesamiento, que en el caso de pera “Conference” es de 44 + 3,2 N,
permite extender la vida util y que el producto mantenga sus caracteristicas hasta
el final de esta (Soliva-Fortuny et al., 2004).

2.1. Pardeamiento

El pardeamiento u oxidacion enzimatica de la fruta minimamente procesada es la
principal alteracion y el factor mas limitante de su vida ttil. El pardeamiento
enzimatico se produce debido a que en la operacion de pelado y cortado de la
fruta se rompen compartimentos celulares liberandose enzimas como la polifenol
oxidasa (PPO) que al entrar en contacto con los fenoles, en presencia de oxigeno,
producen quinonas que se condensan formando polimeros insolubles de color
oscuro (Martinez y Whitaker, 1995).

Existen métodos fisicos y quimicos que previenen esta alteracion. Entre los fisicos
se encuentran la reduccién de la temperatura y el oxigeno dentro de los envases,
o bien el empleo de recubrimientos comestibles. Como métodos quimicos se
utilizan sustancias que, o bien inhiben la PPO, o que eliminan del medio sus
sustrato o que acttian como sus propios sustratos. Se emplean agentes reductores
como puede ser el acido ascorbico, acidulantes como el acido citrico y sus
derivados y agentes quelantes como por ejemplo el EDTA. A menudo también se
emplean combinaciones de estas sustancias (Garcia y Barrett, 2005).

Existen numerosos trabajos en relacion a estudios de distintos agentes
antioxidantes para su uso en manzana (Alandes et al., 2006; Raybaudi-Massilia et
al., 2007; Rojas-Grati et al., 2006; Soliva-Fortuny et al., 2001) y pera cortada (Arias
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et al., 2008; Dong et al., 2000; Gorny et al., 2002; Oms-Oliu et al., 2006; Oms-Oliu et
al., 2008a; Oms-Oliu et al., 2010; Oms-Oliu et al., 2008b; Soliva-Fortuny et al., 2004;
Soliva-Fortuny et al., 2002a) en los que se utilizan, entre otros, acido citrico, acido

ascorbico, hexilresorcinol y cisteina, solos o combinados.

Los aditivos alimentarios permitidos en la fruta minimamente procesada se
encuentran regulados por el Reglamento de la Comision Europea (CE) n®
1333/2008 de 16 de diciembre de 2008 sobre aditivos alimentarios modificado por
los Reglamentos (CE) n°® 1129/2011 y (CE) n® 969/2014.

2.2. Textura

En ocasiones, la pérdida de firmeza en la fruta se observa a simple vista por la
aparicidon de zonas transltcidas en esta. Ademas, esta alteracion aumenta con el

tiempo de almacenamiento.

Una vez que la fruta esta minimamente procesada, uno de los tratamientos mas
efectivos para mantener la firmeza es aplicar soluciones de calcio conjuntamente
con los tratamientos antioxidantes. El efecto del calcio es atribuido a la formacion
de complejos con el acido poligalacturénico formando complejos que refuerzan la
pared celular (Van Buren, 1979). Diversos estudios han demostrado que los
tratamientos con calcio en fruta minimamente procesada disminuyen la pérdida
de firmeza (Rosen y Kader, 1989).

Una alternativa al uso de CaClz una vez la fruta estd cortada, podria ser la
aplicacién en poscosecha. Diversos estudios han puesto de manifiesto que el
calcio puede penetrar en la pulpa de la fruta a través de lenticelas, pero también
las grietas en la cuticula juegan un papel importante en la entrada del calcio en el
fruto (Conway et al., 2002; Ortiz et al., 2009). Entre los efectos del CaClz aplicado
en poscosecha, se ha visto que puede prevenir la aparicion de Bitter Pit y mejorar
la produccion de compuestos voldtiles aromaticos en manzana “Golden
Reinders” y “Fuji Kiku-8” después de su conservacion en cadmara frigorifica en
aire (Ortiz et al., 2009; Ortiz et al., 2010). Aplicaciones precosecha de calcio
mediante spray (0,1-0,3 %) incrementaron el contenido de licopeno y el de
vitamina C en tomate (Dumas et al., 2003). Asimismo, en pera “Anjou”, la
aplicacion precosecha de calcio aument6 el contenido de calcio en las frutas
tratadas respecto a las no tratadas, manteniéndose dicho incremento durante 115
dias de conservacion a -1 °C y retrasandose la pérdida de firmeza (Gerasopoulos
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y Richardson, 1996). Por tanto, los tratamientos con calcio pueden jugar un papel
muy importante en el mantenimiento de la calidad poscosecha de frutas.

2.3. Sabor y aroma

El sabor y el aroma son quizas los rasgos mas elusivos y subjetivos de la calidad.
El sabor esta constituido por el gusto mas el aroma u olor. El sabor en fruta se
compone principalmente de los gustos dulce y acido, y por el aroma
caracteristico, que corresponde a azucares, acidos y compuestos volatiles con olor
activo, respectivamente. La percepcion del dulzor, es decir, los azticares, uno de
los componentes mas importantes del sabor de frutas, se ve modificada por la
acidez o niveles de acido, asi como también por la presencia de algunos
compuestos volatiles aromaticos. La contribucién del aroma a la calidad del sabor
de los productos frescos esta ganando cada vez mas atencidn. La genética es el
determinante primario del sabor de los productos frescos (Baldwin et al., 1991;
Baldwin et al., 1992; Cunningham et al., 1985), juntamente con factores climaticos
pre-cosecha (Romani ef al., 1983), las practicas culturales (Wright y Harris, 1985),
el estado de madurez del fruto en la cosecha (Fellman ef al., 1993; Maul et al., 1998;
Baldwin et al., 1999b), y el manejo poscosecha (Mattheis et al., 1995; Baldwin et al.,
1999a; Baldwin et al., 1999a). La percepcién humana del sabor es extremadamente
compleja. El gusto es la deteccion de compuestos no volatiles (en concentracion
de partes por cien) por varios tipos de receptores que existen principalmente en la
lengua. Los compuestos aromaticos pueden detectarse en concentraciones de
partes por billon (ppb) y son detectados por las terminaciones nerviosas olfativas
en la nariz (DeRovira, 1997). El cerebro procesa la informaciéon de estos sentidos

para dar una experiencia de sabor integrada.

Existen estudios realizados en zanahoria y en melén minimamente procesados en
los que se demuestra que la operacion de cortado provoca cambios metabdlicos
los cuales inducen una pérdida del aroma y la producciéon de malos olores
(Bermudez-Brito et al., 2012; Portela y Cantwell, 2001). Los microorganismos
presentes en los productos vegetales minimamente procesados, como son
bacterias acido lacticas y levaduras, también pueden producir etanol y volatiles
modificando el olor y el sabor de estos (Lievin-Le Moal y Servin, 2014).

El buen sabor y la ausencia de malos olores y sabores son aspectos criticos en la
satisfaccion del consumidor. La exposicion a determinadas atmdsferas dentro de

los envases puede producir fermentacién y como consecuencia malos olores, sin
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embargo, la baja difusién a través del envase puede influir positivamente en el

aroma, y por tanto en el sabor (Salminen et al., 1998).

Hay que tener en cuenta que la conexion entre el sabor y la textura forma un
enlace complejo entre los diferentes factores fisico-quimicos que podria afectar a
la percepcion de la calidad del producto. Por ejemplo, en un estudio con
manzanas se observo que la jugosidad de la fruta inducia la liberacion de
compuestos que proporcionaban sabor, pero solo si las manzanas estaban firmes

y contenian altas concentraciones de compuestos volatiles (Ting et al., 2016).

Los consumidores buscan frutos firmes, con textura crujiente y con buen sabor. Se
han llevado a cabo diferentes estudios para mantener estas caracteristicas en la
pera minimamente procesada, combinando atmosferas modificadas con agentes
de firmeza (Dong et al., 2000).

3. Microbiologia de la fruta minimamente procesada

Las frutas poseen mecanismos naturales contra los patogenos como pueden ser la
piel o sustancias antimicrobianas como aceites esenciales, fenoles y polifenoles
(Bubonja-Sonje et al., 2011; Lacombe et al., 2010; Lacombe et al., 2012). El hecho de
que la fruta contenga acidos organicos hace posible que tenga un pH acido
(valores de 4,6 o menores), a excepcion de algunas frutas como el meldn o algunas
frutas tropicales que tienen un pH mas cercano a la neutralidad. El tipo de acido
varia con la fruta, aunque los predominantes son el malico, el citrico y el tartarico.
Los valores bajos de pH junto con la naturaleza de los acidos es lo que va a
determinar la microbiota predominante en ellas. De esta manera, dentro de la
microbiota nativa de la fruta, que suele ser diversa, predominan mohos y
levaduras, aunque también pueden encontrarse algunas bacterias, la mayoria

inofensivas, aunque también podrian encontrarse patdgenas (ICMSF, 1980).

3.1. Fuentes de contaminacion

Desde el desarrollo de la fruta hasta su procesamiento y distribucién hay una
serie de etapas en las que existe un riesgo microbioldgico potencial. La
contaminacion microbioldgica se puede traducir tanto en un riesgo para la salud
publica debido a la presencia de microorganismos patdgenos de transmision
alimentaria, como en una disminucién de la vida 1til del producto debido a la
presencia de microorganismos alterantes en el alimento (Garcia y Barrett, 2005).

La contaminacion, que puede proceder de distintos origenes (ambiental, animal o
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humano), se puede producir en cualquier etapa desde que la fruta se produce
hasta que llega al consumidor (produccién, cosecha, poscosecha, almacenamiento
y manipulacién en casa) (Olaimat y Holley, 2012).

El primer punto de contaminaciéon se puede dar durante la producciéon. La
presencia en la zona de cultivo de animales, tanto domésticos como salvajes,
supone un peligro, ya que constituyen un reservorio de patoégenos que pueden
ser transmitidos a través de las heces. El uso de fertilizantes organicos, como
pueden ser abonos naturales, pueden contaminar los productos con patoégenos de
origen animal si no han sido procesados correctamente; de hecho, hay estudios
que demuestran la presencia de patdgenos propios del abono en fruta fresca
(Dingman, 2000). En principio, el agua de riego no tendria que suponer un riesgo
de contaminacion. Sin embargo, los agricultores pueden utilizar agua procedente
de embalses y sistemas naturales y que puede estar no tratada, de forma que

podria ser un foco de contaminacién (Garcia y Barrett, 2005; James, 2006).

Durante la cosecha, al igual que en la poscosecha, el principal punto de
contaminaciéon son los trabajadores que pueden ser portadores de
microorganismos patdgenos de transmision alimentaria. Los utensilios de trabajo
y envases también pueden ser fuente de contaminacién, por lo que es necesario
limpiarlos y desinfectarlos con frecuencia para evitar contaminaciones cruzadas.
El transporte hasta la industria se tiene que realizar en las condiciones de higiene
y temperatura adecuadas para reducir riesgo de contaminacion.

En las operaciones de procesamiento y de envasado también se puede producir
la contaminacion de la fruta minimamente procesada a través de los empleados y
los utensilios empleados. Se ha observado que el nimero de microorganismos
mesofilos puede aumentar de 2 hasta 5 log ufc/g desde la fruta fresca hasta la
fruta minimamente procesada dependiendo del producto, la estacion del afio y la
region de cultivo (Zhuang et al., 2003). Por otra parte, se ha observado que los
microorganismos presentes en la piel de la fruta pueden transmitirse a la pulpa
en el proceso de cortado (Madden, 1992).

Por todo ello, para evitar y minimizar los riesgos de contaminacion de la fruta, es
necesario llevar a cabo unas Buenas Précticas de Produccion y de Fabricacion
ademas, de aplicar un sistema de Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico
(APPCC). Existen distintas guias como la “Guia de buenas practicas de produccion de
IV gama” (2010) a nivel espanol, la “Guia de prdcticas correctas de higiene para
vegetales y derivados, frescos, pelados, troceados o envasados” en Cataluiia (2015) o en
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Estados Unidos “Guidance for Industry: Guide to Minimize Microbial Food Safety
Hazards of Fresh-cut Fruits and Vegetables” (2008).

3.2. Microbiota propia

La fruta minimamente procesada se diferencia considerablemente de la fruta
entera en sus propiedades fisicas (no presentan tejidos epidérmicos protectores y
poseen una alta humedad), en sus caracteristicas bioquimicas (respuesta a
heridas) y el ambiente de manipulaciéon (procesamiento y almacenamiento bajo
temperaturas de refrigeraciéon y atmosfera modificadas). Es por ello,
probablemente, que los microorganismos presentes y que alteran la fruta sean
diferentes en fruta entera y fruta minimamente procesada (Barth et al., 2009). En
las hortalizas minimamente procesadas se pueden encontrar concentraciones de
microorganismos de 104 a 10° ufc/g y en las frutas minimamente procesadas de102
a 107 ufc/g (Abadias et al., 2008). La mayoria de las especies son propias de estos
alimentos, y solo una pequefia poblacion de los microorganismos que se
encuentran inicialmente en fruta minimamente procesada se corresponde con
microorganismos alterantes (Nguyen-the y Carlin, 1994). La diversidad de
microorganismos alterantes presentes en la fruta cortada esta principalmente
determinada por factores intrinsecos como el material de partida y la
composicion y el pH de esta. Asi por ejemplo, se ha observado que en productos
con un contenido elevado de azticares, como pueden ser las frutas minimamente
procesadas, principalmente, crecen bacterias acido lacticas y levaduras
originando malos olores debido a la produccién de acidos organicos tales como
lactico, acético, malico, succinico y pirtivico. Ademas existen factores extrinsecos
como la temperatura de almacenamiento y la atmosfera modificada dentro de los
envases que influyen también en la producciéon de microorganismos. Asi, la
existencia de proliferacion microbiana se caracteriza principalmente por la
produccion de enzimas y de metabolitos que causan alteracion visual y de textura

y mal olor (Ragaert et al., 2011).

Tournas et al. (2006) observaron que en fruta minimamente procesada las
levaduras predominantes fueron Pichin spp., Rhodotorula spp., Candida
pulcherrima, C. lambica, C. sake y Debaryomyces polymorphus y que se duplicaban en
numero con respecto a la cantidad observada en la fruta antes de su
procesamiento. Especies de Penicillium y de Cladosporium son los mohos que mas
se encuentran en fruta de IV gama y que ocasionan su deterioro (Tournas et al.,
2006). Abadias et al. (2008) realizaron un estudio para determinar la microbiota en
fruta minimamente procesada, los resultados obtenidos fueron que el 90,4 % de
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las 21 muestras analizadas, en las que se incluian manzana, pifia, naranja, mango
y melocotdn, contenian una concentraciéon mayor de 10° ufc/g de microrganismos
mesofilos aerobios. También determinaron que el 952 % de las muestras
evaluadas presentaban una concentracion de mohos y levaduras superior a 105
ufc/g.

En cuanto a bacterias alterantes, las especies Gram-negativas son las mas
frecuentes. Se han aislado, principalmente, cepas de Pseudomonas spp.,
Enterobacter spp. y Erwinia spp. (Nguyen-the y Carlin, 1994). O'Connor-Shaw et
al. (1994) demostraron en distintas frutas minimamente procesadas (meloén, kiwi,
pina y papaya) que ademas de bacterias Gram-negativas, mohos y levaduras, se
podian encontrar bacterias Gram-positivas del género Lactobacillus.

3.3. Microorganismos patdgenos de transmision alimentaria

El riesgo que puede presentar la contaminacién por patdgenos de transmision
alimentaria es bastante alto. Asi, por ejemplo, la “U. S. Food and Drugs
Administration” ha propuesto una guia practica para empresas con el objetivo de
reducir los riesgos microbianos y aumentar la seguridad alimentaria en frutas y
hortalizas minimamente procesadas. En esta guia se contemplan todos los

posibles puntos de contaminacién y el modo de controlarlos (FDA, 2008).

Las frutas minimamente procesadas son consideradas productos menos seguros
desde el punto de vista microbioldgico que las frutas enteras, pero mas seguros si
se comparan con otros productos de IV gama. El hecho de que estos productos se
consuman crudos y la ausencia de técnicas que empleen calor durante el
procesado y el periodo de almacenamiento posterior, hace que estos productos
puedan albergar y, por tanto, ser vehiculos de transmisiéon de microorganismos
patdgenos. Diversos estudios han demostrado la presencia de microorganismos
patdgenos en fruta (Nguyen-the y Carlin, 1994). Chukwu et al. (2010) analizaron
150 muestras de fruta minimamente procesada, entre las que se encontraban
muestras de pifia, sandia y paw-paw, los resultados demostraron que mas del
90 % de las muestras eran portadoras de patdgenos. En el caso de que
microorganismos patdgenos de transmision alimentaria se encuentren presentes
en la fruta minimamente procesada, se ha observado que pueden mantenerse
viables e incluso crecer a temperaturas de refrigeracion (Feng et al., 2015; Ma et al.,
2016). Sin embargo, existen otros estudios que no han mostrado la presencia de
tales microorganismos patdgenos en fruta minimamente procesada (Abadias et
al., 2008).
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4. Toxiinfecciones alimentarias y principales bacterias
patogenas: epidemiologia y patogénesis

4.1. Toxiinfecciones alimentarias

La OMS define una toxiinfeccién alimentaria como “cualquier enfermedad de
naturaleza infecciosa o toxica causada por el consumo de agua o de alimentos, o
bien, que haya indicios de que este sea su origen”. De esta manera, se produce un
brote de toxiinfeccién alimentaria cuando se diagnostican dos casos con sintomas
similares causados por la ingestion del mismo alimento (Callejon et al., 2015). Las
toxiinfecciones alimentarias son un reto para la salud publica, ya que causan

enfermedad y muertes cada afio en todo el mundo.

El niimero de brotes de toxiinfecciones alimentarias causadas por la ingesta de
productos minimamente procesados se sitia en una tasa bastante alta tanto en
Estados Unidos como en la Unién Europea. Segtin el “Food Safety and Inspection
Service” del “United States Department of Agriculture”, solo en Estados Unidos
se producen aproximadamente 48 millones de toxiinfecciones alimentarias al afio
produciendo alrededor de 3.000 muertes (FSIS, 2013). A pesar de ello, solo un
namero reducido se corresponden con aquellas que tienen la fruta como vehiculo
de transmision. El CDC ha reportado en Estados Unidos 24, 16, 15 y 10 brotes
ocasionados por la ingesta de fruta en los afios 2011, 2012, 2013 y 2014,
respectivamente (CDC 2014a; CDC 2014b; CDC, 2015a; CDC, 2016) (Tabla 2). Por
otra parte, en la Unién Europea el niimero de brotes detectados producidos por el
consumo de fruta o derivados de esta es inferior que Estados Unidos (EFSA, 2013;
EFSA 2014; EFSA 2015a; EFSA 2015b; EFSA 2016) (Tabla 3) de 17 (2,4 % del total
anual de brotes de toxiinfecciones alimentarias) en el ano 2011, 6 (0,8 %) en el
2012, 10 (1,2 %) en el 2013, 8 (1,4 %) en el ano 2014. Estos datos revelan que son
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Salmonella spp. las principales bacterias
causantes de toxiinfecciones alimentarias debido al consumo de fruta, aunque
también hay numerosos casos originados por el virus de la hepatitis A y
Norovirus.
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Tabla 3. Toxiinfecciones producidas en la Unién Europea por el consumo de fruta y
derivados entre los afios 2011-2015.

Ano 2011 2012 2013 2014 2015

NZ? toxiinfecciones
causadas por
ingesta de frutas 17(24%) 6(0,8%) 10(1,2%) 8(1,4%) 2(0,5%)

« Ntimero de toxiinfecciones (porcentaje de toxiinfecciones producidas por el consumo de
fruta del total de toxiinfecciones producidas)

Los criterios microbiolégicos aplicados a los alimentos estan regulados por el
Reglamento de la Comisién Europea (CE) n® 1441/2007 de la comision de 5 de
diciembre de 2007 que modifica al Reglamento (CE) n® 2073/2005. En este
reglamento se contemplan los criterios de seguridad alimentaria que regulan
presencia de Salmonella spp. y L. monocytogenes para frutas y hortalizas procesadas
(Tabla 4) y los criterios de higiene que regulan los niveles de E. coli en frutas y
hortalizas listas para el consumo (Tabla 5).
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4.2. Escherichia coli O157:-H7

E. coli es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo y, a veces, presenta
flagelos que lo hacen movil. Esta especie estd serotipada de acuerdo con los
antigenos O (somatico), K (capsular) y H (flagelar). No todos los serotipos son
patégenos, de hecho hay serotipos que forman parte de nuestra microbiota
intestinal. Asi, los serotipos patdgenos se clasifican en cuatro grupos atendiendo a
su virulencia: enteropatogénicos, enteroinvasivos, enterotoxigénicos y

enterohemorragicos.

E. coli O157:H7 pertenece al grupo de E. coli enterohemorragicas. Crece a
temperaturas de entre 8-45 °C, siendo la éptima 37 °C. El rango de pH en el que
es capaz de crecer también es bastante amplio (4,4-9,0), aunque su éptimo se
restringe a pH de entre 6-7 (Khaleque y Bari, 2016). En 1982 fue la primera vez
que se aislo este serotipo (Wells et al., 1983). A partir de aqui se ha relacionado
con numerosos brotes de toxiinfeccién alimentaria. Alimentos con muy bajo
namero de células patdgenas han estado implicados en toxiinfecciones
alimentarias (0,3-0,4 células/g), aunque lo normal es que la minima dosis infectiva
sea de 10° células/g (Khaleque y Bari, 2016).

La forma de infeccion de E. coli O157:H7 comienza con la unién a los enterocitos
del intestino delgado gracias a un flagelo y al pili. De esta forma se producen una
serie de acontecimientos, entre ellos el cambio morfologico de la célula. A estos se
les llama lesion de adhesion y borrado (A/B). Las caracteristicas de esta lesion son
las que originan el cuadro diarreico. Sin embargo, esta bacteria puede producir
también la toxina Shiga que es la que origina la colitis hemorragica y que puede
durar de entre 4 a 10 dias. Otra patologia que causa esta bacteria es el sindrome
hemolitico urémico que se caracteriza por fallo renal, anemia hemolitica y
trombocitopenia (Adams y Moss, 2008; Ryan y Ray, 2014b).

4.3. Salmonella spp.

Es muy comun encontrar en frutas y hortalizas que se hayan podido contaminar
con especies del género Salmonella a través de fertilizantes de origen animal, del
agua de riego o bien a través de los humanos. Son bacilos Gram-negativos,
anaerobios facultativos y con flagelos que los hacen mdviles. La temperatura
optima de crecimiento es 37 °C, sin embargo, puede crecer a temperaturas desde
los 8 a los 45 °C. El rango de pH en el que se observa crecimiento va de 4 a §,
aunque su Optimo estd situado entre valores de 6,5-7,5 (Khaleque y Bari, 2016).
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A lo largo de la historia, este género se ha clasificado en numerosas especies, hoy
en dia esta clasificacion se reduce a dos, S. enterica y S. bongori de acuerdo con los
antigenos somaticos, O y flagelares, H. El resto de especies han sido relegadas a
serotipos de estas. Otra caracteristica que distingue a los serotipos de Salmonella
es el rango de organismos en los que se puede hospedar. Algunos estan
adaptados a mamiferos y a anfibios y otros infectan a una amplia gama de
huéspedes, asi por ejemplo, hay brotes de toxiinfeccion alimentaria registrados
que estan relacionados con Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis y
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium que son capaces de
infectar a humanos. La dosis minima infectiva de Salmonella enterica varia de 200 a
106 células ingeridas dependiendo del serotipo (Ryan y Ray, 2014b), llegando en
algunos casos clinicos a ser inferior (4-45 células) (Khaleque y Bari, 2016). El
huésped también influye en la dosis infectiva necesaria, es decir, nifios, personas
mayores e inmunodeprimidos son susceptibles a dosis mas bajas de esta bacteria
(Cox y Pavic, 2014).

La salmonelosis se suele manifestar con picos agudos de fiebre, dolor abdominal,
gastroenteritis, nauseas y vomitos. El periodo de incubacién, por lo general, es de
12 a 36 h. Cuando se ingiere un alimento contaminado, la bacteria pasa a través
de estéomago y del duodeno para colonizar el ileon y el colon. Una vez alli, se cree
que la bacteria interacttia con las vellosidades de las células intestinales de
manera que se induce la creacién de unos pliegues en la membrana celular de la
célula intestinal. Estos pliegues envuelven a la bacteria creando una vacuola
endocitica que transporta al patdgeno desde la superficie apical de la célula hasta
superficie basal donde se va a multiplicar estando atin dentro de la vacuola. La
invasion de las células epiteliales por la bacteria induce una respuesta
inflamatoria que podria ser la que causa el dafio en el intestino y los sintomas de
la enfermedad. A veces, en individuos susceptibles, el patégeno puede pasar a la
lamina propia (tejido conectivo localizado justo debajo del epitelio) y de aqui
diseminarse a través del aparato circulatorio a otros érganos (Cox y Pavic; 2014,
Ryan y Ray, 2014b).

4.4. Listeria monocytogenes

De todas las especies del género Listeria, L. monocytogenes es la tnica de
importancia como patégeno humano. Es un bacilo Gram-positivo, anaerobio
facultativo, no formador de esporas y psicrotrofo. El rango de temperatura de
crecimiento va de 0 a 45 °C, estando su 6ptimo a 37 °C. A temperaturas por
debajo de 5 °C, la fase de adaptacion del microorganismo puede durar hasta 33
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dias. Este microorganismo es capaz de formar flagelos a temperaturas de entre
20-25 °C mientras que no los forma a 35 °C. El valor de pH minimo de
crecimiento observado para L. monocytogenes es de 4,4 y el maximo de 9,4. Es una
bacteria que tolera niveles de salinidad de incluso el 16 % de NaCl, y es capaz de
crecer a niveles del 10 %. Es un microorganismo ubicuo. Se ha aislado de agua
dulce y salada, del suelo, de lodos de depuradora, de vegetacién en
descomposicion y de forraje, aunque la aparicion de esta bacteria en el suelo y en
la vegetacion se atribuye a la contaminacién fecal a través de animales (Batt, 2014;
Khaleque y Bari, 2016).

Una caracteristica poco comun de patégenos humanos es que este
microorganismo es capaz de crecer a temperaturas de refrigeracion e incluso a 0
°C, debido a enzimas que se activan a bajas temperaturas. La especie
L. monocytogenes se divide en 13 serotipos diferenciados de acuerdo con sus
antigenos de superficie y flagelares. Sin embargo, la mayoria de casos de
listeriosis producidos en humanos se deben a los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b, siendo
este ultimo el mas virulento (Kathariou, 2002; Rocourt et al., 2000). Los factores de
virulencia mas importantes que presenta L. monocytogenes son un grupo de
proteinas de invasiéon asociadas a superficie llamadas internalinas y una
citotoxina formadora de poros llamada listeriosina O.

La incidencia de infeccién por L. monocytogenes, no obstante, es baja, ya que solo
se producira infeccién si un individuo susceptible se expone a una alta dosis del
microorganismo. Aunque no se sabe con seguridad, hay estudios que sugieren
que la minima dosis infectiva en los casos de listeriosis invasiva es de 102 células
(Golnazarian et al., 1989). Por lo general en los casos de toxiinfecciones se suelen
detectar 10° células y en los casos mas epidémicos, aunque también mas
esporadicos, se han detectado 10¢ células. Para la listeriosis no invasiva la minima
dosis infectiva es mas alta, se habla de 105 células e incluso 10" células (Khaleque
y Bari, 2016). Una vez el individuo es infectado, lo comun es que se produzca un
periodo de incubacién de dos semanas hasta que se manifiestan los primeros
sintomas. La listeriosis afecta generalmente a individuos inmunodeprimidos, a
personas mayores y a embarazadas. Los sintomas pueden variar desde los
propios de una gripe (fiebre, dolor de cabeza, nauseas, vomitos...) a septicemia,
meningitis y meningoencefalitis. En mujeres embarazadas la enfermedad puede
ser asintomatica, o bien se suelen producir sintomas parecidos a los de la gripe
con fiebre y dolor de cabeza, sin embargo, en ambos casos, la enfermedad se
traduce en abortos y partos prematuros debido a que la infeccién se transmite a
través de la placenta al feto.
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L. monocytogenes es un patdgeno intracelular facultativo, que pude causar
enfermedad invasiva y no invasiva. La forma no invasiva suele manifestarse
como gastroenteritis tras 24 h de incubacién, aunque hay poca informacion al
respecto. Es la forma invasiva la mas severa, pues se traduce en una infeccion
sisémica potencialmente mortal. La forma de infeccion suele ser como se describe
a continuacion. Una vez que el patdgeno alcanza el intestino penetra en los
enterocitos para seguir su ciclo (Fig. 3). Para ello es necesario que en primer lugar,
varias proteinas de membrana se unan a la fibronectina de los enterocitos,
seguidamente la internalina (IntA), otra proteina de membrana, se unira al
receptor de la célula hospedadora, la E-cadherina. A partir de aqui, se
desencadenara la formacion de una vacuola endocitica que internalizara al
patégeno. Una vez dentro del enterocito, y con la ayuda de la listeriosina O y a las
fosfolipasas bacterianas, L. monocytogenes quedara libre en el citosol celular. Una
vez dentro de la célula, la bacteria se multiplica y modifica el citoesqueleto del
enterocito creandose una polimerizacion de actina a su alrededor que le sirve de
ayuda pasar a otras células hospedadoras donde iniciara de nuevo el proceso. Al
mismo tiempo, es capaz de modificar otras rutas de manera que suprime la
reaccion inmune del enterocito, y por tanto, el sistema inmune del hospedador
(Ryan y Ray, 2014a).

Hay que tener en cuenta que para que se produzca la infeccién por parte de
L. monocytogenes, el patégeno tiene, en primer lugar, que sobrevivir en la matriz
alimentaria, posteriormente superar el tracto digestivo y después en el intestino
franquear las sales biliares.

En los ultimos afios, L. monocytogenes ha producido tres brotes de listeriosis en
Estados Unidos siendo la fruta el vehiculo de transmisién. En el afio 2011, se
asocio con el consumo de meldn “Cantaloupe” produciendo 147 casos con 143
hospitalizaciones y 33 muertes (CDC, 2012). En julio de 2014 se produjo una
toxiinfeccién debida al consumo de fruta de hueso (melocotdn, nectarina, ciruelas
y pluots), 2 personas resultaron afectadas, produciéndose 1 muerto (Buchanan et
al., 2017). En diciembre de 2014 fue debido al consumo de manzanas
caramelizadas. El brote result6 con 35 casos de los cuales 34 fueron hospitalizados
y se produjeron 7 muertes (CDC, 2015b). Aunque los casos de toxiinfeccion
alimentaria producidos por esta bacteria son bajos, la tasa de mortalidad es
bastante alta (>30 %) (EFSA, 2015a).
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Figura 3. Ciclo intracelular de L. monocytogenes. A) El patégeno interactiia con las
células intestinales provocando su fagocitosis. B) Se forma una vacuola que permite la
entrada de L. monocytogenes. C) Lisis de la vacuola. D) Liberacién de la bacteria y
polimerizacién de actina para movilizarse. E) Esta actina permite a la bacteria escapar de
los sistemas de degradacion de la célula intestinal. F) Formacion de protrusiones que
originardn la vacuola secundaria. G) Formacion de la vacuola secundaria de doble

membrana que originard el nuevo ciclo de infeccion. (Figura tomada de Pizarro-Cerdd et
al., 2016).

5. Estrategias de intervencion para minimizar los riesgos
microbioldgicos en frutas y hortalizas minimamente
procesadas

La seguridad alimentaria es un tema que preocupa a nuestra sociedad, ya que

cada vez hay nuevos microorganismos emergentes y, por otro lado, los ya

existentes se hacen resistentes a sustancias antimicrobianas y a productos
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quimicos utilizados para su eliminacion. Se sabe que las bacterias patégenas estan
involucradas en respuestas a cambios medioambientales, por lo que pueden
desarrollar nuevos mecanismos de virulencia y ocupar nuevos nichos. Por otra
parte, la susceptibilidad a las toxiinfecciones estd cambiando debido a una
disminucion de la inmunidad adquirida con la mejora de la higiene y el aumento
de los individuos inmunodeprimidos asociados con cambios demograficos y
tratamientos inmunodepresores y enfermedades (Newell et al., 2010).

La eficacia del método utilizado para reducir la carga microbiana depende del
tipo de tratamiento, del tipo y la fisiologia del microorganismo, de las
caracteristicas del producto a tratar, el tiempo de exposicion, la concentracion del
desinfectante, del pH de este y de la temperatura. Ademas, hay que tener en
cuenta que las estrategias de control de microorganismos utilizados no deben
dafiar las caracteristicas sensoriales del producto alimentario (Parish et al., 2003).

Los métodos para la reduccién y el control de microorganismos en alimentos se
pueden clasificar en tres grupos: quimicos, fisicos y bioldgicos.

5.1. Métodos quimicos

El lavado de productos con agua elimina suciedad, exudados y células muertas
que, obviamente, contribuyen al deterioro de la fruta. Sin embargo, para eliminar
o reducir la carga bacteriana se suelen emplear desinfectantes quimicos. El
tratamiento con desinfectantes se lleva a cabo mediante inmersion. El uso de
desinfectantes, por un lado, elimina carga microbiana del alimento y, por otro,
mantiene el agua del proceso libre de contaminaciéon microbiana, evitando asi
posibles contaminaciones cruzadas (Gil et al., 2009). Ademas, dado que el agua
podria convertirse en un reservorio de patoégenos, los tratamientos deberian ser lo
suficientemente eficientes y eliminar rdpidamente a los microorganismos para
asegurar que no pasan a la siguiente fase. Con el uso de tratamientos
desinfectantes, se logra una reduccién de la carga microbiana inicial, ademas de
mantener la calidad y extender la vida ttil del producto (Zagory, 1999).

El cloro es uno de los desinfectantes mas usados en la industria de frutas y
hortalizas procesadas (Nguyen-the y Carlin, 1994) y, en particular, el derivado del
cloro mas comun, el hipoclorito de sodio. Este es efectivo a dosis de entre 50-200
ppm (partes por millén) y con un tiempo de contacto con el producto de 1 o 2
minutos (Beuchat, 1998). Sin embargo, el cloro tiene algunas limitaciones y es que,
por ejemplo, los niveles de cloro solo reducen la poblacién microbiana de 1 a 2 log
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ufc/g. El hipoclorito es bastante sensible a factores como la luz, a la temperatura y
al aire, de manera que se descompone facilmente en otras formas de cloro que
pueden ser peligrosas para la salud y, ademas, inefectivas como desinfectante.
Otro inconveniente de este producto es que hay esporas bacterianas que son
resistentes. Se sabe también que se pueden formar compuestos trihalogenados
que pueden ser potencialmente cancerigenos. Por ello, cada vez son mas los
estudios llevados a cabo para sustituir este producto, ya que su uso excesivo
causa dafios medioambientales y a la salud humana. De hecho, en paises como
Alemania o Suiza su uso esta prohibido. Es por ello que, en los tltimos afios se
han realizado numerosos estudios para encontrar alternativas. Entre las mas
estudiadas se encuentran el ozono, los acidos organicos, el acido peroxiacético y
el peroxido de hidrégeno (Olmez y Kretzschmar, 2009).

5.2. Métodos fisicos

Existe una gran variedad de métodos fisicos entre los que se encuentran la luz
ultravioleta (UV-C), la alta presion hidrostatica, ultrasonidos, irradiacién, campos
eléctricos de alta intensidad, campos magnéticos oscilantes y destellos de luz
blanca (Herrero y Romero de Avila, 2006). La aplicaciéon de estos en frutas
minimamente procesadas se encuentra atin en fase de estudio. Actualmente, los
métodos fisicos mas utilizados son el envasado en atmdsfera modificada y
temperaturas de refrigeracion. La combinacion de ambos permite alargar la vida
atil de las frutas de IV gama, ya que evitan el desarrollo de microorganismos y

retardan la senescencia del producto.

5.2.1. Envasado en atmosfera modificada

El envasado de atmodsfera modificada se define como el envasado de un producto
perecedero en una atmodsfera que ha sido modificada para que su composicion
sea distinta a la del aire (0,03 % COz, 20,9 % Oz2y 78 % N2) (Tewari, 2002). Aunque
esta técnica se usa principalmente para mantener la calidad y mantener la vida
atil de frutas y hortalizas minimamente procesadas, también puede afectar a los

microorganismos presentes.

La atmdsfera se puede crear de forma pasiva mediante el uso de envases que
permitan el intercambio de gases producidos por la respiracion del producto y el
exterior de este durante el tiempo de almacenamiento a una determinada
temperatura, o bien de forma activa modificando la atmdsfera interior desde el

inicio del envasado retirando los gases de dentro del envase mediante materiales
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absorbentes o reemplazandolos con otros gases para lograr la composicién
deseada (Charles et al., 2003; Lee et al., 1996; Werner y Hotchkiss, 2006). Aunque
se han estudiado diferentes gases para crear atmosferas modificadas, los mas
comunes son el COz, el Oz y el N2. Se tiene que lograr un equilibrio interno que
esta determinado por el peso y la fisiologia del producto (tasa de respiracion,
estado de madurez...), las condiciones ambientales como pueden ser la
temperatura y la humedad relativa, y las propiedades del material de envasado
(grosor del film, permeabilidad, densidad de perforacion y el area superficial)
(Caleb et al., 2013).

El efecto de concentraciones bajas de O: y altas de CO: se traduce en una
reduccion de la tasa de respiracion, sintesis de etileno, deshidratacion, oxidacion
fendlica y la carga microbiana aerdbica. Sin embargo, estos efectos dependen del
cultivar, de las estrategias de cultivo, del estado de madurez y del manejo en
poscosecha (Ghidelli y Perez-Gago, 2016). Se sabe que concentraciones de CO:
por encima del 5 % tienen efecto antimicrobiano. Sin embargo, bajas
concentraciones de O: y altas de CO: pueden estimular el crecimiento de
microorganismos anaerobios ademas de producir metabolitos que pueden
originar mal sabor en el alimento (Soliva-Fortuny et al., 2002b; Zagory y Kader,
1988).

Giménez et al. (2003) estudiaron el efecto de wvarios films con distinta
permeabilidad en la microbiologia y la calidad de la alcachofa minimamente
procesada y almacenada a 4 °C. Observaron que debido a la actividad respiratoria
de la alcachofa y a la diferente permeabilidad de los films, se crearon diferentes
atmdsferas dentro de los envases. En los envases donde se alcanz6 la
anaerobiosis, la cantidad de microorganismos fue menor del limite legal
establecido (7,7 log ufc/g de microorganismos totales), aunque la calidad de la
alcachofa se vio afectada negativamente. Oms-Oliu et al. (2008c) en un ensayo
realizado envasando pera cortada en distintas atmdsferas (alta concentracion de
O2, baja concentracion de O: y atmdsfera pasiva) detectaron que las peras
conservadas en altas concentraciones de O: eran susceptibles del pardeamiento
enzimatico y aunque la firmeza no se veia afectada, se redujo el crecimiento de
Rhodotorula  mucilaginosa, una levadura que deteriora la fruta. Las peras
almacenadas en atmdsfera pasiva presentaron una vida util mas corta que en los
otros casos. En un estudio realizado en fresas y frambuesas envasadas en
atmdsfera modificada pasiva y en alta concentracion de O, se observé que bajo

estas condiciones de atmosfera la poblacion de E. coli, Salmonella spp. y
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L. monocytogenes no aumentaron durante la vida til de los productos (Siro et al.,
2006).

En general, en productos envasados con elevadas concentraciones de CO: se
inhibe el crecimiento de la mayoria de los patdgenos, aunque suele ir
acompanado por temperaturas de refrigeracion ya que una atmosfera modificada
o un almacenamiento en frio por separado podrian ser insuficientes para evitar el
crecimiento de los microorganismos patogenos. Por ejemplo, se sabe que
L. monocytogenes no se ve afectada por elevadas concentraciones de CO: si dentro
del envase la concentracién de O: sigue siendo mayor del 5 % (Vermeulen et al.,
2013).

En el envasado de fruta minimamente procesada se recomienda entre 1-5 % de O:
para mantener la seguridad microbioldgica y la calidad de la fruta, aunque por lo
general se alcanzan niveles de O> menores del 1 % (Farber et al., 2003). Hay que
tener en cuenta que en ambientes anaerdbicos se pueden activar rutas
fermentativas en las que se liberan metabolitos secundarios entre los que estan,
por ejemplo, el etanol y el acetaldehido. En un proceso normal de maduracion, el
etanol, el acetaldehido y los esteres que se sintetizan a través de estos podrian
contribuir al aroma natural de la fruta, sin embargo, en situaciones donde se
produzca un estrés de la fruta, estos metabolitos podrian inhibir la sintesis de
otros volatiles alterando el aroma y produciendo malos olores (Mattheis et al.,
1991). En un estudio realizado en peras minimamente procesadas, se observé que
atmosferas modificadas activas con altas concentraciones de O: no inhibieron la
sintesis de metabolitos fermentativos, pero por otra parte bajas concentraciones
de Oz (atmosfera activa) o las atmosferas pasivas promovieron su acumulacion
dentro de los envases. En este estudio se observd que en los envases con
atmdsferas modificadas activas con baja concentracion de O: se inhibi¢ la
produccion de etileno y ademas se redujo la acumulacion de CO2 (Oms-Oliu et al.,
2008c).

5.2.2. Temperaturas de refrigeracion

La refrigeracion es la forma mads practica y efectiva para mantener las
propiedades organolépticas, reducir el deterioro y extender la vida til de los
productos minimamente procesados. La “International Fresh-cut Produce
Association” recomienda mantener los productos de IV gama entre 1 y 4 °C para
mantener la calidad y la seguridad microbioldgica.
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Las temperaturas bajas disminuyen la tasa de respiraciéon y ademas modifican la
permeabilidad de los gases, condicionando de esta manera la composicién dentro
de los envases (Hertog et al., 1998). Por otra parte, la temperatura de refrigeracién
inhibe el pardeamiento enzimatico.

Del Rosario y Beuchat (1995) realizaron un estudio sobre el crecimiento de E. coli
0157:H7 en meldn y sandia minimamente procesados a diferentes temperaturas y
observaron que el patdgeno crecia tanto en melén como en sandia a 25 °C, sin
embargo, a 5 °C la poblacién se mantenia constante durante todo el tiempo de
almacenamiento. Resultados similares obtuvieron Pao et al. (1998) en naranja,
tanto E. coli O157:H7 como Salmonella spp. y L. monocytogenes crecieron a 24 °C,
sin embargo a 4 y a 8 °C la poblacion de Salmonella spp. se redujo y la de los otros
dos patdgenos se mantuvo constante. Sin embargo, L. monocytogenes es un
microorganismo psicrotrofo, por lo que puede crecer a temperaturas de
refrigeracion. Asi, Abadias et al. (2014) observaron crecimiento de este patégeno
en melon minimamente procesado a 5 °C, al igual que Colas-Meda et al. (2015) en
pera y Alegre et al. (2010) en manzana.

Aunque las bajas temperaturas controlan el crecimiento de los microorganismos,
hay que tener en cuenta la existencia de los microorganismos psicrotrofos, que
gracias a cambios en la composicion y en la estructura de la membrana plasmatica

pueden sobrevivir y crecer a temperatura de refrigeracion.

5.3. Métodos biologicos

Aunque los productos quimicos se usan habitualmente para controlar el
crecimiento de microorganismos patdgenos y alterantes en alimentos, los
consumidores tienen una percepcion negativa debido a que presentan aspectos
controvertidos, ya que algunos de ellos pueden ser carcinogénicos, teratogénicos,
toxicos y, ademas, requieren periodos de tiempo bastante extensos para
degradarse creando consecuentes problemas de contaminacién ambientales
(Faleiro, 2010). Por ese motivo se buscan alternativas para el control de
microorganismos e incrementar asi la seguridad alimentaria.

Las primeras interacciones antagonistas entre microrganismos probablemente
daten de 1877 cuando Pasteur y Joubert (1877) observaron un efecto inhibidor de
bacterias comunes de la orina frente a Bacillus anthracis. El concepto de control
biolégico o bioconservacion implica la utilizacion de organismos vivos o sus
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componentes para la eliminacién de patégenos, de manera que es un método que

prolonga la vida util y mantiene la seguridad microbioldgica (Stiles, 1996).

Para ser buenos antagonistas, los microorganismos tienen que cumplir una serie
de caracteristicas, entre ellas estan: no ser toxicos (no ser un riesgo para la salud),
ser estables durante el almacenamiento (por ejemplo, que mantenga la actividad
inhibitoria durante la vida util del alimento), ser efectivos frente a un amplio
espectro de microorganismos, ser compatibles con las caracteristicas fisiologicas y
quimicas de la matriz alimentaria, ser microorganismos aceptados dentro del
marco normativo y no producir modificaciones en la calidad del alimento tales

como mal olor o mal sabor (Jones ef al., 2011).
El control bioldgico se puede llevar a cabo de las siguientes maneras (Stiles, 1996):

1. Adicionando microorganismos que crecen rapidamente y que ademas pueden
producir sustancias antagonistas (cultivos protectores o agentes de biocontrol).

2. Anadiendo esas sustancias antagonistas purificadas (por ejemplo bacteriocinas

o acido lactico).

3. Agregando liquidos de fermentacién producidos por microorganismos
antagonistas.

4. Incorporando bacterias acido lacticas mesofilas como una proteccion en caso de

ruptura de la cadena de frio.

Por lo general, los cultivos protectores ejercen su funciéon ocupando el mismo
nicho que los patdgenos (compitiendo por el espacio y por los nutrientes),
produciendo sustancias antimicrobianas, y en caso de algunas bacterias, en
concreto las probidticas, también pueden actuar a nivel de intestino impidiendo
que los patégenos se adhieran e invadan los enterocitos y activando una
respuesta inmunitaria como barrera defensiva contra los patégenos (Fliss et al.,
2011).

Cabe destacar que, las estrategias de biocontrol no sustituyen las buenas practicas
de higiene, de forma que siempre se deben considerar como un parametro
adicional para mejorar la seguridad y la calidad del producto (Holzapfel et al.,
1995).
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5.3.1. Microbiota epifita

Los microorganismos aislados de plantas o frutas son probablemente los mejores
candidatos como agentes de biocontrol ya que estaran mejor adaptados y
deberian ser mdas competitivos que otros cultivos. Sin embargo, aunque hay
evidencias de este control por parte de los microorganismos epifitos de las frutas
y hortalizas, hay que tener en cuenta que el grado de inhibicién va a depender del
patégeno, del antagonista y de la matriz que se esté evaluando (Olanya et al.,
2015).

Diversos estudios han demostrado que los microorganismos propios de la fruta
juegan un papel importante en la inhibicion de patégenos mediante la
competencia durante el almacenamiento. Por ejemplo, Bennik et al. (1996)
observaron que L. monocytogenes crecia mejor en hojas de envidia desinfectadas
con agua clorada que en aquellas no desinfectadas. De esta manera, se podria
deducir que los microorganismos epifitos desempefian un papel importante en la
inhibicién de patoégenos y que los desinfectantes quimicos deberian ser
optimizados para eliminar solo aquellos microorganismos que deterioran el
alimento. Ukuku et al. (2004) observaron en melén minimamente procesado que
la microbiota propia controlaba el crecimiento de L. monocytogenes tanto a 5 como
a 25 °C. Por su parte, Leverentz et al. (2006) demostraron que Gluconobacter asaii,
Candida spp., Discosphaerina fagi y Metschnikowia pulcherrima eran efectivos contra
Salmonella enterica serovar Poona y L. monocytogenes en manzana minimamente
procesada a 10 y 25 °C. En espinacas también se ha demostrado el control de
L. monocytogenes por parte de la microbiota presente (Omac et al., 2015). Olanya et
al. (2015) observaron reducciones de Salmonella serovars de hasta 2 unidades
logaritmicas en tomate en presencia de las cepas Pseudomonas chlororaphis y
Pseudomonas fluorescens propias de la microbiota del tomate.

5.3.2. Bacterias dcido lacticas

Otro grupo de microorganismos que se han estado utilizando ampliamente para
el control bioldgico en alimentos son las bacterias acido lacticas. Las bacterias
acido lacticas constituyen un grupo de bacterias Gram-positivas que tienen cierta
similitud en sus caracteristicas morfologicas, metabdlicas y fisioldgicas. Dentro de
las bacterias acido lacticas se incluyen los siguientes géneros: Aerococcus,
Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus 'y Weisella (Von Wright y Axelsson,
2012). El género Bifidobacterium, aunque filogenéticamente no esta relacionado con

60



Introduccion

las bacterias acido lacticas, es a menudo incluido dentro de este grupo debido a
sus similitudes en cuanto a bioquimica, fisiologia y ecologia se refiere (Adams,
1999).

Las bacterias acido lacticas se han utilizado desde la antigiiedad para controlar el
crecimiento de microorganismos no deseados en alimentos de una manera
instintiva, sin embargo, es en estos ultimos anos cuando su uso estd adquiriendo
un cardcter cientifico. Las bacterias acido lacticas han sido categorizadas segun la
FDA como GRAS (Generally Regarded As Safe) y la EFSA los ha incluido en la
lista de QPS (Qualified Presumption of Safety), lo que quiere decir que son
organismos seguros para el ser humano. El principal objetivo de estas bacterias es
reducir la incidencia de enfermedades causadas por patdgenos de transmision
alimentaria reduciendo la prevalencia o el numero de estas bacterias y, en
segundo lugar, disminuir los microorganismos alterantes e incrementar la vida
util del producto (Jordan et al., 2014). Se han llevado a cabo numerosos estudios
con bacterias acido lacticas para demostrar su efecto antagonista. Por ejemplo,
Siroli et al. (2015) demostraron el efecto antagonista de las cepas de Lactobacillus
plantarum CIT3 y V7B3 en manzana y lechuga minimamente procesadas,
respectivamente, frente a L. monocytogenes y E. coli. Aunque una gran cantidad de
bacterias acido lacticas se pueden aislar de frutas y hortalizas, solo un bajo
porcentaje de ellas tienen capacidad antagonista sobre patogenos de transmision
alimentaria. Asi, Trias et al. (2008b) encontraron que de 523 bacterias acido
lacticas aisladas de frutas y hortalizas, 18 cepas, la mayoria Leuconostoc spp. y
Lactobacillus plantarum, fueron capaces de mostrar actividad antagonista en
manzana “Golden Delicious” y lechuga “Iceberg”, frente a distintos patogenos de
transmision alimentaria. Asi, demostraron que el efecto antagonista dependia de
la cepa utilizada y del patdgeno evaluado, observando como se redujo el
crecimiento de E. coli y de S. typhimurium y una inhibicién el crecimiento de
L. monocytogenes. Trias et al. (2008a), también observaron el efecto inhibitorio de 3
cepas de Leuconostoc spp. sobre L.monocytogenes en manzana y lechuga

minimamente procesadas.

El antagonismo de las bacterias acido lacticas radica basicamente en la
competicion por nutrientes y en la produccion de metabolitos con caracteristicas
antimicrobianas. Ademads de esto, las bacterias acido lacticas ocupan nichos
vitales impidiendo asi la colonizaciéon de microorganismos no deseados
(Holzapfel et al., 1995). La utilizacién de bacterias acido lacticas como agentes

bioconservantes no solo tiene efecto en mejorar la seguridad microbiana en los
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alimentos, sino también como probidticos mejorando el balance de la microbiota e
inhibiendo bacterias patdgenas en el tracto intestinal (Soomro et al., 2002).

5.3.3. Bacteriocinas

Otro método de control bioldgico son las bacteriocinas. Son pequefios péptidos
con caracter antimicrobiano (Cotter et al., 2005). Las bacteriocinas son producidas
en general por bacterias Gram-positivas. Estos péptidos se agrupan atendiendo a
si sufren modificaciones postraslacionales o no, y dentro de esta ultima se
clasifican en 2 dependiendo del tamanio, existiendo asi 3 clases diferentes. Se cree
que el modo de accién de las bacteriocinas es crear poros en la membrana de la
bacteria, de manera que den paso a la migracion de iones y pequefias moléculas a
través de ellos (Nes et al.,, 2011). Estas bacteriocinas poseen las caracteristicas
adecuadas para ser utilizadas en la bioconservacion de alimentos: (1) son
reconocidas como GRAS, (2) no son tdxicas para las células eucariotas, (3) son
inactivadas por las proteasas digestivas, no influyendo, por tanto, en la
microbiota intestinal, (4) son tolerantes a pH 4acido y a sales biliares, (5) tienen un
amplio espectro de accién contra numerosos microrganismos patogenos de
transmisiéon alimentaria, (6) actian, generalmente, a nivel de la membrana
celular, no interfiriendo con los antibidticos, y (7) generalmente estan codificadas

por plasmidos, lo que facilita su manipulacién genética (Galvez et al., 2007).

Una de las bacteriocinas mas estudiadas es la nisina. Asi, por ejemplo, Siroli et
al. (2016) observaron la inhibiciéon del crecimiento de L. monocytogenes en
manzana minimamente procesada aplicando Lactococcus lactis CMB21, el cual es

productor de esta bacteriocina.

5.3.4. Bacteriofagos

Los bacteriéfagos son virus bacterianos que invaden las células bacterianas,
interfieren en el metabolismo de la bacteria y pueden o no causar lisis celular. Los
bacteriofagos liticos son los mas utilizados para eliminar los microorganismos
patdgenos de los alimentos. Hay numerosos estudios que proponen el efecto
antagonista de los bacteriéfagos en alimentos, incluidas las frutas minimamente
procesadas (Hudson et al., 2005). Por ejemplo, se ha observado como la aplicacion
de bacteriéfagos en melén inmediatamente redujo aproximadamente 2 unidades
logaritmicas la poblaciéon de L. monocytogenes y ademas continu6 inhibiendo el
crecimiento de este patogeno durante 2 dias a 10 °C. Tras 7 dias la poblacién de
L. monocytogenes se habia reducido en 4 unidades logaritmicas con respecto al
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tratamiento control (Leverentz et al., 2003). Por otro lado, también se ha
observado que los bacteriéfagos ejercen efecto antagonista sobre S. enterica
serovar Poona en melén (Leverentz et al., 2001).

5.3.5. Factores que pueden afectar a la efectividad

Por lo general, las frutas minimamente procesadas son medios acidos que
suponen un ambiente hostil para el microorganismo. Ademads, existen otros
factores como pueden ser la temperatura, sustancias antimicrobianas, como los
antioxidantes, o bien la atmosfera que se crea dentro del envase que pueden
influir en su efecto antagonista frente a patégenos de transmisién alimentaria
(Galvez et al.,, 2011). Es por ello que, se debe seleccionar con cautela el cultivo
bioconservante atendiendo siempre a las caracteristicas de la matriz alimentaria
en la que se va a aplicar y a las condiciones de almacenamiento de esta para

mantener su efectividad.

5.3.6. Posibles efectos adversos de los cultivos bioconservantes en la
calidad sensorial y nutricional del producto

La mayoria de cultivos bioconservantes que hay descritos se corresponden con
microbiota epifita, ya que no suponen un riesgo para el producto y tienen poco
impacto en la matriz. Aunque uno de los criterios para la seleccion de los cultivos
antagonistas es que no produzca alteraciones negativas en la calidad del
producto, por lo general siempre se suelen esperar algunos minimos cambios. El
hecho de que el cultivo se mantenga en la matriz alimentaria y que tenga la
capacidad de crecer en ella hace que se liberen metabolitos que podrian afectar
negativamente al alimento. Durante el crecimiento, el microrganismo podria
degradar componentes del tejido vegetal y se podria originar pérdida de textura
con la consiguiente modificacion organoléptica. El crecimiento de los cultivos
antagonistas también podria traer consigo un cambio en el aspecto visual del
producto que podria producir el rechazo por parte del consumidor (Galvez et al.,
2012).

Sin embargo, en la mayoria de los estudios no se explicita si el cultivo antagonista
produce desajustes en la calidad nutricional o fisico-quimica o en la calidad
sensorial del producto. Pero, y aunque son pocos los estudios, se ha comprobado
que cuando se aplica un cultivo bioconservante a las heridas causadas por un
patdgeno en fruta, el antagonista disminuye o inhibe completamente el dafio en el
tejido causado por el patdgeno sin causar un dafo adicional (Trias et al., 2008a).
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Salmeron et al. (2015) estudiaron los compuestos volatiles producidos por 3 cepas
de lactobacilos diferentes en la fermentacion de la cebada y la malta y observaron
que el perfil de compuestos volatiles era diferente dependiendo de la matriz
utilizada. El perfil de compuestos volatiles ademas puede proporcionar notas de
sabor agradables para el consumidor, contribuyendo asi al sabor y al aroma de
determinados alimentos (Sreekumar et al, 2009). En el caso del género
Lactobacillus, se producen compuestos volatiles en la fermentaciéon como pueden
ser etanol, acetaldehido, acetona, diacetil y etil acetato, los cuales son
responsables del sabor en determinadas bebidas y alimentos (Beshkova et al.,
2003; Salmeron et al., 2015). Sin embargo, los mismos compuestos volatiles
pueden causar mal sabor y olor en algunas matrices alimentarias (Kopsahelis et
al., 2007).

Es importante conocer la evolucién de los parametros de calidad de los productos
minimamente procesados como el olor, el sabor, el color y la textura para
relacionarlos con las caracteristicas microbioldgicas y fisioldgicas del producto

durante el tiempo de almacenamiento.

6. Control bioldgico mediante la aplicacion de la bacteria
Pseudomonas graminis CPA-7

6.1. Caracteristicas generales

Pseudomonas graminis es una bacteria Gram-negativa aerobia estricta que se
describié por primera vez en 1999 (Behrendt et al, 1999). Es un bacilo no
formador de esporas, mdvil a temperaturas de entre 15-20 °C. Crece en un rango
de temperatura de 4 a 40 °C, aunque su temperatura 6ptima de crecimiento es de

25 °C. Forma colonias de aspecto amarillento (Crovadore et al., 2016).

La cepa P. graminis CPA-7 fue aislada de la superficie de manzanas (Alegre et al.,
2013b). Esta cepa se encuentra depositada en la institucion de depdsito
“Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)” de Utrech (Holanda) con el
numero CBS124167. Se han con concedido la patente a nivel europeo (EP 2886665)
(Vinas et al., 2017) y la patente estadounidense (US8735136) (Vinas et al., 2014).
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6.2. Estudios de biocontrol

Se han realizado diversos estudios para evaluar el efecto antagonista de
P. graminis CPA-7 frente a patdgenos de transmision alimentaria en fruta
minimamente procesada y cémo podria verse afectada la calidad de esta. Alegre
et al. (2013b), realizaron un estudio en el que evaluaron la efectividad de
P. graminis CPA-7 frente a E. coli O157:H7, Salmonella y L. innocua en cilindros de
manzana y melocotén almacenando la fruta en aire (21,0 % de O2 y 0,0 % de CO2)
durante 2 dias a 20 °C y, en el caso de la manzana, también a 5 °C durante 10 dias
frente a E. coli O157:H7. Los resultados de este estudio revelaron que tras 2 dias
de conservacion de la fruta a 20 °C, P. graminis CPA-7 redujo 4,5 unidades
logaritmicas la poblacion de E. coli O157:H7, 4,7 unidades logaritmicas la
poblacién de Salmonella y 5,9 unidades logaritmicas la de L. innocua en manzana.
En melocotdon se dieron valores de reducciones menores en manzana, 1,8
unidades logaritmicas en las poblaciones de E.coli O157:H7 y Salmonella y de 0,9
unidades logaritmicas en la de L. innocua. El efecto antagonista a 5 °C no fue
inmediato, sino que se produjo tras dias 6 de almacenamiento de la manzana,
observandose una reduccién de aproximadamente 3,5 unidades logaritmicas de
la poblacion de E. coli O157:H7 en presencia de P. graminis CPA-7.

Posteriormente, Alegre et al. (2013a) aplicaron el agente de biocontrol P. graminis
CPA-7 en un estudio utilizando manzana minimamente procesada y simulando
condiciones comerciales (antioxidante y atmosfera modificada) a 5 y 10 °C. En las
condiciones ensayadas P. graminis CPA-7 no mostro efectividad cuando se
inocul6 a una concentraciéon de 10° ufc/mL a ninguna de las temperaturas
evaluadas. Sin embargo, cuando se aplicé a una concentracion superior
(107 ufc/mL) controlo el crecimiento de Salmonella a 10 °C, con una reduccién con
respecto del control de aproximadamente 2 unidades logaritmicas y, con respecto
a la poblacion de L. monocytogenes, esta se vio reducida significativamente en
presencia del antagonista al final del ensayo a ambas temperaturas evaluadas.
P. graminis CPA-7 aumento su poblacion aunque de forma mas ligeraa 5 °C que a
10 °C.

Abadias et al. (2014), por su parte, estudiaron el efecto antagonista de P. graminis
CPA-7 en melén minimamente procesado tratado con una solucién antioxidante y
envasado en atmosfera modificada. No observaron el efecto antagonista en
ninguno de los dos patogenos tras 8 dias de almacenamiento del meldén
minimamente procesado en atmdsfera modificada a 5 °C, aunque si observaron
una reduccion de aproximadamente 1 unidad logaritmica en la poblacion de
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L. monocytogenes en presencia de P. graminis CPA-7 y cuando la fruta se conservo
en aire. A 10 °C no observaron diferencias significativas entre las poblaciones de
los patdgenos inoculados solos o en presencia de P. graminis CPA-7 en la fruta
envasada bajo atmodsfera modificada y conservada durante 8 dias. Sin embargo,
cuando la fruta se envaso en aire, se observaron valores de reducciéon mayores de
4 unidades logaritmicas tanto en Salmonella como en L. monocytogenes. La
poblacién de P. graminis CPA-7 crecié en todas las condiciones evaluadas, sin
embargo, igual que en manzana minimamente procesada, crecié de forma mas
rapida a 10 °C.

Por otra parte, Plaza et al. (2016) determinaron el efecto de P. graminis CPA-7
sobre la calidad del melén minimamente procesado y las propiedades
antioxidantes de la fruta simulando la aplicaciéon comercial (antioxidante y
atmosfera modificada). En este estudio se observd que el tratamiento con
P. graminis CPA-7 no afecté a las actividades antioxidantes evaluadas y las
propiedades nutricionales se mantuvieron durante la vida util de la fruta.
También observaron que los principales parametros fisicos y de calidad visual se
conservaron mejor bajo atmosfera modificada que en la fruta envasada en aire.

6.3. Modo de accion

Se ha estudiado el modo de accion de P. graminis CPA-7 analizando la formacion
de biofilms y produccion de alginato, las actividades proteoliticas, hemoliticas y
biosurfactantes, la actividad antimicrobiana en medio sélido y la asimilacién de
nutrientes (Collazo et al., In Press). Sin embargo, de los resultados obtenidos no se
pudo ver claramente cudl es el modo de accién de la bacteria. P. graminis CPA-7
no fue capaz de formar biofilms y la produccion de alginato fue también negativa,
por lo que la adherencia y competicion por el espacio del medio no podrian
explicar su capacidad antagonista. En el andlisis del efecto antagonista de la
bacteria utilizando los sobrenadantes obtenidos después de su cultivo en
diferentes medios liquidos no se revel6 un efecto sobre los patdégenos evaluados,
de forma que se podria afirmar que los metabolitos producidos por la bacteria no
son efectivos frente a los patdgenos en las condiciones ensayadas. Tampoco se
obtuvo informacion relevante sobre la asimilacion de nutrientes y su posible
competencia por el nicho con otras bacterias. Sin embargo, el hecho de no formar
biofilms, ni producir biosurfactantes o actividad hemolitica o proteolitica
proporciona ventajas para que se pueda incluir en la lista de microorganismos

QPsS.
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7. El potencial de los microorganismos probidticos como
bioconservantes

7.1. Generalidades de los microorganismos probidticos

La palabra probidtico proviene del griego “pro bios” que significa “a favor de Ia
vida”. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, los organismos probioticos son
“microorganismos vivos que al administrarse en las cantidades adecuadas
confieren un beneficio para la salud del hospedador” (FAO/WHO, 2001).

Metchnikoff (1907) fue el primero en describir el papel beneficioso por parte de
algunas bacterias de la microbiota intestinal y sugirié que “la dependencia de los
microorganismos intestinales en los alimentos hace posible adoptar medidas para
modificar la microbiota de nuestro organismo y reemplazar a los microbios
nocivos por microbios tutiles”. Este concepto que un dia expuso Metchnikoff es a
lo que ahora nosotros llamamos probidticos.

El tracto gastrointestinal humano es una superficie expuesta al exterior y ademas
se ve continuamente afectado por la dieta y los antigenos derivados de la
microbiota intestinal. El tracto gastrointestinal se encuentra colonizado por
alrededor de 10'3-10" microorganismos (Kerckhoffs et al., 2006), de los cuales se
pueden diferenciar al menos 80 géneros y 1.800 filotipos (Rajili¢-Stojanovi¢ et al.,
2009). La prevalencia de bacterias en las distintas partes del tracto gastrointestinal
depende del pH, de la peristalsis, del potencial redox de cada tejido, de la
adhesion bacteriana, de la simbiosis entre microorganismos, de la secrecién de
mucinas, de la disponibilidad de nutrientes, de la dieta y de la capacidad
antagonista bacteriana (Kerckhoffs et al.,, 2006). A parte de su implicaciéon en la
asimilacion de nutrientes y en la eliminacion de desechos, el tracto
gastrointestinal juega un papel importante en la proteccion frente a factores
nocivos como pueden ser los medicamentos, las toxinas y los organismos
infecciosos. Esta funcién la lleva a cabo, bien mediante mecanismos
inmunoldgicos o bien, no inmunoldgicos. Es en esta tltima opcion en la que la
microbiota intestinal parece ser que tiene un mayor protagonismo actuando como
una barrera no especifica contra la invasiéon. Numerosos estudios realizados en
estos ultimos afios han puesto en evidencia que la microbiota propia del intestino
tiene propiedades que podrian utilizarse para mejorar la salud y paliar ciertas
enfermedades (Ng et al., 2009).
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Los probidticos tienen efectos beneficiosos para el hospedador ejerciendo su
funcion a nivel intestinal, entre ellos se encuentran la modulacién del sistema
inmune (funciéon antiinflamatoria y antialérgica, proteccion frente a diferentes
enfermedades), la potenciacion de la barrera intestinal impidiendo la colonizacion
de patdgenos, el efecto anticarcinogénico y antimutagénico (Soccol et al., 2010).

Algunas de ellas se trataran con mas detalle a continuacion.

Los alimentos enriquecidos con microorganismos probidticos se engloban dentro
de los alimentos funcionales. Un alimento funcional es aquel que se ha
demostrado que satisfactoriamente afecta positivamente a una o mas funciones
vitales, mas alla de los efectos nutricionales adecuados, de forma que sea
relevante tanto para mejorar la salud como para reducir el riesgo de enfermedad.
Un alimento funcional debe seguir cumpliendo su funcién de alimento y debe
demostrar su efecto en cantidades en las que normalmente es ingerido en la dieta:

no es una pildora o capsula, sino que forma parte del alimento en si (Diplock et
al., 1999).

El Reglamento (CE) n® 1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo de 20 de
diciembre de 2006 relativo a las declaraciones nutricionales y de propiedades
saludables en los alimentos modificado por los Reglamentos (CE) n® 107/2008,
(CE) n® 109/2008, (CE) n® 116/2010, (CE) n°® 1169/2011, (CE) n® 1047/2012 y (CE) n®
907/2013 es el que, de cierta manera, armoniza la legislacion de los miembros
estado, y por otra parte, protege al consumidor de informacion engafosa,

pérdidas econdémicas o problemas de salud.

7.2. Criterios de seleccion de los probiéticos

Aunque dos de los criterios fundamentales para la seleccion de las cepas
probidticas son la resistencia la acido y a las sales minerales y la capacidad para
adherirse a las células intestinales (Argyri ef al., 2013; Saarela et al., 2000; Salminen
et al., 1996; Savage, 1992), existen otros criterios relacionados con la seguridad y la
estabilidad, ademas de ciertos aspectos funcionales y fisioldgicos que un
microorganismo debe cumplir para que pueda ejercer su funciéon como probidtico
(Soccol et al., 2010). Saarela et al. (2000) sintetizaron y clasificaron los criterios de
selecccion de los probidticos en tres grupos: seguridad, funcionales y aspectos
tecnoldgicos.

68



Introduccion

Los criterios de seguridad que se deben tener en cuenta son:

* Microorganismos aislados del tracto gastrointestinal humano, sobre todo si
van a ser administrados a personas.

¢ Cepas no patodgenas.

¢ No relacionados con desdrdenes del tracto gastrointestinal.

® Microorganismos incapaces de deshidroxilar las sales biliares.

¢ Ausencia de genes de resistencia a antibidticos.
Los criterios funcionales estan relacionados principalmente con el modo de acciéon
en el intestino y se suelen establecer con el uso de métodos in vitro.

e Tolerancia al jugo gastrico.

e Tolerancia a las sales biliares, importante para su establecimiento en el
intestino.

¢ Adherencia al epitelio intestinal y persistencia en el tracto gastrointestinal.

e Estimulaciéon y supresion del sistema inmune, pero no efecto
proinflamatorio.

¢ Capacidad antagonista contra patégenos.

¢ Propiedades anticarcinogénicas y antimutagénicas.
En los criterios tecnologicos se recogen aquellos aspectos a tener en cuenta en la
industria alimentaria cuando se empleen microorganismos beneficiosos:

e Actividad y viabilidad en los productos durante el tiempo de
almacenamiento.

e Adherencia a la matriz e invasion.
* Resistencia a pH 4cidos.

e Tolerantes al O.

e Resistentes a conservantes.

¢ Buenas propiedades sensoriales.

e Faciles de producir a gran escala.

Aunque muchos de los probiodticos conocidos se han aislado de la microbiota
intestinal humana, no todos los probiéticos necesariamente forman parte de ella.
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Se han propuesto como probidticos muchos grupos de microorganismos entre
ellos levaduras como Saccharomyces, mohos como Aspergillus, bacterias como
E. coli, sin embargo, las bacterias 4cido lacticas son uno de los grupos mas
comunes utilizados como probiéticos. Los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium
son los probioticos mas utilizados en alimentos (Arques et al., 2015).

Existen numerosas cepas de probidticos que se comercializan como cultivos
probioticos. Entre ellos se encuentran Lactobacillus acidophilus LA-5, Bifidobacterium
animalis Bb-12 y Lactobacillus rhamnosus GG (Soccol et al., 2010).

7.3. Mecanismos de accion de los probidticos en el huésped

El efecto de la mayoria de los mecanismos de accion solamente esta probado en
estudios in vitro, por lo que estos resultados deberian ser confirmados por
estudios in vivo. Los mecanismos por los cuales los probidticos ejercen su efecto
antagonista contra otros microorganismos basicamente incluyen la competicion
por sustratos, el antagonismo directo por la liberaciéon de sustancias inhibidoras,
la exclusion competitiva y la activacién del sistema inmune del hospedador
(O'Toole y Cooney, 2008) (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema de los principales mecanismos de accion de los probidticos en el
intestino. a) Impidiendo de la invasién de los microorganismos patégenos e las células del
epitelio intestinal bloqueando los sitios de adhesion o b) provocando la secrecién de mucina
por parte de las células de Globet. c) Manteniendo la permeabilidad intestinal. d)
Produciendo sustancias antimicrobianas. e) Estimulando el sistema inmune innato a
través de las células dendriticas. f) Previniendo una respuesta del sistema inmune innato.
Abreviaciones: M, macrdfago; N, neutrdfilo. (Imagen tomada y adaptada de Gareau et
al., 2010).

A grandes rasgos, varios autores han agrupado los mecanismos de accién de la

siguiente manera (Corr et al., 2009; Oelschlaeger, 2010):
1. Modulacion del sistema inmune

Los probidticos pueden modular las defensas del huésped incluyendo tanto el
sistema inmune innato como el adquirido (Gill et al., 2000). Este modo de accién
es importante para la prevencién y tratamiento de enfermedades infecciosas, pero
también para el tratamiento de la inflamacion (crénica) del tracto digestivo. Las
bacterias probidticas regulan el sistema inmune induciendo citoquinas
antiinflamatorias como IL-10 y TGF-f3, a la vez que reducen la expresion de
citoquinas proinflamatorias como TNF y IEN-y (Corr et al., 2009). Los probioticos
pueden modular el sistema inmune mediante metabolitos secundarios,
componentes de la pared celular, e incluso ADN. Por tanto, los efectos se pueden
obtener incluso con bacterias muertas o bien con componentes derivados de estas
como fragmentos de peptidoglicano o de ADN (Zhang et al., 2014). Al activar el
sistema inmune del hospedador, protege al hospedador de ciertas enfermedades
como, por ejemplo, se demostrd que el hecho de que Lactobacillus rhamnosus GG
potenciara el sistema inmune, podria ser utilizado como una terapia para los
enfermos de Crohn (Baldwin et al., 2007).

Ademads, también estimulan el sistema inmune de manera que este reacciona en
contra de microorganismos patogenos en el intestino, por ejemplo, Shu y Gill
(2001) demostraron que Bifidobacterium lactis HNO19 redujo la infeccion causada
por E. coli O157:H7 sugiriendo que podria estar relacionada con la activacion del
sistema inmune proporcionada por el probidtico. En otro estudio, Corr et al.
(2007a) demostraron una reduccién significante de la IL-8 y un aumento de la IL-
10 en las células epiteliales intestinales (linea celular C2Bbel) tras haberlas tratado
con distintos probidticos antes de la infeccién con L. monocytogenes. Resultados
similares se obtuvieron en otro estudio in vitro, en el cual Bifidobacterium infantis
35624 and Lactobacillus salivarius UCC118 redujeron la respuesta proinflamatoria
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inducida por Salmonella typhimurium (O'Hara et al., 2006). Otros estudios también
han puesto en evidencia que los probidticos estimulan la produccién de IgA y
activan las células T reguladoras. De forma que, se ha demostrado, en un estudio
humano, que los niveles de IgA anti-poliovirus aumentaron al tratar al
administrar a los individuos una preparacion de Bifidobacterium lactis Bb-12
(Fukushima et al., 1998).

2. Exclusion competitiva (bloqueo de los sitios de adhesion)

Los probiodticos también pueden tener un efecto directo sobre otros
microorganismos comensales o patdgenos. Esta acciéon en muchos casos es de
importancia para prevenir el tratamiento de infecciones y reestablecer el
equilibrio en el intestino. La exclusiéon competitiva se puede llevar a cabo
compitiendo por los sitios de union en el intestino, o bien estimulando la funciéon
de la barrera epitelial.

Diferentes estudios han demostrado la capacidad que tienen los probioticos de
unirse a la superficie de las células epiteliales del intestino, ademas, algunos de
ellos han probado que los probioticos aislados del intestino humano se adhieren
mejor que los que se aislan de otras fuentes (Duary ef al., 2011), es esta misma
capacidad lo que hace posible que se unan a los sitios especificos de unién de los
enteropatdgenos (Gueimonde et al., 2007; Servin, 2004).

Se sabe que también existe una exclusién competitiva indirecta. Por ejemplo,
Johnson-Henry et al. (2008) demostraron que al tratar células que simulaban el
epitelio intestinal con Lactobacillus rhamnosus GG se producian menos cambios
morfoldgicos y disminuian el niimero de lesiones A/B inducidas en respuesta a la
infeccion por E. coli O157:H7, impidiendo asi el desarrollo de los mecanismos de
virulencia de esta bacteria.

Los microorganismos probioticos son capaces de inducir cambios fisioldgicos en
los que se ven involucrados tanto la induccién como la sobreexpresion de mucina
en el epitelio intestinal. La mucina actia formando una barrera fisico-quimica que
protege a las células epiteliales de dafos quimicos, enzimaticos, mecadnicos y
microbioldgicos y ademas limita la adhesion y, por tanto, la invasion de
microorganismos (Mack et al., 2003). Asi, se ha observado que la adhesiéon de
distintas cepas de Lactobacillus induce la secrecion extracelular de mucina en la
linea celular que simula el epitelio intestinal HT29. Utilizando la linea celular
Caco-2, se comprobo que L. casei LGG indujo la expresion del gen MUC2 en las
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células, produciéndose la secrecion de mucina e impidiendo la translocacion

bacteriana en el epitelio intestinal (Mattar et al., 2002).

3. Produccién de acido y secrecion de sustancias inhibidoras

El antagonismo directo basicamente consiste en la liberacion de sustancias. La
producciéon de acidos organicos (en su mayoria acido lactico) forma parte del
metabolismo de estas bacterias. Estos hacen que se reduzca el pH del medio,
ademas de que al disociarse pueden penetrar dentro las células patdgenas
acidificando el citoplasma y ralentizando la actividad metabdlica de la bacteria.
En un estudio realizado por Asahara et al. (2004), en ratones, demostraron que los
animales pretratados con una cepa de Bifidobacterium breve y que posteriormente
fueron tratados con E. coli O157:H7 no sufrieron pérdida de peso ni murieron, al
contrario que lo que pasaba con aquellos animales a los que no se les
administraba el probidtico. Este hecho se pens6 que podria haber ser debido a
que la sinergia entre la produccion de acido acético por B. breve y la consecuente
bajada de pH intestinal inhibia la producciéon de la toxina Shiga por parte del
patégeno. La produccion de acido lactico y otras sustancias de naturaleza
proteinica por las cepas Lactobacillus rhamnosus DR20 y Bifidobacterium lactis DR10
impidio la infeccion por E. coli O157:H7 en células HT-29 y Caco-2 (Gopal et al.,
2001).

El peréxido de hidrégeno se forma durante el crecimiento de las bacterias acido
lacticas en presencia de O: (Todoriki et al., 2001). Es una molécula toxica para
muchos microorganismos, entre ellos patdogenos de transmisién alimentaria
(Garner et al., 2006). Por ejemplo, Pridmore et al. (2008) confirmaron la capacidad
de Lactobacillus johnsonii NCC 533 de producir perdxido de hidrdgeno in vitro
ademas de las propiedades inhibidoras que tenia esta molécula frente a Salmonella

enterica serovar Typhimurium SL1344.

La reuterina es producida por Lactobacillus reuteri bajo condiciones anaerdbicas y
en presencia de glicerol, y es efectiva contra muchas bacterias, mohos y levaduras
(Axelsson et al., 1989). La reuteroclicina es otra molécula antimicrobiana
producida por una cepa de L. reuteri LTH2584 que solo tiene efecto negativo sobre
bacterias Gram-positivas (Ganzle et al., 2000).

Diversos estudios han demostrado que la produccion de bacteriocinas por parte
de los probidticos en el intestino provoca la supresion de las infecciones de
patdgenos en el intestino. En los tltimos afios se han hecho numerosos estudios
tanto in vitro como in vivo en los que se demuestra el efecto protector que tienen
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estas moléculas contra patoégenos en el intestino (Diakogiannis et al., 2013; Lou y
Yousef, 1997; Roche et al., 2005). Corr et al. (2007b) observaron que Lactobacillus
salivarius UCC118 tenia la capacidad de producir la bacteriocina ABP118 que
protegia frente a L. monocytogenes. Al utilizar un mutante de esta bacteria no
productora de la dicha bacteriocina, se observd que no ofrecia proteccion frente al
patégeno. De forma que se concluyo que existia un antagonismo directo entre la
bacteria probidtica y el patéogeno mediado por tal bacteriocina.

4. Otros mecanismos de accion

El efecto de los probidticos también podria estar basado en acciones que afecten a
productos microbianos como las toxinas o productos del propio huésped como
pueden ser las sales biliares y los ingredientes de los alimentos. Estas acciones
resultarian en la inactivacion de toxinas y desintoxicacion del huésped y de los
componentes de los alimentos en el intestino. Se sabe también que hay
probidticos que inhiben los factores de virulencia de los patdégenos. Por ejemplo,
Carey et al. (2008) demostraron que la incubacién conjunta de L. rhamnosus GG
con E. coli O157:H7 redujo la expresion de los genes stx que codifican para la
toxina Shiga.

Sabiendo el modo en el que los probidticos acttian a nivel intestinal, podria ser
extrapolable al control biolégico que pueden ejercer en una matriz alimentaria

contra patogenos.

7.4. Utilizacion de probidticos como agentes de biocontrol

Un requisito imprescindible para el uso de probidticos como bioconservantes en
alimentos es que deben ser resistentes al procesamiento y mantenerse viables
durante la vida 1til del producto (106 ufc/g o mL) (Chaikham et al., 2012). En el
caso de la fruta cortada, los probidticos deberian sobrevivir en condiciones de
bajo pH, baja temperatura, baja concentracion de O: y alta de CO: y, ademas, ser
compatibles con los antioxidantes utilizados. De esta manera, hay estudios
enfocados al uso de probidticos para enriquecer alimentos y comprobar si, de
alguna manera, modifican la calidad de estos. En un estudio realizado en melén
minimamente procesado se evalud la viabilidad de L. rhamnosus HNOO1
observandose que después de 15 dias de almacenamiento a 6 °C se mantuvo por
encima del nivel minimo para ser considerado probidtico (de Oliveira et al., 2014).
Resultados similares obtuvieron Rofle et al. (2010a) y Alegre et al. (2011) en

manzana minimamente procesada enriquecida con L. rhamnosus GG. Estos
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hallazgos demuestran que las frutas minimamente procesadas podrian ser una

nueva opcion como alimentos funcionales ricos en probioticos.

Los probioticos, en general, se han utilizado desde hace mucho tiempo en
productos lacteos y derivados (Lourens-Hattingh y Viljoen, 2001). Sin embargo, el
hecho de que se sepa que los probioticos ejercen un efecto negativo contra ciertos
microorganismos, entre ellos los patégenos de transmisién alimentaria, hace que
se potencie el estudio y su posible uso en el control biolégico de productos
vegetales minimamente procesados. En los ultimos afios, numerosos estudios han
puesto en evidencia la capacidad antagonista de los probioticos contra patdgenos
de transmisién alimentaria en frutas y hortalizas minimamente procesadas,
ademas de que dependiendo del tipo de probioético y de la matriz alimentaria
estudiados el efecto antagonista podria verse afectado. Por ejemplo, Russo et al.
(2014) en un estudio llevado a cabo en pifia minimamente procesada demostraron
que L. plantarum B2 fue capaz de controlar el crecimiento tanto de E. coli O157:H7
como L. monocytogenes, sin embargo L. fermentum PBCC11.5 solo mostro efecto
antagonista frente a L. monocytogenes. Este hecho se podria atribuir a las diferentes
propiedades coagregativas de ambos probidticos con los patogenos estudiados
(Lacerda-Ramos ef al., 2015).

De forma similar a lo que ocurre en el tracto gastrointestinal, en la matriz
alimentaria, los probidticos pueden controlar el desarrollo de microorganismos
patdgenos con estrategias diferentes:

1. Competicién por el mismo nicho

En la competicion por el nicho, los probidticos podrian bloquear los sitios de
union de los patégenos a la matriz alimentaria (exclusion competitiva), de forma
similar a como actian a nivel intestinal. Por otra parte, otro de los factores
limitantes en el éxito del microorganismo en colonizar un nicho es la competencia
por los nutrientes, como puede ser la capacidad que tiene que utilizar las fuentes
de carbono disponibles de manera mas rapida que los patégenos. En un estudio
realizado en ratones se observé como la presencia de dos bacterias probidticas
alteraba la expresion de genes de una bacteria de la microbiota intestinal
relacionados con el metabolismo de carbohidratos (Sonnenburg et al., 2006). De
forma que, de este hecho, se puede deducir que los probidticos pueden competir
con otros microorganismos por los mismos nutrientes, alterando la dinamica de
utilizacion de carbohidratos.
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2. Produccién de sustancias antimicrobianas: antagonismo directo

Un ejemplo de este mecanismo de accién en alimentos seria la produccion de
acidos organicos. En un estudio realizado tratando lechuga minimamente
procesada con diferentes acidos (acético, propidnico, citrico y lactico) como
desinfectantes, se observo que el acido lactico fue el mas efectivo en el control de

L. monocytogenes (Samara y Koutsoumanis, 2009).

Anadir probidticos a los productos vegetales minimamente procesados hace que
potencialmente se reduzca el desarrollo de microorganismos patdgenos en la
matriz alimentaria y, por otro lado, que una vez ingerido el alimento y estos
microorganismos alcancen el intestino puedan llevar a cabo su papel como
probidticos. Aunque en la literatura es bastante controvertida la cantidad de
células viables que hay que tomar para que ejerzan su funciéon como probidtico a
nivel intestinal, se estiman alrededor de 106-108 ufc/g o 108-10'0 ufc/dia
(Champagne et al.,, 2011). Pocos son los estudios que evaliian la capacidad
antagonista de los probidticos a nivel intestinal contra patogenos de transmision
alimentaria después de un periodo de adaptacién en una matriz alimentaria y tras
una simulacion digestiva.

Sin embargo, los probidticos podrian verse afectados por el bajo pH, la
temperatura, la alta presién osmotica y altos niveles de oxigeno durante el
almacenamiento del producto (Endo et al., 2014; Kailasapathy, 2006), ademas de
estar expuestos altas concentraciones de acido en el estdmago y sales biliares en el
intestino. De manera que la opcién de la microencapsulacién de estas bacterias
esta siendo cada vez mas considerada. La microencapsulacion es un proceso por
el cual las células bacterianas son retenidas dentro de una matriz o una
membrana a modo de capsula (Pimentel-Gonzdlez et al., 2009). Estas
microcdpsulas pueden crear un ambiente anaerobio mas adecuado para el
microorganismo, ademas de protegerlo de factores externos como los cambios de
pH y la temperatura y por consiguiente sobrevivir mejor a las condiciones
adversas del medio hasta llegar al intestino.

Hoy en dia, los consumidores son conscientes del vinculo que existe entre el estilo
de vida, la dieta y la buena salud, lo que explica la demanda de productos que
son capaces de mejorar la salud mas alla de proporcionar las necesidades
nutricionales basicas. De esta manera, en los ultimos afios se estd ampliando el
uso de probioticos en alimentos no derivados de la leche, como son los productos
de origen vegetal. Las frutas enriquecidas con probidticos pueden considerase
una alternativa a los productos lacticos portadores de probidticos para
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vegetarianos, veganos y personas que son intolerantes a la lactosa o alérgicas a las
proteinas de la leche (Gupta y Abu-Ghannam, 2012).

7.5. Lactobacillus rhamnosus GG

L. rhamnosus GG se aisld en 1983 del tracto gastrointestinal humano. Es uno de los
probiodticos mas estudiados, y del que se sabe que tiene numerosas propiedades
beneficiosas para la salud del hospedador. Saarela et al. (2000) resumieron estas
propiedades en base a la bibliografia en las siguientes: disminucion de la
actividad de las enzimas fecales, reduccion en nifios de la diarrea asociada al
tratamiento con antibidticos, tratamiento y prevencion de rotavirus y diarrea
acuosa en ninos, tratamiento de la diarrea recidiva causada por Clostridium
difficile, modulacidn del sistema inmune y alivio de los sintomas de la dermatitis

en ninos.

Se ha observado que L. rhamnosus GG es efectivo frente a L. monocytogenes en
manzana minimamente procesada y conservada durante 28 dias a 5 y 10 °C,
produciéndose una reduccion de 1 unidad logaritmica en la poblacién del

patégeno (Alegre et al., 2011).

También se ha estudiado el efecto de L. rhamnosus GG en la calidad de la
manzana minimamente procesada (color, contenido en sdlidos solubles, acidez
titulable, pH y firmeza). Los resultados obtenidos demostraron que la calidad de
la manzana no se vio afectada negativamente por estar en contacto con el
probiotico durante 10 dias a 2-4 °C (Alegre et al., 2011; Rofle et al., 2010a).

El hecho de que presente estas caracteristicas, hacen de esta bacteria un
microorganismo interesante para su uso en la industria alimentaria con el
desarrollo de alimentos funcionales. Ademas, este microorganismo se encuentra
dentro de la lista QPS, por tanto, se puede utilizar como tal (Ricci et al., 2017).

8. Interaccion de L. monocytogenes y ambiente

El hecho de que L. monocytogenes sea un microorganismo psicrotrofo la convierte
en una bacteria de importante relevancia en los brotes de toxiinfeccion
alimentaria, ya que durante el tiempo de almacenamiento a temperaturas de
refrigeracion puede crecer y alcanzar la minima dosis infectiva para causar la
enfermedad. Este microorganismo es capaz de responder al estrés del medio y
esto le permite desarrollar una serie de mecanismos de adaptacion que son los
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que le proporcionan al patdgeno la habilidad de persistir en tan variados
ambientes, lo que lo convierte en un microorganismo ubicuo. Esta cualidad hace
también posible que le sea mas facil el paso de la matriz alimentaria al tracto

gastrointestinal, lo cual es necesario para infectar al individuo en cuestién.

Los microorganismos estan expuestos a distintos tipos de estrés a lo largo de toda
la cadena de produccién del alimento procesado hasta llegar a la digestion del
propio alimento. El término estrés se define como cualquier perturbacion en el
medio que reduce la tasa de crecimiento (estrés leve o subletal) o que afecta
negativamente sobre la supervivencia celular (estrés severo o letal). Un ejemplo
de estrés letal o choque acido se da cuando el microorganismo pasa del alimento
al estomago, donde se encuentra de repente con una bajada brusca del pH. Por su
parte, un estrés subletal serian, por ejemplo, los cambios graduales de pH que
experimentan los microorganismos en las fermentaciones de los alimentos. Los
microorganismos encuentran un amplio rango de tipos de estrés subletal en los
alimentos y en el ambiente. Estos estreses podrian inducir una respuesta
adaptativa en los microorganismos que los hiciera resistentes a posibles estreses
letales. Por lo general, los microorganismos frente al estrés subletal actian de la

siguiente manera:

1. Produciendo proteinas que reparan el dafio, mantienen la célula o eliminan

el agente que ha causado estrés.

2. Aumentando de forma transitoria la resistencia o la tolerancia a esos

factores deletéreos.

3. Entrando en un estado de latencia, por ejemplo, formando esporas o

pasando a estado viable no cultivable.
4. Evadiendo las defensas del hospedador.
5. Desarrollando mutaciones adaptativas.

El hecho de que se desarrollen respuestas adaptativas al estrés puede ser, por una
parte, una ventaja si el microorganismo adaptado es beneficioso, ya que seria mas
resistente, pero puede ser también un aspecto negativo en el caso de que el
microorganismo adaptado sea, por ejemplo, un patégeno de transmision
alimentaria.

Los cambios adaptativos a condiciones extremas o condiciones cambiantes del
medio, entre las que se incluyen la temperatura, la osmolaridad, la acidez y la

presencia de conservantes, requieren el empleo de grandes cantidades de energia
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y por lo general durante esta adaptacion las células detienen su division. Este
hecho presenta consecuencias importantes para la intoxicacion por el consumo de
alimentos contaminados o el deterioro microbiano de los alimentos; y es que
como la fase de latencia (periodo donde tiene lugar la aclimatacién y adaptacion
del microrganismo) antes del crecimiento se extiende, la tasa de crecimiento
disminuye y, por tanto, el nimero de células finales disminuye también. Sin
embargo, se ha observado una respuesta a estrés en un gran niimero de bacterias,

y que en estos casos, la fase de latencia es mas corta (Beales, 2004).

En el estdbmago, la presencia de jugos gastricos, los cuales presentan un bajo pH,
hace que este se convierta es un mecanismo efectivo de destruccion de
microorganismos patogenos que puedan ser ingeridos con los alimentos. Sin
embargo, esta barrera puede verse afectada por varios factores como puede ser la
edad del individuo, pues se sabe que individuos con edad mas avanzada
presentan un pH mas alto (Smith, 2003). Dado que el pH de la fase gastrica es
bastante bajo, en condiciones normales, esto podria suponer una barrera para
L. monocytogenes. Se sabe que puede desarrollar tolerancia a valores de pH acidos
una vez que ha estado expuesta a condiciones de estrés subletales de pH ya que
adquiere una respuesta adaptativa. Esta respuesta va a depender de dos factores
que son el valor de pH al que haya sometido para esta adaptacion y el tiempo de
exposicion. Se ha observado que cuando se produce una adaptacion a valores
bajos de pH, L. monocytogenes sobrevive al tracto digestivo mejor que aquellas que
no se han sido previamente adaptadas (van Schaik ef al., 1999). Davis et al. (1996)
demostraron que la tasa de supervivencia L. monocytogenes a valores de pH letales
(pH 3) aumento cuando se expuso, previamente, durante 1 hora a valores de pH
subletales (pH 5) comparandola con las células no expuestas. El hecho de que
L. monocytogenes sea albergada por una matriz alimentaria durante un periodo de
tiempo puede inducir a esa respuesta adaptativa a pH &cido. La fruta, por lo
general, presenta pH 4cido, en concreto, la pera minimamente procesada de 4,5-
5,0, y el hecho de que L. monocytogenes experimente un periodo de habituacion
durante el almacenamiento a este pH, le conferiria esa adaptacion primero para
poder sobrevivir en la matriz alimentaria durante todo el tiempo de
almacenamiento hasta su consumo (O'Driscoll et al., 1996). Asi Gahan et al. (1996)
compararon células de L. monocytogenes no adaptadas a pH &cido y células
adaptadas y observaron que aquellas que habian sido previamente adaptadas
sobrevivieron mejor en alimentos con un pH bajo (yogur, zumo de naranja y
queso chédar); y en segundo lugar al tracto gastrointestinal, especialmente al
estdbmago, barrera que tienen que superar para que se desarrolle la infeccion.

L. monocytogenes tiene que desafiar el pH acido del estémago y la presencia de
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sales biliares en el intestino delgado. Sin embargo, son numerosos los estudios
que demuestran que este microorganismos desarrolla mecanismos para tolerar las
condiciones 4cidas y la presencia de bilis en el tracto gastrointestinal (Grif et al.,
2003). En un estudio realizado inoculando L. monocytogenes sobre distintos tipos
de queso y después realizando una simulacion digestiva, se observd que cuando
la bacteria provenia de aquellos quesos donde fue capaz de crecer durante el
tiempo de almacenamiento tenia una mayor supervivencia al proceso de

digestion (Kapetanakou ef al., 2017).

Por otra parte, numerosos estudios han puesto en evidencia que existe un efecto
cruzado en la adaptacion a diferentes estreses. Un ejemplo es el de la adaptacion a
pH acido. Asi, se observd que las células de la cepa L. monocytogenes LO28
adaptadas a bajos valores de pH incrementaron su resistencia al estrés por calor
(52 °C), al estrés osmotico (25-30 % NaCl) y al estrés por alcohol (15 %) (Phan-
Thanh et al., 2000). Igual ocurrié cuando L. monocytogenes se adaptd a bajas
temperaturas, después, respondié de manera mas rdpida para mantener su
equilibrio osmético cuando se inocula sobre alimentos con baja actividad de agua
(Ferreira et al., 2003). Shen et al. (2014) demostraron en un estudio in vitro que la
temperatura fue fundamental en el proceso de adaptacion de L. monocytogenes a
pH acido, mientras que a 22 y 37 °C se inducia la respuesta al estrés acido
después de la exposicion del patdgeno a un estrés subletal, a 4 °C esto no ocurria,
sugiriendo, por tanto, el procesamiento y el almacenamiento del alimento en frio
podia prevenir el riesgo de que aparezcan cepas de L. monocytogenes resistentes al
estrés acido. Sin embargo, en otro estudio observaron que la respuesta al estrés
acido en L. monocytogenes solo fue estable a 4 y no a 22 o 37 °C cuando no se habia

producido, previamente, una respuesta subletal al 4cido (Shen et al., 2015).

Ademads de potenciar la tolerancia fisioldgica al estrés, se sabe que también se
potencia la resistencia a las sustancias antimicrobianas. Van Schaik et al.(1999)
observaron que la adaptacion acida a pH 5,5, provocé una mayor supervivencia
de L. monocytogenes a la nisina. Este hecho hay que tenerlo presente, ya que el
microorganismo podria ser resistente a los antimicrobianos con los que pueda ser

tratado el alimento.

Para que L. monocytogenes alcance el intestino e invada las células tiene que
superar el obstaculo del bajo pH del estdmago y la elevada osmolaridad por la
presencia de sales biliares en el intestino delgado. Los estudios in vivo estan
bastante limitados sobre todo por temas éticos, y aunque son mucho mas exactos,

para representar los procesos bioldgicos se suelen utilizar sistemas in vitro. Para
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simular la adhesién e invasién de los microorganismos se utilizan sistemas
modelo in vitro como son las lineas celulares del carcinoma humano HT-29 y
Caco-2 (Kadlec y Jakubec, 2014). La ventaja de estas células es que se diferencian
en enterocitos, por lo que simulan de forma bastante exacta las caracteristicas y el
ambiente que se encuentran los microorganismos una vez alcanzan el intestino.

Se sabe que la adaptacion de L. monocytogenes a valores bajos de pH hace que se
incremente su virulencia, lo que se puede traducir en un incremento de su
capacidad de adhesion e invasion, ya que parece ser que el factor que regula la
expresion de los genes relacionados con la adaptacion a estrés también podria
estar implicado en la regulacion de la expresion de los genes relacionados con la
virulencia (Conte ef al., 2000; Grif et al., 2003). Este hecho hace que posible que si
el patégeno se adapta a las caracteristicas de la matriz alimentaria se incremente
su potencial patogénico. Pricope-Ciolacu et al. (2013) demostraron que la
incubacidon de L. monocytogenes a 4 °C en leche pasteurizada provocaba un
aumento de la invasion y de la proliferacion celular de la bacteria comparando
con leche cruda y utilizado células Caco-2. Garner et al. (2006) demostraron que
L. monocytogenes incrementd su capacidad invasiva en las células Caco-2 cuando
crecié a pH 7,4 en presencia de lactato de sodio y de cloruro de sodio con respecto
a las bacterias crecidas en medio BHI solo y con el mismo pH.

En la fruta minimamente procesada, ademas del estrés por bajos valores de pH,
L. monocytogenes también se encuentra sometida a bajas temperaturas, a
atmosferas modificadas e incluso a la aplicacion de sustancias antioxidantes.
Estos factores hay que tenerlos presentes ya que pueden suponer un estrés para la

bacteria y pueden incrementar su potencial patogénico.
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Objetivos

La busqueda de métodos alternativos mas seguros para el consumidor y mas
respetuosos con el medioambiente para controlar el crecimiento de patdgenos de
transmisién alimentaria en frutas y hortalizas minimamente procesadas esta

potenciando la investigacion en aspectos relacionados con el control biologico.

El objetivo principal de la presente tesis fue estudiar la bioconservaciéon como
estrategia de mitigacion de microorganismos patdégenos de transmisidon
alimentaria en pera minimamente procesada mediante el uso de dos
microorganismos, Pseudomonas graminis CPA-7, como modelo de microbiota
epifita, y Lactobacillus rhamnosus GG, como modelo de microorganismo
probidtico, y evaluar su efecto sobre la calidad de la fruta. Para ello, los objetivos

especificos fueron los siguientes:

1. Evaluar la capacidad antagonista de P. graminis CPA-7 en el control de
Salmonella enterica y Listeria monocytogenes en pera minimamente
procesada.

1.1. Determinar la actividad antagonista en envasado en aire.

1.2. Evaluar de la capacidad antagonista en condiciones que simulan su
aplicaciéon comercial: aplicacion con solucién antioxidante y uso de

atmosfera modificada pasiva.

1.3. Optimizar la solucién antioxidante y las condiciones de envasado.

2. Ampliar el espectro de accion de P. graminis CPA-7.
2.1. Evaluar la actividad antagonista frente a patdgenos de transmision
alimentaria en distintas frutas.

2.2. Curvas de crecimiento de P. graminis CPA-7 en presencia de distintos

acidos organicos, a diferentes valores de pH y a diferentes temperaturas.

2.3. Curvas de crecimiento de P. graminis CPA-7 en TSB preparado en una

solucion tamponada a 25 °C.

3. Estudiar el posible uso de microorganismos probiodticos como cultivos
bioconservantes frente a S. enterica y L. monocytogenes en pera
minimamente procesada.
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3.1. Efecto antagonista del probiodtico Lactobacillus acidophilus LA-5 frente a
S.enterica y L. monocytogenes.

3.2. Efecto antagonista del probiodtico L. rhamnosus GG frente a S. enterica y
L. monocytogenes.

3.3. Combinacion de P. graminis CPA-7 y L. rhamnosus GG para el control de

microorganismos patdgenos de transmision alimentaria.

4. Determinar el comportamiento de L. monocytogenes CECT 4032 después de
un periodo de adaptacién en pera minimamente procesada en presencia de
L. rhamnosus GG.

4.1. Interacciéon de L. monocytogenes CECT 4032 con el probidtico en la matriz

alimentaria.
4.2. Tolerancia de L. monocytogenes CECT 4032 al tracto gastrointestinal.

4.3. Capacidad de adhesion e invasion de L. monocytogenes CECT 4032 a las

células intestinales (Células Caco-2).

5. Evaluar la capacidad antagonista de los agentes de biocontrol y su efecto en
la calidad de la pera minimamente procesada tratada o no con CaCl: en
poscosecha.

5.1. Capacidad antagonista de P. graminis CPA-7 y de L. rhamnosus GG frente a
patégenos de transmision alimentaria en condiciones que simulan la

aplicacion comercial en pera tratada o no con CaCl..

5.2. Efecto de P. graminis CPA-7 y de L. rhamnosus GG en la calidad fisico-

quimica de la pera minimamente procesada.

5.3. Efecto de P. graminis CPA-7 y de L. rhamnosus GG en la concentracion de

etanol y acetaldehido en la pera minimamente procesada.

5.4. Efecto de P. graminis CPA-7 y de L. rhamnosus GG en el perfil de

compuestos volatiles.
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Materiales







Materiales y métodos

1. Fruta

La fruta elegida para la realizacion de la presente tesis fue pera de la variedad
“Conference” (Pyrus communis L. cv. Conference). Dependiendo del estudio, las
peras o se recolectaron y se almacenaron a 0 °C hasta su uso, o bien se obtuvieron
de centrales hortofruticolas de la zona y posteriormente se acondicionaron a 20 °C
hasta alcanzar la madurez adecuada para su procesamiento.

2. Microorganismos y linea celular

2.1. Cepas de microorganismos

2.1.1. Microorganismos patogenos

Para llevar a cabo los estudios se utilizaron 5 serovares de Salmonella enterica
subsp. enterica y 5 serovares de Listeria monocytogenes (Tabla 6). Cada una de las

cepas se conservaban en criobolas a -80 °C.

2.1.2. Microorganismos antagonistas

2.1.2.1. Pseudomonas graminis CPA-7

Este microorganismo fue aislado en el laboratorio de Microbiologia de Productos
Vegetales (UdL-IRTA) de la superficie de manzanas, e inhibe el crecimiento de
E. coli O157:H7, S. enterica y L. innocua (Alegre et al., 2013b). Esta cepa se
encuentra en el depdsito de “Centraalbureau voor Schimmelcultures” (CBS) de
Utrech (Holanda) con el nimero CBS124167.

2.1.2.2. Bacterias probidticas

Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) (L. rhamnosus GG) (cedido por el
Ashtown Food research Centre, Teagasc, Ashtown, Dublin, Irlanda).

Lactobacillus acidophilus LA-5 (L. acidophilus LA-5) (Chr. Hansen Hersholm,

Dinamarca).
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2.2. Linea celular

Para el estudio de la adhesién e invasién se utilizo la linea celular Caco-2
procedente del carcinoma colorrectal humano (ECACC 86012202). Este modelo
celular se emplea frecuentemente en este tipo de estudios debido a las ventajas
que presentan dichas células, pues se diferencian en células con caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas similares a la de los enterocitos del epitelio intestinal
humano (Gaillard et al., 1987; Hidalgo et al., 1989).
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3. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se prepararon de acuerdo con las instrucciones del

fabricante y con los protocolos establecidos en nuestro laboratorio.

3.1. Medios de cultivo liquidos
¢ Caldo de triptona y soja (TSB, Biokar diagnostics, Francia)

¢ Caldo de triptona y soja (TSB, Biokar diagnostics, Francia) mas extracto de
levadura (6 g/L) (TYSEB)

¢ Caldo de Man, Rogosa y Sharpe (Caldo MRS, Biokar diagnostics, Francia)

¢ Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM 1X, Gibco-BRL, Reino
Unido)

¢ Suero fetal bovino (Gibco-BRL, Reino Unido)

3.2. Medios de cultivo sélidos
¢ Agar de triptona y soja (TSA, Biokar diagnostics, Francia)

e Agar de triptona y soja (TSA, Biokar diagnostics, Francia) mas extracto de
levadura (6 g/L) (TSAYE)

e Agar de Xilosa Lisina Deoxycolato (XLD, Biokar diagnostics, Francia)
e Agar de Man, Rogosa y Sharpe (Agar MRS, Biokar diagnostics, Francia)

e Palcam agar base con suplemento (Biokar diagnostics, Francia)

3.3. Diluyentes
e Solucién salina (SS, 8,5 g/L NaCl)
e Peptona salina (PS, 8,5 g/L. NaCl y 1 g/L peptona)
¢ Agua de peptona tamponada (APT, Biokar diagnostics, Francia)

e Tampon fosfato salino (PBS; 8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 1,7 g/L Na2HPOs y 0,2
g/L KH2POs, pH ajustado a 7,4 con HCI)
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3.4. Antibioticos

¢ Suplemento Palcam agar: Polimixina B, ceftadizimina, acriflavina (Biokar

diagnostics, Francia)
e Penicilina (Sigma, EE.UU.)
¢ Estreptomicina (Sigma, EE.UU.)

¢ Gentamicina (Gentamicin solution, Sigma, EE.UU.)

4. Material de laboratorio
e Placas Petri de 90 mm de didmetro
e Placas 24 pocillos de poliestireno (Falcon, EE.UU.)
o Pipetas Pasteur estériles
¢ Micropipetas automaticas y puntas
e Vasos de precipitado
e Matraces Erlenmeyer
e Tubos de ensayo de vidrio
e Tubos para centrifuga

¢ Botellas de poliestireno con un sistema de filtracién al vacio y un filtro de
0,22 um (VWR, Radnor, PA, EE.UU.)

e Filtros de acetato de nitrocelulosa 0,22 um (Sartorius Sedim Biolab
Products, Aubagne, Francia)

¢ Balanza
e Balanza de precision
e Descorazonador/cortador de manzanas

e Bisturi, pinzas, cucharas, espatulas y otro material diverso

5. Productos quimicos
e Fenolftaleina (Sigma-Aldrich, EE.UU.)
¢ Hidréxido de sodio (NaOH, Sigma-Aldrich, EE.UU.)
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e Acido clorhidrico (HCl, VWR International bvba, Bélgica)
¢ Cloruro de calcio dihidratado (CaCl22H20, PanReac AppliChem, Esparia)

¢ Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl>(H20)s, PanReac AppliChem,
Espana)

¢ Cloruro de potasio (KCl, PanReac AppliChem, Espafia)

¢ Cloruro de sodio (NaCl, VWR International bvba, Bélgica)

e Carbonato amonico ((NH4)2COs, Sigma-Aldrich, Alemania)

e Bicarbonato de sodio (NaHCOs, VWR International bvba, Bélgica)

o Fosfato de sodio dibasico (Na2HPOs, VWR International bvba, Bélgica)
o Fosfato de potasio monobasico (KH2POs, VWR International bvba, Bélgica)
e Acido ascérbico (AA, Quality Chemicals, Espafia)

e Acido citrico (AC, PanReac AppliChem, Espafia)

e Acido mélico (AM, PanReac AppliChem, Espafia)

¢ Ascorbato de calcio (AscCa, Sigma-Aldrich, EE.UU.)

o Citrato de sodio (CitNa, PanReac AppliChem, Esparia)

e Naturseal® AS1 (NS, 5 %, AgriCoat Ltd., Reino Unido)

o Fruit-Fresh® (FF, 1 %, Ball Products)

e Etanol

o Bilis (Bile bovine, 160 mM, Sigma-Aldrich, Alemania)

o Tritén 100X (Triton® X-100, Sigma, EE.UU.)

e Mezcla de aminoacidos no esenciales

6. Enzimas

e q-amilasa (x-amilasa from Bacillus cereus, 400 U/mg proteina, Sigma,
Alemania)

e Pepsina (Pepsin from porcine gastric mucosa, 400 U/mg proteina, Sigma,
Alemania)

e Pancreatina (Pancreatin from porcine pancreas, 100 U/mg proteina, Sigma,
Alemania)
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7. Material utilizado en el envasado de la fruta

¢ Barquetas con bisagra de tereftalato de polietileno (PET) con una capacidad
de 500 mL

¢ Barquetas de polipropileno (PP) de 375 mL de capacidad

e Film de propileno no despegable (PP-110, ILPRA, Italia) de 64 um de

grosor con una permeabilidad al Oz de 110 cm?3/(m2dia'atm?) a 23 °C

¢ Barquetas de tereftalato de polietileno (PET) ShelfMaster™ Pronto™ trays
(PlusPack, Dinamarca) de 400 mL de capacidad

e Film plastico despegable compuesto por una pelicula de poliéster antivaho
(OLAF) de 14 um de grosor y por una pelicula de polipropileno mono-
orientado (OPP) de 20 um de grosor. La permeabilidad de este film al Oz es
de 180 cm?/(m2dia'atm') a 23 °C. Este film se utilizd aplicando distintas
permeabilidades, que se detallaran en el ensayo correspondiente.
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En este apartado se explicara la metodologia comtin a todos los ensayos en un
primer epigrafe, para posteriormente detallar las metodologias especificas de

cada experimento.

Debido a la utilizacién de microorganismos patdgenos incluidos dentro del grupo
de riesgo 2 (RD 664/1997, BOE n® 124 del 24 de mayo de 1997), se trabajé en un
laboratorio de nivel de bioseguridad 2.
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1. Metodologia general

En el siguiente esquema (Fig. 5) se resume la metodologia general comun en

todos los ensayos.

Produccion de
microorganismos

¥

o ( .« 7 \
Procesamiento de la » Inoculacion por » Envasadoy
pera inmersion conservacion

\. J

\ 4

Analisis de las
muestras

Figura 5. Esquema del procesamiento, inoculacién y andlisis de la fruta.

1.1. Procesamiento de la fruta

Las peras se procesaron en el estado de madurez optimo (Soliva-Fortuny et al.,
2004). Para ello, se acondicionaron a 20 °C hasta alcanzar una firmeza de 44 + 3,2
N. La firmeza se midi6 en las dos caras opuestas del fruto usando un
penetrometro (Effegi, Milan, Italia) equipado con una sonda de 8 mm de
diametro.

Las peras se lavaron con agua del grifo y se desinfectaron superficialmente con
etanol al 70 %. Se pelaron con un pelador automatico (Orange peel, Peelamatic,
Valencia) y se cortaron en 10 gajos con la ayuda de un descorazonador/cortador
de manzanas.

1.2. Condiciones de crecimiento y produccion de
microorganismos

1.2.1. Condiciones de crecimiento

Las condiciones y los medios de cultivo para cada microorganismo se encuentran
especificados en la Tabla 7. Para cada uno de los ensayos, la produccién de
microorganismos se llevo a cabo tal y como se explica a continuacion. En el caso
de que en algin ensayo la forma de producciéon hubiera sido diferente, se
matizara mas adelante en el apartado de metodologia especifica de cada ensayo.
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Tabla 7. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento de los microorganismos
empleados para la realizacion de los ensayos.

. P. graminis  Microorganismos
S. enterica L. monocytogenes ar 5

CPA-7 probioticos
TSB TSB
Produccion o TSBYE o Caldo MRS!
medio TG AN gre p0ah 2 OO 5r00 2004
L Agitacion 150 s Agitacion 150 "
liquido Agitacion 150 rpm Estatico
rpm rpm
TSA TSAYE TSA
Recuentoen 37 °C,20-24h 37°C,20-24 h 30°C. 20-24 Agar MRS?
placa XLD? Palcam? ],n 37 °C, 40-48 h

37°C,20-24 h 37 °C, 40-48 h

IMedio selectivo para lactobacilos y otras bacterias dcido ldcticas
2Medio selectivo para S. enterica
3Medio selectivo para L. monocytogenes

1.2.2. Produccion de microorganismos y preparacion del inoculo

1.2.2.1. Produccion de microorganismos patdogenos

A partir de una criobola de cada una de las cepas de los microorganismos
patégenos se realizd una triple estria en placa en el medio no selectivo
correspondiente y se incubd en las condiciones que se indican en la Tabla 7. De
cada una de las triples estrias se picd una colonia aislada y se inoculé un matraz
Erlenmeyer conteniendo el medio liquido adecuado para cada microorganismo y
se incubaron en las condiciones indicadas en la Tabla 7. Pasado el tiempo de
incubacion, el contenido de los matraces se centrifugoé a 9.800 xg durante 10 min a
una temperatura de 10 °C (Sorvall Legend™ XTR centrifuge, Thermo Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.). El sobrenadante se descarto y las células precipitadas se
resuspendieron con la mitad de volumen de SS, obteniéndose un indculo
concentrado. Volimenes iguales de cada una de las 5 soluciones concentradas de
S. enterica se mezclaron para obtener una tmnica suspension (cdctel de 5 cepas) que
fue la utilizada como indculo, y de la misma manera se hizo para
L. monocytogenes. Para confirmar la poblacion bacteriana de ambos indculos, se
realizd6 un recuento mediante siembra en placa en el medio selectivo
correspondiente para cada microorganismo. Antes de la siembra en placa se
realizaron series de diluciones decimales en tubos de ensayo con peptona salina
(PS) como diluyente. Tras realizar las diluciones correspondientes, en funcién de
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la muestra y del ensayo, se pas6 a la siembra en placa. Para ello, se tomaron
placas de Petri con el medio correspondiente de cada microorganismo segun la
Tabla 7 y se realizo la siembra en superficie. En la superficie del agar se depositd
una cantidad determinada de la muestra y se extendié con un asa de siembra
estéril. Las placas se incubaron el tiempo y la temperatura indicados en la Tabla 7.
Se contaron el nimero de unidades formadoras de colonia (ufc) en las placas y se
calculd el niimero de ufc/mL.

1.2.2.2. Produccion de microorganismos antagonistas

De cada una de las cepas de los microorganismos antagonistas se hizo una triple
estria a partir de una criobola en el medio correspondiente y se incubaron como
se indica en la Tabla 7. Tras la incubacion, se picaron colonias aisladas de cada
una de las cepas antagonistas y se inocularon tantos matraces Erlenmeyer como
cepas con el medio liquido correspondiente para cada bacteria. Una vez
inoculados los matraces, se hicieron crecer las bacterias a la temperatura y
durante el tiempo indicados en la Tabla 7. Transcurrido el tiempo de incubacién,
el contenido de los matraces se centrifugo a 9.800 xg, 10 min y 10 °C, en el caso de
P. graminis CPA-7, y para los microorganismos probioticos a 9.820 xg durante 12
min y a 10 °C (Avanti™ centrifuge, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EE.UU.). El
sobrenadante obtenido en la centrifugacion se descartdé y el precipitado se
resuspendio6 con la mitad de volumen de agua estéril (concentracion 2:1, v/v). De
esta manera se obtuvieron soluciones concentradas de cada uno de los
microorganismos empleados como antagonistas. La concentracién bacteriana de
cada una de las soluciones obtenidas se determiné mediante siembra en placa en
el medio correspondiente para cada bacteria como se ha indicado en el apartado
1.2.2.1 de la metodologia.

1.3. Inoculacion de la fruta

Para la preparacion del indculo, se afadid una alicuota de cada una de las
suspensiones bacterianas preparadas segun lo descrito anteriormente a agua
desionizada o bien a una solucién antioxidante (dependiendo de las condiciones
del ensayo) para obtener aproximadamente 105 ufc/mL en el caso de S. enterica y
L. monocytogenes, 107 ufc/mL para P.graminis CPA-7 y 108 ufc/mL para las
bacterias probidticas. En el caso de que las concentraciones del inéculo fueran
distintas para un determinado ensayo, se detallara en el epigrafe de metodologia
especifica. Una vez preparado el inéculo, la concentraciéon se comprob6 mediante
siembra en placa, tal y como se ha descrito en el apartado 1.2.2.1.
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Después del procesamiento de las peras, los gajos de fruta se inocularon mediante
la inmersion en la solucién antioxidante o agua desionizada (dependiendo del
ensayo) conteniendo los microorganismos correspondientes segin el ensayo (en
la proporcién 1:2 (peso fruta/volumen liquido)) durante 2 min y en agitacion a
temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, los gajos de pera se
dejaron secar a temperatura ambiente y se envasaron en distintas atmdsferas de
acuerdo con el ensayo llevado a cabo. Las barquetas se almacenaron a distintas

temperaturas.

Estos datos se detallaran mas adelante en la metodologia especifica para cada

ensayo.

1.4. Determinacion de la poblacion de los distintos
microorganismos en pera minimamente procesada

La poblacién de los microorganismos en la fruta se determiné el dia de comienzo
de cada ensayo y a cada tiempo de analisis establecido en cada experimento. Para
el analisis, se tomaron 10 g de muestra de cada barqueta (n = 3) y se mezclaron
con 90 mL de APT en una bolsa estéril (1:10, p/v). Con la ayuda de un Stomacher®
400 (Seward, London, Reino Unido) se homogeneizo6 la muestra durante 2 min a
250 golpes/min. A partir de esta mezcla se determind la poblaciéon mediante
siembra en placa como se indica en el apartado 1.2.2.1 y en los medios de cultivo
correspondientes (para los patogenos se escogieron los medios selectivos) y con
las condiciones de incubacién previamente indicadas en la Tabla 7. Los resultados
obtenidos se expresaron en log ufc/g. En algunos casos se calculd la reduccion de
las poblaciones de los patdgenos se calculd de la siguiente manera:

Reduccion =1og Nrat - log Npat+ant

Siendo Nrat la poblacion del patégeno (ufc/g) en el tratamiento sin el antagonista después
del periodo de almacenamiento y log Nraant la poblacion del patégeno (ufc/g) en presencia
del microorganismo antagonista.
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1.5. Determinacion de la calidad de la fruta

1.5.1. Firmeza de la fruta entera

La firmeza de los frutos enteros se midi6 a utilizando un penetrometro (Effegi,
Milén, Italia) equipado con una sonda de 8 mm de didmetro. Con un cuchillo se
quitd la piel de la fruta en dos caras opuestas de la zona ecuatorial de la pera, es
ahi donde se introdujo la sonda del aparato para registrar la firmeza. Los

resultados se expresaron en N (Newtons).

1.5.2. Concentracion de gases en el espacio de cabeza de las barquetas

La concentraciéon de O:2 y CO: de dentro de cada una de las barquetas de los
ensayos se midid utilizando un analizador de gases portatil (CheckPoint O2/COx,
PBI Dansensor, Dinamarca). Se colocé un septum adhesivo en cada barqueta y la
aguja se introdujo a través de él para tomar la muestra necesaria. Los resultados
se expresaron en porcentaje (%).

1.5.3. Contenido de solidos solubles

El contenido de solidos solubles (CSS) se determiné seguin Alegre ef al. (2013a) a
20 °C con un refractometro portatil (PR-100, Atago Co.Ltd., Tokio, Japén) en el
zumo extraido mediante el licuado de los gajos de pera. Se realizaron 3 medidas

por tratamiento. Los resultados se expresaron en °Brix.

1.5.4. Acidez titulable

Para medir la acidez titulable (AT) se tomaron tres medidas por tratamiento a
cada tiempo de analisis. La determinacion se hizo aplicando el protocolo de
Alegre et al. (2013a). Se tomaron 10 mL de zumo obtenido mediante el licuado de
los gajos de pera, el mismo que para la determinacion del CSS, y se diluyeron con
10 mL de agua destilada. Ademas, se le afiadieron dos gotas de fenolftaleina. Esta
solucion se valoré con NaOH 0,1 N con la ayuda de una bureta automatica hasta
que la solucién viré de color. Los resultados se expresaron como g de acido por L
de solucion:

g malico/L zumo =mL NaOH * 0,67

g citrico/L zumo =mL NaOH * 0,64
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1.5.5. Determinacion del pH de la fruta

Para determinar el pH de la fruta se tomaron 5 trozos (n = 5) y de cada uno se
realizé una medida de pH utilizando un pH-metro GPL 22 (Crison Instruments,
Barcelona, Espafia) con un electrodo de penetracion (52 31 Crison).

1.5.6. Color

El color de la pera minimamente procesada se midid con un cromametro Minolta
CR-200 (Minolta, INC., Tokio, Japon). Se determinaron los parametros L*
(luminosidad), a* (nivel rojo-verde), b* (nivel azul-amarillo) con un iluminador

D65 y con un angulo de observacion de 10°.

El dia del inicio del ensayo se midieron 6 gajos de pera por ambas caras (n=12) y
el resto de tiempos de muestreo 5 gajos de cada barqueta y tres barquetas por
tratamiento (n = 30). Ademas, se calculd el indice de pardeamiento (IP) de

acuerdo con Cliffe-Byrnes y O’Beirne (2008) siguiendo la siguiente ecuacion:

IP =100 * (x - 0,31) / 0,17,

siendox=(a-1,75*L) /(5645 * L) + (a — (3,012 * b))

1.5.7. Textura

La textura se analizo utilizando un medidor de textura TA-TX2 (Stable Micro
Systems Ltd., Surrey, Inglaterra) siguiendo la metodologia de Altisent et al. (2014).
Los gajos de pera se cortaron en cubos de 20 mm x 20 mm. Las condiciones de
medida fueron: velocidad antes de la medida 2,0 mm/s; velocidad durante la
medida: 5,0 mm/s; velocidad después de la medida: 5,0 mm/s y la distancia de
penetracion: 10 mm. Para el andlisis se utilizé6 una sonda de 4 mm de didmetro.
En el dia de inicio del experimento se tomaron 5 medidas. En el resto de tiempos
de muestreo se tomaron tres medidas por barqueta y tres barquetas por

tratamiento (n =9). Los resultados se expresaron en N (Newtons).

1.5.8. Calidad visual

La evaluacién de la calidad visual se realizé para cada una de las barquetas por
un panel de personas no entrenado compuesto por personal del laboratorio (n =
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12). Se utiliz6 la escala heddnica de 5 puntos propuesta por Gil ef al. (1998), donde
un 9 = excelente, 7 = muy bien, 5 = bien, limite de aceptacidn, 3 = suficiente, limite

de uso y 1= pobre, incomestible.

1.6. Evaluacion de la supervivencia de los microorganismos en
contacto con la solucion antioxidante.

En este estudio se evalud la capacidad de supervivencia de los dos patdgenos,
S. enterica 'y L.monocytogenes y de los dos probioticos, L. rhamnosus GG y
L. acidophilus LA-5, tras dos horas de contacto con una soluciéon antioxidante
formada por acido ascoérbico (2 %), citrato de sodio (2 %) y CaCl2 (1 %). Los
microrganismos se produjeron como se ha detallado anteriormente (apartado
1.2.2.).

Se prepard una solucién antioxidante y se repartiéo en 3 tubos de ensayo y se
inocularon, a una concentracion de 105 ufc/mL, los patdgenos, y los probidticos a
una concentracion de 108 ufc/mL. Ademas se inocularon también tubos de ensayo
que contenian agua desionizada estéril como control. Se tomd muestra tras la
inoculacion y pasadas 2 h y se hizo un recuento de los microorganismos mediante
siembra en placa (apartado 1.2.2.1).
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2. Metodologia especifica de cada experimento

2.1. Evaluacion de la efectividad de la cepa P. graminis CPA-7
en el control de S. enterica y de L. monocytogenes en pera
minimamente procesada

En este estudio de determind el efecto de P. graminis CPA-7 frente a S. enterica y
L. monocytogenes en pera minimamente procesada y se optimizaron las
condiciones de envasado y la solucion antioxidante para su aplicaciéon a nivel

comercial.

La preparacion del inéculo de cada microorganismo, el procesamiento de la fruta
y la inoculacién de esta se llevaron a cabo como se ha indicado en el apartado de
metodologia general (apartados 1.1, 122 y 1.3). Para determinar las
concentraciones reales aplicadas se realizé un recuento en placa (apartado 1.2.2.1).
La determinacién de la poblacion bacteriana en la pera minimamente procesada

se realizo siguiendo el protocolo explicado en el apartado 1.4.

2.1.1. Determinacion de la capacidad antagonista de P. graminis
CPA-7 en pera minimamente procesada envasada en aire

En este ensayo se realizaron los siguientes tratamientos:

(a) Sal + Lm: agua desionizada con una concentracién de 105 ufc/mL de
S. enterica 'y L. monocytogenes

(b) CPA-7: agua desionizada conteniendo P. graminis CPA-7 a 107 ufc/mL

(c) Sal + Lm + CPA-7: agua desionizada con S. enterica y L. monocytogenes a
una concentracion de 10° ufc/mL y P. graminis CPA-7 a 107 ufc/mL

Una vez la fruta estuvo inoculada y seca, se tomaron 50 + 5 g de pera y se
depositaron en barquetas PET de 500 mL, en aire (21,0 % Oz y 0,0 % COz) y se
almacenaron a 5, 10 y 20 °C. Cada una de las barquetas se consideré una
repeticion y se envasaron 3 repeticiones por tratamiento y por cada dia de
seguimiento.

Las poblaciones de S. enterica y L. monocytogenes se determinaron en los
tratamientos (a) y (c) y la poblacién de P. graminis CPA-7 tnicamente en el
tratamiento (b). Para las muestras almacenadas 20 °C, la determinacién de la
poblacién de microorganismos se realizé después de la inoculacion y después 2
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dias de almacenamiento. A 5y 10 °C los tiempos de muestreo fueronalos 0, 3, 6 y
10 dias de almacenamiento.

El experimento se llevo a cabo 2 veces. Los resultados se evaluaron comparando
la poblacion de cada microorganismo patdgeno inoculado solo con la poblacién
de cada uno inoculado junto con el antagonista.

2.1.2. Efecto de P. graminis CPA-7 sobre S. enterica y
L. monocytogenes en condiciones simulando la aplicacién comercial

En este caso, los gajos de pera se trataron con una solucién antioxidante (AOX)
para prevenir el pardeamiento durante la vida util. La soluciéon antioxidante
estaba compuesta por 20 g/L de acido ascérbico, 20 g/L de citrato de sodio y 10
g/L de CaClz. Fue en esta solucién donde se sumergieron los gajos de pera una
vez los microorganismos estuvieron inoculados. Se realizaron los mismos
tratamientos que en el ensayo anterior pero utilizando la solucién antioxidante en
lugar de agua desionizada:

(a) Sal + Lm: AOX con una cantidad de 105 ufc/mL de S. enterica y
L. monocytogenes

(b) CPA-7: AOX inoculado con P. graminis CPA-7 (107 ufc/mL)

(c) Sal + Lm + CPA-7: AOX con S. enterica y L. monocytogenes a una
concentracion de 105 ufc/mL y P. graminis CPA-7 a 107 ufc/mL

Una vez la pera se inoculd y se seco, aproximadamente 8 gajos (110 £ 5 g) se
envasaron en atmdsfera pasiva en barquetas de PP que se sellaron con el film PP-
110. Las barquetas se almacenaron a 5, 10 y 20 °C y se determiné la poblacién
microbiana. Para las muestras almacenadas a 20 °C, la determinacion de la
poblacién de microorganismos se realizo tras la inoculacion y después de 2 dias
de almacenamiento. A 5y 10 °C, los tiempos de muestreo fueron a los 0, 3, 6 y 10
dias de almacenamiento.

Ademas en este caso, a cada tiempo de muestreo, se determind la concentracion
de gases existente en el interior de cada barqueta utilizando un analizador de
gases portatil (apartado 1.5.2.).

2.1.3. Optimizacion de la solucion antioxidante

Se determin¢ el efecto de distintos compuestos antioxidantes en la supervivencia
y efectividad de P. graminis CPA-7.
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2.1.3.1. Estudio in vitro

En wuna primera fase, diferentes productos antioxidantes a distintas
concentraciones y sus combinaciones se analizaron en condiciones in vitro para
evaluar la supervivencia de P. graminis CPA-7. Se probaron diferentes productos,
regulados por el Reglamento (UE) n® 1129/2011 de la comision de 11 de
noviembre de 2011, y distintas combinaciones de estos, ademas de dos productos

comerciales:

(1) Acido ascérbico 2 % (AA) (E300)

(2) Acido citrico 1 % (AC) (E330)

(3) Ascorbato de calcio 1 % (AscCa) (E302)
(4) AscCa2 %

(5) Citrato de sodio 2 % (CitNa) (E331)

(6) CaCl21 % (E509)

(7) CaCl22 %

(8) AA2 %+ AscCa2 %

(9) AA 2 % + ascorbato de sodio 2 % (AscNa)
(10) AA2 % +CaCl22 %

(11) AscCa 2 % +CaCl2 1 %

(12) AA2%+AC1%+1%CaClpH 1.6
(13) AA2%+AC1 %+ CaCl21 % ajustada con Na2HPOs hasta pH 3,9
(14) AA2 % +CitNa2 % +CaCl 1 %

(15) Naturseal® AS1 5 %

(16) Fruit-Fresh®

Se tomaron 3 tubos de ensayo por cada uno de los tratamientos (n = 3) con 10 mL
de solucién. En cada uno de estos tubos se inocul6 una cantidad de P. graminis
CPA-7 para obtener aproximadamente 107 ufc/mL. Paralelamente, se inocularon
otros 3 tubos con agua desionizada estéril para utilizarlos como control. La
supervivencia de S. enterica y L. monocytogenes se determind también en la
solucion que combinaba AA 2 % + CitNa 2 % + CaCl2 1 %. Los patdgenos se

inocularon en agua estéril también simulando el tratamiento control.
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Las poblaciones de P. graminis CPA-7, S. enterica y L. monocytogenes se evaluaron
tras 1 y 2 h después de la inoculacion mediante siembra en placa (apartado
1.2.2.1).

2.1.3.2. Estudio en fruta

En una segunda etapa del ensayo, aquellas soluciones antioxidantes que no
afectaron a la viabilidad de P. graminis CPA-7 en el estudio in vitro se
seleccionaron para llevar a cabo un estudio in wvivo utilizando la pera
minimamente procesada como matriz. Una vez la fruta se proceso, los gajos de
pera se sumergieron en las dos soluciones antioxidantes seleccionadas inoculadas
con una cantidad aproximada de 107 ufc/mL de P. graminis CPA-7. Los
tratamientos fueron:

(a) AOX1: AA2 % +CitNa 2 %+ CaCl 1 %
(b) AOX2: AscCa2 % +CaCl21 %

(c) Control: Agua desionizada

Tras la inmersion en la solucién, los gajos de pera se dejaron secar a temperatura
ambiente. Posteriormente, los gajos de pera (50 + 5 g) se envasaron en aire (21,0 %
02y 0,0 % CO2) en barquetas PET de 500 mL de capacidad y se almacenaron a
10 °C. La poblaciéon de P. graminis CPA-7 se determino el dia del ensayo y tras 5
dias de almacenamiento en 3 barquetas por cada tratamiento mediante siembra
en placa como se ha descrito en el apartado 1.2.2.1.

2.1.4. Optimizacion de las condiciones de envasado

Se estudiaron 3 atmdsferas modificadas distintas que se consiguieron por el
sellado de las barquetas con films de diferentes permeabilidades (atmosferas
modificadas pasivas) y se compararon con peras envasadas en condiciones
atmosféricas (aire). Los gajos de pera se inocularon con los microorganismos por
inmersiéon en agua desionizada habiendo sido previamente inoculada. Los 3
tratamientos fueron:

(a) Sal + Lm: agua desionizada con una concentracion de 10° ufc/mL de
S. enterica 'y L. monocytogenes

(b) CPA-7: agua desionizada inoculada con P. graminis CPA-7 (107 ufc/mL)
(c) Sal + Lm + CPA-7: agua desionizada con S. enterica y L. monocytogenes a

una concentracion de 10° ufc/mL y P. graminis CPA-7 a 107 ufc/mL
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Tras la inoculacién de la fruta, esta se dejo secar a temperatura ambiente.
Posteriormente, aproximadamente 120 + 5 g se colocaron en barquetas PET de 400
mL que se sellaron con el film constituido por una pelicula antivaho (OLAF) de
14 pm de grosor y por una pelicula de polipropileno mono-orientado (OPP) de 20
pum de grosor, logrando distintas permeabilidades:

e Film 1: film con microperforaciones alineadas de 100-120 um de didmetro
cada una y con 10 mm de separacion entre ellas.

e Film 2: con microperforaciones alineadas de 60-80 um de didmetro cada una
y 75 mm de separacion entre ellas.

o Film 3: film sin orificios
e Aire: film perforado con 9 orificios de 400 um de diametro cada uno.

Las barquetas se almacenaron a 10 °C. La poblaciéon de los microorganismos (S.
enterica y L. monocytogenes en tratamientos (a) y (c), y P. graminis CPA-7 en
tratamiento (b) se determind en 3 muestras (cada muestra es una barqueta) de
cada film utilizado justo después de la inoculacion y tras 5 dias de

almacenamiento. El ensayo se llevé a cabo por duplicado.

La composicién de gases (O2/CO:) del espacio de cabeza de cada barqueta se
determind a los 5 dias de almacenamiento con la ayuda de un analizador de gases
portatil (apartado 1.5.2.).

2.1.5. Efecto de las condiciones de envasado en la calidad de la pera
minimamente procesada

Para evaluar si las diferentes atmdsferas pasivas creadas en el interior de los
envases afectaron a la calidad de la fruta, se analizaron diversos parametros.
Estos parametros de calidad se evaluaron en fruta tratada con el AOX 1 y no
inoculada con los microorganismos. La fruta se traté en la solucion antioxidante
durante 2 min en una relacion 1:2 (p/v). Se sellaron 3 barquetas con 120 + 5 g con
cada uno de los films descritos anteriormente y se almacenaron a 10 °C durante 5
dias.

Tras este tiempo de almacenamiento, se determind la concentracion de gases del
espacio de cabeza de las barquetas, el color, la textura y la calidad visual
(apartados 1.5.2, 1.5.6, 1.5.7 y 1.5.8).
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2.1.6. Analisis de los datos

Para el analisis estadistico se empled el software estadistico JMP®8 (SAS Institute,
Cary, NC, USA). Antes del andlisis estadistico, los datos de la poblaciéon
bacteriana se transformaron a log ufc/g. Todos los datos se evaluaron usando el
analisis de varianzas (ANOVA). Posteriormente, las diferencias significativas se
analizaron aplicando el test de Tukey o el t-Student con un nivel de significacién
de P <0,05.

2.2. Ampliacion del espectro de accion de la cepa P. graminis
CPA-7

2.2.1. Evaluacion de la actividad de P. graminis CPA-7 antagonista
frente a patégenos de transmision alimentaria en distintas frutas.

Tras evaluar la efectividad de P. graminis CPA-7 en pera minimamente procesada

frente a S. enterica y L. monocytogenes, se amplio el estudio a otras frutas.

La preparacion del inéculo de cada microorganismo, el procesamiento de la fruta
y la inoculacién de esta se llevaron a cabo como se ha indicado en el apartado de
metodologia general (apartados 1.1, 1.2.2 y 1.3). El recuento en placa se realizd
como se ha detallado en el apartado 1.2.2.1. La determinacion de la poblacion
bacteriana en la pera minimamente procesada se realiz6 siguiendo el protocolo

explicado en el apartado 1.4.

Las frutas sobre las que se evaluo la capacidad antagonista de P. graminis CPA-7
se obtuvieron de supermercados de la ciudad y fueron las siguientes:

o Kiwi (Actinidia deliciosa L. cv. Haywar) (cortado a cuartos)

e Mango (Mangifera indica L. cv. Kent) (cortado en trozos)

o Fresa (Fragaria x ananassa cv. Splendour) (entera)

¢ Naranja (Citrus sinensis L. cv. Lane late) (cortada a rodajas)

e Pina (Ananas comosus L. cv. Gold) (cortada a trozos)

e Mandarina (Citrus reticulata x Citrus sinensis cv. Ortanique) (gajos con
membrana carpelar)

o Melon (Cucumis melo L. cv. Cantaloupe) (cortado a trozos)

o Meldn (Cucumis melo L. cv. Galia) (cortado a trozos)
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e Manzana (Malus domestica L. cv. Fuji) (cortada a gajos)
e Manzana (Malus domestica L. cv. Pink Lady) (cortada a gajos)
o Sandia (Citrullus lanatus L. cv. Fashion) (cortada a cubos)

¢ Nectarina “Big Top” (Prunus persica var. nectarine (Ait.) Maxim.) (cortada
a gajos)

En este ensayo, se realizaron los siguientes tratamientos:

(a) Sal + Lm: agua desionizada con una concentracién de 105 ufc/mL de
S. enterica y L. monocytogenes

(b) CPA-7: agua desionizada conteniendo P. graminis CPA-7 a 107 ufc/mL

(c) Sal + Lm + CPA-7: agua desionizada con S. enterica y L. monocytogenes a
una concentracion de 105 ufc/mL y P. graminis CPA-7 a 107 ufc/mL

Una vez la fruta estuvo inoculada y seca, se tomaron 50 + 5 g de fruta
minimamente procesada y se depositaron en barquetas PET de 500 mL, en aire
(21,0 % O2y 0,0 % CO2) y se almacenaron a 10°C durante 5 dias. Cada una de las
barquetas era una repeticion con 3 repeticiones por tratamiento y por cada dia de

seguimiento.

Las poblaciones de S. enterica y L. monocytogenes se determinaron en los
tratamientos (a) y (c) y la poblacién de P. graminis CPA-7 tinicamente en el
tratamiento (b). La determinacion de la poblacion de microorganismos se realizd
después de la inoculacién y tras 5 dias de almacenamiento (metodologia apartado
1.4). Los resultados se evaluaron comparando la poblaciéon de cada
microorganismo inoculado solo con la poblacién de cada uno inoculado con el
antagonista.

El dia de inicio del ensayo, ademas, se determind el pH, el CSS y la AT de las
frutas (apartados 1.5.3, 1.5.4 y 1.5.5).

2.2.2. Curvas de crecimiento de P. graminis CPA-7 en presencia de
distintos dcidos orgdnicos, a diferentes valores de pH vy a diferentes
temperaturas

Se estudié como afecto tanto el pH como el dcido organico utilizado para ajustarlo
en el crecimiento de P. graminis CPA-7 a distintas temperaturas. A partir de una
triple estria de P. graminis CPA-7 en medio TSA realizada a partir de una criobola
del microorganismo, se inoculd un matraz Erlenmeyer con 50 mL de TSB y se
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incub6 en agitacion a 25 °C durante 20-24 h. Este matraz fue el cultivo estarter-
iniciador en los ensayos de crecimiento. De este matraz se tomaron las alicuotas
para los distintos analisis. Los matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio TSB
ajustados a distintos valores de pH y con distintos acidos se inocularon con 50 pL
del cultivo iniciador. La concentracion de P. graminis CPA-7 inicial de estos
matraces fue de aproximadamente 105 ufc/mL. Para ajustar el pH de los matraces
se utilizaron acido malico 5 M y acido citrico 5 M. Los tratamientos fueron los

siguientes:

(a) TSB (control)

(b) TSB ajustado a pH 6,0 con acido malico 5 M
(c) TSB ajustado a pH 5,5 con acido malico 5 M
(d) TSB ajustado a pH 5,0 con acido malico 5 M
(e) TSB ajustado a pH 4,5 con acido malico 5 M
(f) TSB ajustado a pH 6,0 con acido citrico 5 M
(g) TSB ajustado a pH 5,5 con acido citrico 5 M
(h) TSB ajustado a pH 5,0 con acido citrico 5 M

(i) TSB ajustado a pH 4,5 con acido citrico 5 M

Se inocularon 3 matraces Erlenmeyer por cada uno de los tratamientos y por
temperatura evaluada. Los matraces se incubaron a 10, 15 y 25 °C en agitacién a
150 rpm. De cada uno de los matraces se tomdé muestra para hacer un
seguimiento de la poblacion bacteriana a distintos tiempos y ademads se tomo 1
mL de muestra de cada tiempo de analisis para medir el pH del medio utilizando
un pH-metro GPL 22 (Crison Instruments, Barcelona, Espafia) equipado con un
electrodo convencional (52 02 Crison). Los resultados de la poblaciéon bacteriana
se expresaron como poblacion bacteriana en log ufc/mL. El ensayo se repiti6 2

veces.

2.2.3. Curvas de crecimiento de P. graminis CPA-7 en TSB preparado
en una solucion tamponada a 25 °C

Se determino el crecimiento de P. graminis CPA-7 en medio TSB preparado en una
solucién tamponada a base de acido citrico 0,1 M y Na:HPO: 0,2 M segun el
protocolo indicado por Mcllvaine (1921) ajustada a pH 6,0, 5,5, 5,0, y 4,5. Para
ello, los 3 matraces Erlenmeyer de cada uno de los valores de pH indicados
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anteriormente se inocularon con 50 pL del cultivo iniciador, con lo que la
concentracion inicial de P. graminis CPA-7 fue de aproximadamente 105 ufc/mL.
Estos matraces se incubaron a 25 °C en agitacion (150 rpm). Se determind la
poblacién bacteriana mediante recuento en placa el dia de la inoculacion y
pasadas 24, 30, y 48 h de incubacion. Los resultados se expresaron en log ufc/mL.
El ensayo se llevo a cabo 2 veces.

Una vez conocidos los resultados de la fase anterior, se seleccioné el pH 5,5 como
el valor minimo de pH al que P. graminis CPA-7 pudo crecer en medio TSB
tamponado.

2.2.4. Anadlisis estadistico de los datos

Los datos relativos a poblaciones microbianas en la fruta en ufc/g se
transformaron a log ufc/g y los relativos a los de las curvas de crecimiento en
ufc/mL se transformaron a log ufc/mL. Los datos se analizaron aplicando un
modelo lineal general con el software J]MP® 8 software (SAS Institute, Cary, NC,
USA). Después de realizar la ANOVA, las diferencias significativas entre los
tratamientos en el mismo tiempo de muestreo se analizaron mediante el test t-
Student con una significacion de P < 0,05, en el caso del ensayo de efectividad, y
en caso del ensayo de curvas de crecimiento, tanto las diferencias significativas en
los valores de poblacién como de pH se analizaron mediante el test de Tukey
(P <0,05).

2.3. Uso de microorganismos probidticos como agentes de
biocontrol en pera minimamente procesada

La preparacion del in6culo de cada microorganismo, el procesamiento de la fruta
y la inoculacion de esta se llevaron a cabo como se ha indicado en el apartado de
metodologia general (apartados 1.1, 1.2.2 y 1.3). El recuento en placa se realizd
como se ha detallado en el apartado 1.2.2.1. La determinacién de la poblacion
bacteriana en la pera minimamente procesada se realiz6 siguiendo el protocolo
explicado en el apartado 1.4.

2.3.1. Efecto antagonista de los probidticos L. acidophilus LA-5 y
L. rhamnosus GG frentre a S. enterica y L. monocytogenes

Tras haber procesado la pera y preparado los concentrados de los
microorganismos, se procedié a inocular la fruta mediante inmersién en la
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solucién antioxidante (20 g/L de acido ascérbico, 20 g/L de citrato de sodio y 10
g/L de CaClz). Previamente, para comprobar que esta soluciéon antioxidante no
afectaba a la viabilidad de los microorganismos se llevaron a cabo diferentes
estudios in vitro. Para ello, se produjeron los concentrados de los
microorganismos y se inocularon en tubos conteniendo 10 mL de la solucién
antioxidante anteriormente indicada (patdgenos a 105 ufc/mL y probioticos a 108
ufc/mL). A las 2 h de inocularlos se tom6 muestra y se hizo un recuento de la
poblacion bacteriana mediante siembra en placa. Como control se inocularon
también tubos con agua desionizada estéril. Una vez comprobada que la solucién
antioxidante no afectaba a los probioticos estudiados, se procedi6 a realizar el

ensayo.

Los tratamientos fueron los que se indican a continuacion:

(@) Sal + Lm: solucién antioxidante inoculada con S. enterica y
L. monocytogenes a 10° ufc/mL cada microorganismo

(b) L. rhamnosus GG o LA-5: solucién antioxidante con L. rhamnosus GG o
L. acidophilus LA-5 a una concentracion de 108 ufc/mL

(c) Sal + Lm + L. rhamnosus GG o LA-5: soluciéon antioxidante inoculada con

S. enterica y L. monocytogenes (10° ufc/mL) y con L. rhamnosus GG o
L. acidophilus LA-5 (108 ufc/mL)

Los gajos de pera se dejaron secar a temperatura ambiente. A continuacion, 110 +
5 g (8 gajos aproximadamente) se envasaron en barquetas de PP de 375 mL de
capacidad y se sellaron con el film PP-110. Las barquetas con la pera

minimamente procesada se almacenaron a 5, 10 y 20 °C.

La poblacion de los microorganismos se determin6 en 3 barquetas por cada
tratamiento (a, b y c) y a cada tiempo de andlisis y temperatura. Las muestras se
determinaron el dia del inicio del ensayo y después de dos dias de
almacenamiento para la pera almacenada a 20 °C y tras 3, 6 y 10 dias para
aquellas barquetas almacenadas 5 y 10 °C. Cada una de las barquetas
representaba una repeticion con 3 repeticiones por tratamiento y por dia de
muestreo y temperatura. El experimento se llevd a cabo 2 veces.

Antes de cada recuento, se determind la concentracion de Oz y CO: contenidos en
el espacio de cabeza de cada uno de los envases de pera minimamente procesada
(apartado 1.5.2).
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2.3.2. Combinacion de P. graminis CPA-7 y L. rhamnosus GG para
el control de microorganismos patégenos de transmision alimentaria

En este estudio se investigd el hecho de si al combinar los dos microorganismos
antagonistas (P. graminis CPA-7 y L. rhamnosus GG) se podria mejorar el control
de S. enterica y L. monocytogenes. Una vez procesada la pera y preparado los
concentrados de los microorganismos, inoculd la fruta mediante inmersion en la
solucion antioxidante (20 g/L de acido ascdrbico, 20 g/L de citrato de sodio y 10
g/L de CaClz). Los tratamientos fueron los que se indican a continuacion:

(@) Sal + Lm: solucion antioxidante inoculada con S. enterica y
L. monocytogenes a 10° ufc/mL cada microorganismo

(b) L. rhamnosus GG o CPA-7: solucién antioxidante con L. rhamnosus GG a
una concentracion 108 ufc/mL o P. graminis CPA-7 a 107 ufc/mL

(c) Sal + Lm + L. rhamnosus GG o CPA-7: solucion antioxidante inoculada con
S. enterica y L. monocytogenes (105 ufc/mL) y con L. rhamnosus GG (108
ufc/mL) o P. graminis CPA-7 (107 ufc/mL)

(d) Sal + Lm + L. rhamnosus GG + CPA-7: solucion antioxidante inoculada con
S. enterica y L. monocytogenes (105 ufc/mL) y con L. rhamnosus GG (108
ufc/mL) y P. graminis CPA-7 (107 ufc/mL)

Los gajos de pera se dejaron secar a temperatura ambiente. A continuacion, 110 +
5 g (8 gajos aproximadamente) de pera se envaso en barquetas PET de 400 mL con
el film seleccionado en ensayos anteriores (film PET OLAF + OPP con una hilera
de orificios de 60-80 um cada uno y 75 mm de separacion entre ellos). Las
barquetas con la pera minimamente procesada se almacenaron a 5 y 10 °C.

Las muestras se determinaron el dia del inicio del ensayo y tras 6 y 9 dias de
almacenamiento. Cada una de las barquetas representaba una repeticiéon con 3
repeticiones por tratamiento y por dia de muestreo y temperatura. El experimento
se llevd a cabo 2 veces.

Antes de cada recuento, se determind la concentracion de Oz y CO:z contenidos en
el espacio de cabeza de cada uno de los envases de pera minimamente procesada
(apartado 1.5.2.).

2.3.3. Analisis estadistico de los datos

Los datos correspondientes al crecimiento microbiano se transformaron

previamente a log ufc/g. Posteriormente, tanto los datos de poblacién bacteriana

124



Materiales y métodos

como los obtenidos al medir la concentracion de gases dentro de las barquetas (O:
y CO2) se analizaron mediante un analisis de varianzas (ANOVA). Las diferencias
significativas se analizaron, después, mediante el test estadistico t-Student con un
nivel de significacion de P < 0,05. Los datos se analizaron para determinar
cualquier diferencia significativa entre tratamientos control (sin probidticos, solo

patdgenos) y peras tratadas con los probidticos y dias de almacenamiento.

2.4. Determinacion del comportamiento de L. monocytogenes
CECT 4032 (serovar 4b) después de un periodo de adaptacion en
pera minimamente procesada en presencia de L. rhamnosus GG

Este estudio se desarrollo siguiendo el siguiente esquema (Fig. 6):

Produccion de T —
microorganismos microorganismos en fruta

¥ *

3 ( .7 3\
Procesamiento de la » Inoculacién por Envasado y
pera inmersion conservacion

= 4—'
Simulacién digestiva

¥

PR o Recuento de
Adhesion e invasion » . .
microorganismos

Figura 6. Esquema general de la metodologia empleada para la realizacion del estudio de
determinacion del comportamiento de L. monocytogenes CECT 4032 tras habituarse en

pera minimamente procesada en presencia de L. rhamnosus GG.

La preparacion del in6culo de cada microorganismo, el procesamiento de la fruta
y la inoculacion de esta se llevaron a cabo como se ha indicado en el apartado de
metodologia general (apartados 1.1, 1.2.2 y 1.3). En este caso se trabajo con una
sola cepa de L. monocytogenes, y no con el coctel de cepas. El recuento en placa se
realizd como se ha detallado en el apartado 1.2.2.1. La determinaciéon de la
poblacién bacteriana en la pera minimamente procesada se realizé siguiendo el
protocolo explicado en el apartado 1.4.
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2.4.1. Inoculacién de la fruta

Para la realizacién de este estudio se utilizé solo la cepa de L. monocytogenes
serovar 4b CECT 4032 y L. rhamnosus GG como microorganismo antagonista. La
seleccion de esta cepa del patdgeno para el estudio se hizo en base a que es uno
de los serovares L. monocytogenes mas virulentos y de los mas frecuentes en las
infecciones por esta bacteria (Kathariou, 2002; Rocourt et al., 2000).

Los gajos de pera se sumergieron en una solucion antioxidante (20 g/L de acido
ascorbico, 20 g/L de citrato de sodio y 10 g/L de CaCl) junto con los

microorganismos con los siguientes tratamientos:

(a) Lm: solucion antioxidante con L. monocytogenes a una concentracion de
107 ufc/mL

(b) L. rhamnosus GG: solucién antioxidante con L. rhamnosus GG inoculado a
1010 ufc/mL

(c) Lm + L. rhamnosus GG: soluciéon antioxidante con L. monocytogenes (107
ufc/mL) y L. vhamnosus GG (10 ufc/mL)

Una vez inoculada la fruta se dej6 secar temperatura ambiente y
aproximadamente 8 gajos de pera (110 + 5 g) s envasaron en atmdsfera pasiva en
barquetas de PP de 375 mL selladas con film PP-110. Las peras se almacenaron a
10 °C durante 7 dias. A este periodo es al que se le llamo periodo de adaptacion o
habituacion.

2.4.2. Interaccién de L. monocytogenes CECT 4032 (serovar 4b) y
L. rthamnosus GG en pera minimamente procesada

La determinacion de la poblacion bacteriana de ambos microorganismos se llevd
a cabo en todos los tratamientos donde estaban presentes y a cada tiempo de
muestreo. Las muestras se analizaron el dia de la inoculacion y tras 7 dias de
almacenamiento a 10 °C. La evaluacion de los resultados se realizé comparando
la poblacién del patdgeno inoculado solo con la poblacion del patégeno inoculado
con el probidtico.

Cada barqueta se consider6é una repeticion y se realizaron 3 repeticiones por

tratamiento y por cada dia de muestreo. El experimento se realizo 2 veces.
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Ademas, a cada tiempo de muestreo y antes de la determinacion bacteriana se
determind también la concentracién de Oz y CO: del espacio de cabeza de los
envases (apartado 1.5.2).

2.4.3. Tolerancia de L. thamnosus GG a la simulacion digestiva y su
efecto en la supervivencia de L. monocytogenes CECT 4032 (serovar 4b)
tras la simulacidn digestiva

La simulacién digestiva se llevd a cabo siguiendo el protocolo estandar para
digestiones estéticas in vitro establecido por Minekus et al. (2014) con pequenas
modificaciones (Zudaire et al., 2017) detalladas a continuacion. Las muestras de
pera minimamente procesada procedian de las mismas barquetas utilizadas para

el analisis del apartado anterior.

2.4.3.1. Preparacion soluciones madre v fluidos digestivos para la
simulacion

En primer lugar se prepararon las soluciones madre de los electrolitos en las
cantidades indicadas en la Tabla 8. Las soluciones se esterilizaron por filtracion
con botellas de poliestireno con un sistema de filtracion al vacio y un filtro de 0,22
um (VWR, Radnor, PA, EE.UU.). Las soluciones se almacenaron a 5 °C y un
tiempo maximo de 6 meses, excepto la solucion de bicarbonato de sodio

(NaHCOs) que solo se almacend durante 1 mes.

El flujo salival simulado (FSS), el flujo gastrico simulado (FGS) y el flujo intestinal
simulado (FIS) se prepararon el dia anterior al ensayo con las correspondientes
soluciones de electrolitos indicadas en la Tabla 8. Las soluciones se enrasaron
hasta el volumen final deseado con agua desionizada estéril y se determiné el pH
de cada una con un pH-metro para asegurarnos de que el pH era el adecuado. A
continuacién, se filtraron con matraces Kitasato y filtros de acetato de
nitrocelulosa 0,22 um (Sartorius Sedim Biolab Products, Aubagne, Francia) con la
ayuda de una bomba de vacio. Los flujos se almacenaron a temperatura ambiente
hasta el dia siguiente. El pH de cada flujo se midi6 en el momento de la

preparacion.
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Para lograr la concentracién adecuada de las enzimas y la bilis que indicaba el
protocolo seguido para la simulacion digestiva, se prepararon soluciones madre
como se indica en la Tabla 9. Las soluciones enzimaticas se prepararon con agua
destilada estéril y la bilis se prepard con FIS y en agitacion. Estas soluciones se
prepararon el mismo dia del ensayo.

Tabla 9. Composicion de las soluciones madre enzimdticas y biliar.

Enzima g/10mL U/mL

a-amilasa (400U/mg de

proteina) 0,0375 1500

Pepsina (400U/mg de

proteina) 0,625 25000

Pancreatina (100 U/mg de

proteina) 0,08 800
g/10 mL mM

Bilis (400U/mg de
proteina) 0,8 160

2.4.3.2. Simulacién digestiva

Se determind la supervivencia al tracto gastrointestinal de L. monocytogenes CECT
4032 y L. rhamnosus GG inoculados en la pera minimamente procesada en cada
uno de los tratamientos tanto el dia del comienzo del ensayo como después de 7
dias de almacenamiento de la pera a 10 °C, siguiendo el esquema descrito en la
Figura 7.

Para simular la masticacion y la fase oral de la digestion, se colocaron 5 g de pera
de cada muestra en una bolsa de 80 mL estéril con filtro (BagPage®, Interscience
BagSystem, Francia) junto con 3,5 mL de FSS atemperado a 37 °C, que se afiaden
para crear una consistencia pastosa fina, similar a la de la pasta de tomate o la
mostaza, y se mezclaron en un homogeneizador Minimix (BagMixer® 100
MiniMix®, Interscience, Francia) durante 2 min a 7 golpes/s. A continuacién, se
anadieron 0,5 mL de la solucién madre de a-amilasa, 25 pL de la de CaCL 0,3 My

0,975 mL de agua desionizada. Esta mezcla se incub6 durante 5 min a 37 °C.

Para simular la fase gastrica, a la mezcla anterior se le afiadieron 7,5 mL de FGS
atemperado a 37 °C, 1,6 mL de la solucién madre de pepsina, 0,010 mL de la de
CaCl20,15 M y 0,475 mL de agua desionizada. El pH se ajusté a 2,5-3,0 con 0,30
mL de HCl 1M. La mezcla se incubé a 37 °C durante 2 h.
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Figura 7. Esquema de la metodologia empleada en los estudios de simulacién digestiva y
de la adhesion e invasion en las células Caco-2.
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Pasado este tiempo se adicionaron 11,0 mL de FIS atemperado a 37 °C, 5,0 mL de
pancreatina, 2,5mL de bilis, 0,040 mL de CaCl2 0.3 M y 1,16 mL de agua
desionizada para simular, asi, la fase intestinal de la digestion. El pH se ajusto6 a
7,0-7,5 con 0,30 mL de NaOH 1M.

Después de cada fase, se tomd muestra para determinar la poblaciéon de ambos
microorganismos mediante siembra en placa en medios selectivos. En el caso de
L. monocytogenes CECT 4032, se compar6 la poblacion del patégeno inoculado
solo con la poblacion en presencia del probidtico para analizar los resultados. Los
resultados se expresaron en log ufc/g teniendo en cuenta las diluciones realizadas
antes de calcular la tasa de supervivencia. La tasa de supervivencia se calcul6 de

acuerdo con Guo et al. (2009) siguiendo la siguiente ecuacién:

Tasa de supervivencia (%) = (log Ni/log No) * 100

Donde N1 es el niimero total de bacterias viables después de la simulacion digestiva in
vitro (ufc/g) y No el niimero total de bacterias viables contadas antes de la exposicion a la
simulacion digestiva (ufc/g). El ensayo se llevo a cabo dos veces.

2.4.4. Evaluacion de la capacidad de adhesion e invasion de los
microorganismos tras un periodo de adaptacion en pera minimamente
procesada

2.4.4.1. Cultivo de las células Caco-2

Células Caco-2 procedentes de la “European Collection of Authenticated Cell
Cultures” (ECACC 86012202) se cultivaron en medio DMEM suplementado con
20 % (v/v) de suero fetal bovino, inactivado mediante un tratamiento térmico a 56
°C durante 30 min, 1 % de una solucién de aminoacidos no esenciales y con
penicilina (20.000 U/mL) y estreptomicina (20 g/L). Las células Caco-2 se
prepararon en monocapa en placas de poliestireno de 24 pocillos (Falcon,
EE.UU.). Las células se sembraron a una concentracion de 10¢ células/pocillo (una
confluencia de un 50-60 %) que contenian medio DMEM y se incubaron a 5 %
COx2, 95 % de aire atmosférico, 90 % de humedad relativa y a 37 °C (Autoflow CO:
water-jacketed incubator NuAire, MN, EE.UU.). Cada dos dias se cambid el
medio de los pocillos. Transcurridos 10-12 dias, las células alcanzaron una
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concentracion de 2 x 10° células por pocillo y estaban completamente
diferenciadas.2.4.4.2. Ensayo adhesion e invasion

2.4.4.2. Ensayvo de adhesion e invasion

Tras la simulacion digestiva, 30 mL de cada una de las muestras sometidas al
proceso digestivo se centrifugaron a 17.035 xg, durante 20 min y a 10 °C (Sorvall
Legend™ XTR centrifuge, Thermo Scientificc, Waltham, MA, EE.UU.). El
sobrenadante se desechd y el precipitado se resuspendié en 15 mL de medio
DMEM, obteniéndose el indculo para el ensayo. La concentracion del inéculo se
comprobo por siembra en placa con las diluciones apropiadas y con el medio

selectivo correspondiente de cada microorganismo.

Antes del ensayo de adhesién e invasion, las células Caco-2, ya diferenciadas, se
estabilizaron con medio sin antibiético durante 2 h. Pasado este tiempo, el medio
se aspiro y los pocillos se lavaron con 1 mL de PBS dos veces. Cada pocillo (n = 6)

se inoculd con 1 mL del indculo que se habia preparado anteriormente en DMEM.

Para el ensayo de adhesion, las células se incubaron durante 1 h a 37 °C, 5 % CO2
y 90 % de humedad relativa para que se llevaran a cabo la adhesion y la invasion
bacteriana en las células Caco-2. Transcurrido el tiempo de incubacion, se
procedi6é a determinar los microorganismos adheridos. Para ello, el medio de
cada pocillo se aspird, y las bacterias no adheridas a las células Caco-2 se
eliminaron mediante dos lavados con 1 mL PBS cada uno. A continuacion, las
células Caco-2 se lisaron (para liberar las bacterias invasoras) con 1 mL de Tritéon
100X durante 5 min a temperatura ambiente. El lisado celular de tres pocillos se
recogid en un mismo tubo de ensayo para hacer su posterior determinacion

mediante siembra en placa.

El ensayo de invasion se llevo a cabo solamente para L. monocytogenes CECT 4032
(tratamientos a y c). Se inocularon 6 pocillos de las placas con las células Caco-2
diferenciadas por cada uno de los tratamientos con 1 mL de suspension
bacteriana preparada en DMEM y se incubaron durante 1 h a 37 °C, 5 % CO2y
90 % de humedad relativa. Durante este periodo tuvo lugar la adhesion y
penetracion de las bacterias en dentro de las células. El medio de cada pocillo se
absorbi6 y se lavaron con 1 mL de PBS dos veces, eliminando las células no
adheridas. Cada pocillo se incubd con 1 mL de medio DMEM que contenia 0,1 %
de gentamicina durante 2 h para destruir las bacterias adheridas. Transcurridas
las 2 h, el medio se aspiro y las células se lavaron dos veces con 1 mL de PBS cada
vez. Posteriormente se afiadié 1 mL de Tritén 100X a cada pocillo y se dejé 5 min
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a temperatura ambiente para lisar las células y liberar las bacterias contenidas en
su interior (invasoras). El tritén con las células lisadas y las bacterias de 3 pocillos
diferentes se recogid en un mismo tubo de ensayo. Las células viables de
L. monocytogenes CECT 4032 que habian invadido las células Caco-2 se
determinaron mediante siembra en placa. El experimento se realizd por
duplicado.

Los datos obtenidos se transformaron en log ufc/g antes de calcular el indice de
adhesion e invasion. Los resultados se expresaron en porcentaje de bacterias
adheridas en relacién a las del indculo inicial y en porcentaje de bacterias que
invadieron en relacion al nimero de bacterias inicialmente afiadidas, siguiendo

las siguientes ecuaciones:

% de Adhesion = (log N adheridas+invasivas/10g N inéculo) *100

% de Invasion = (log N invasivas/log N inéculo) *100

Donde N adheridasvinwasivas Son las bacterias adheridas y las que han invadido (ufc/g)
expresadas en, N iniculo SO11 las bacterias afiadidas al principio del ensayo (ufc/g) y N invasivas

las bacterias que penetraron en las células (ufc/g).

En caso de que los valores estuvieran por debajo del limite de deteccidon (que en
este caso es de 2,50 ufc/g), el valor utilizado para calcular el porcentaje fue la
mitad del limite de deteccién (1,25 ufc/g).

2.4.5. Analisis estadistico de los datos

Para analizar los datos de la interaccion de microorganismos, antes de realizar el
analisis, los resultados de la poblaciéon de los microorganismos en la pera se
transformaron en log ufc/g. Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA
con la ayuda del software JMP® 8 software (SAS Institute, Cary, NC, USA). Tras la
ANOVA, las diferencias significativas entre la poblacion de los microorganismos
se analizaron aplicando el test t-Student (P < 0,05). Los tratamientos se
compararon a cada tiempo de muestreo del ensayo.

Ademas, en cada tiempo de muestreo, las diferencias significativas observadas
entre la poblacion de L. monocytogenes CECT 4032 de ambos tratamientos
(inoculada junto con L. rhamnosus GG o sin su presencia) en cada una de las fases
de la simulacién digestiva, también se analizaron mediante el test t-Student con

133



Materiales y métodos

una significaciéon de P < 0,05. Por otra parte, se analizaron las diferencias
significativas entre las distintas fases de la digestion dentro del mismo
tratamiento aplicando el test de Tukey (P <0,05).

Las diferencias significativas entre los valores de adhesion e invasion del mismo
microorganismo obtenidos entre tratamientos se analizaron con el test t-Student
(P <0,05). Los tratamientos se compararon entre ellos a cada tiempo de muestreo
y, por otra parte, se compararon los resultados obtenidos en el mismo tratamiento
a lo largo del ensayo.

2.5. Evaluacion de la capacidad antagonista de P. graminis CPA-
7y L. thamnosus GG frente a S. enterica y L. monocytogenes y
efecto enla calidad de la pera “Conference” minimamente
procesada tratada o no con CaClz en poscosecha

2.5.1. Tratamiento de CaCl: poscosecha

Para la realizacion de este estudio, se recolectd pera “Conference” de un campo
comercial situado en la Partida Greald de Lleida. La recoleccion se realizé el 11 de
agosto de 2014, con unos valores iniciales de firmeza de 61,3 £ 5,6 N, 12,7 + 04
°Brix y 2,6 + 0,3 g acido malico/L.

Una vez recolectada, la fruta se trasladd inmediatamente a las instalaciones del
FruitCentre. Alli las peras se dividieron en dos lotes. Los frutos enteros del lote 1
se sumergieron durante 5 min en agua a 25 °C, este grupo se utiliz6 como control.
Los frutos enteros del lote 2 se sumergieron en una soluciéon de CaCl: que
contenia una concentracion de 10 g/L durante 5 min a 25 °C. Posteriormente,
ambos lotes de peras se almacenaron a 0 + 1 °C en atmosfera controlada (2 % Oz y
1 % COz) durante 5 y 8 meses.

2.5.2. Procesamiento de la fruta e inoculacion

La preparacion del in6culo de cada microorganismo, el procesamiento de la fruta
y la inoculacién de esta se llevaron a cabo como se ha indicado en el apartado de
metodologia general (apartados 1.1, 1.2.2 y 1.3). El recuento en placa se realizd
como se ha detallado en el apartado 1.2.2.1. La determinacién de la poblacion
bacteriana en la pera minimamente procesada se realiz6 siguiendo el protocolo
explicado en el apartado 1.4.
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Para la realizacion de los ensayos con ambos antagonistas, las peras se inocularon
por inmersién en una solucién antioxidante (20 g/L acido ascorbico, 20 g/L citrato
de sodio y 10 g/L) con la concentracion de microorganismos descrita en el

apartado de metodologia general.

(a) Control (solucion antioxidante sin inocular con los microorganismos)
(b) Sal + Lm (a 10° ufc/mL cada microorganismo)

(¢) CPA-7 o L. rhamnosus GG (a una concentracion de ufc/mL,
respectivamente)

(d) Sal + Lm + CPA-7 o L. rhamnosus GG (los patdgenos a una concentracion
105, P. graminis CPA-7 a 107 y L. rhamnosus GG a 10fufc/mL,
respectivamente)

Una vez los gajos de pera se secaron a temperatura ambiente, 110 + 5 g se
envasaron en atmosfera pasiva. Para el experimento con P. graminis CPA-7, la
pera se envaso en barquetas PET de 400 mL con el film seleccionado en ensayos
anteriores (film PET OLAF + OPP con una hilera de orificios de 60-80 um cada
uno y 75 mm de separacion entre ellos). Para el ensayo con L. rhamnosus GG, se
utilizaron barquetas de PP de 375 mL y se sellaron con film PP-110. Las barquetas
con la pera minimamente procesada se almacenaron a 5 °C. Las muestras se
examinaron el dia de la inoculacién y transcurridos 2, 6 y 9 dias desde el inicio del

ensayo.

Las poblaciones de S. enterica y L. monocytogenes se determinaron en los
tratamientos (b) y (d), P.graminis CPA-7 se evaluo en el tratamiento (c) y
L. rhamnosus GG en los tratamientos (c) y (d). Los andlisis se efectuaron en tres

barquetas por cada tratamiento y a cada tiempo de analisis.

Para evaluar los resultados, se compararon las poblaciones de los patdgenos
inoculados solos con las poblaciones en presencia del microorganismo
antagonista.

De cada una de las barquetas, antes del andlisis microbiologico, se determind la
concentracion de gases del espacio de cabeza.

Ademas se analizaron el dia del ensayo y tras 2, 6 y 9 dias de almacenamiento el
CSS (metodologia apartado 1.5.3), la AT (metodologia apartado 1.5.4), la
concentracion de etanol y acetaldehido y el perfil de volatiles de la pera
minimamente procesada. La evaluacion de estos parametros se llevo a cabo solo
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en los tratamientos que no presentaban microorganismos patogenos (tratamientos

ayc).

2.5.3. Determinacion de la concentracion de etanol y acetaldehido en
pera minimamente procesada

2.5.3.1. Preparacion de las muestras

La concentracién de etanol y acetaldehido en pera se determinaron de acuerdo
con el protocolo descrito por Ke et al. (1994) con algunas modificaciones. Estos
compuestos se determinaron a partir del mismo zumo extraido para evaluar el
CSS y la AT. Las muestras de zumo (5 mL) se almacenaron a -20 °C hasta el dia
del analisis.

2.5.3.2. Analisis

Las muestras se colocaron en tubos de ensayo de 10 mL tapados con un tapén de
goma a presion y se incubaron en un bafio a 60 °C. Después de 60 min, se tomo,
con la ayuda de una jeringa, 1 mL del gas contenido en el espacio de cabeza del
tubo y se inyectd en un cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 6890N
(Agilent Technologies, Inc., Littleton, EE.UU.) asociado a un detector de llama
ionizante (FID) y a una columna (2 m x 2 mm d.i.) de Carbopack de 60/80 de
malla recubierto con un 5 % de Carbowax (Supelco, Bellefonte, PA, EE.UU.). La
temperatura del inyector, del detector y del horno fueron 180, 220 y 80 °C,
respectivamente. La concentraciéon de ambos productos se calculd utilizando
curvas de calibracién obtenidas mediante la medida del espacio de cabeza de los
tubos conteniendo agua Milli-Q y una cantidad conocida de etanol y acetaldehido
a concentraciones crecientes. Los resultados fueron expresados en ppm (partes
por milldn).

2.5.4. Determinacion de compuestos voldtiles

2.5.4.1. Preparacion de las muestras

Para la determinacion, se tomaron 4 piezas de fruta por cada barqueta (n =12) y
por cada tratamiento. Las piezas de fruta se cortaron en trozos pequefios, se
congelaron con N2 liquido y se trituraron. Se almacenaron a -80 °C hasta su
determinacion.
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2.5.4.2. Extraccion de los compuestos volatiles

La extraccion y concentracion de los compuestos volatiles se llevo a cabo
mediante técnica de microextraccién en fase sélida del espacio de cabeza (HS-
SPME) descrita por Qin et al. (2012) con algunas modificaciones. Las fibras de
SPME estaban recubiertas por una capa de polidimetilsiloxano-divinilbenceno (65
um PDMS/DVB; Supelco Co., Bellefonte, PA, EE.UU.). Las fibras se activaron
previamente de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

En un vial de vidrio se introdujeron 4 g de la muestra triturada, 1 pL de
butilbenceno 0,086 pg/L (patron estandar) y 0,5 g de NaCl (para facilitar la
liberacion de compuestos volatiles). Esta mezcla se agité con una varilla de vidrio,
se le introdujo un iman y se cerrd el vial. A continuacion se calentd la muestra 60
°C en un bafio y se mantuvo en agitaciéon durante 20 min. Transcurrido este
tiempo se introdujo la fibra de SPME en el espacio de cabeza del vial durante 30
min para adsorber los analitos presentes. Los compuestos volatiles se desorbieron
en el puerto de inyeccion del cromatografo de gases a una temperatura de 240 °C

durante 10 min.

2.5.4.3. Analisis de los compuestos volatiles

La cuantificacion de los compuestos volatiles extraidos se llevo a cabo mediante
cromatografia de gases (GC) en un cromatografo HP 5890A (Hewlet-Packard Co.,
Barcelona, Espafia) con un detector de llama ionizante. La separacién de los
analitos se hizo con una columna capilar con acidos grasos libres reticulados
como fase estacionaria (FFAP; 50 m x 0.2 mm x 0.33 um) y helio como gas
portador con un flujo constante de 1,0 mL/min. La temperatura del inyector y del
detector fue de 240 °C. La temperatura del horno se mantuvo a 40 °C durante 1
min incrementando posteriormente 2,5 °C/min hasta 115 °C y, por dltimo,
subiendo hasta 225 °C a una velocidad de 8 °C /min, donde se mantuvo durante
15 min.

La confirmacién de los compuestos se llevo a cabo mediante un cromatdgrafo de
gases asociado a un espectrometro de masas (GC-MS) Agilent 6890N (Agilent
Technologies, Inc., Littleton, EE.UU.), usando la misma columna que en el analisis
de cromatografia de gases. El espectro de masas se obtuvo con una fuente de
ionizacion con un impacto electrénico de 70 eV. Se utilizé helio como gas
portador y el mismo gradiente de temperatura explicado anteriormente. Los

datos del espectro se registraron (Hewlett-Packard 3398 GC Chemstation) y se
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compararon con aquellos del espectro de masas de la base de datos original NIST
HP59943C. Los resultados se expresaron en ppb (partes por billon).

2.5.5. Analisis estadistico de los datos

Antes de llevar a cabo el analisis de varianzas (ANOVA), los datos relativos a
poblaciones microbianas en ufc/g se transformaron a log ufc/g. El resto de datos
no se transformaron. Los datos se analizaron aplicando un modelo lineal general
con el software JMP® 8 software (SAS Institute, Cary, NC, USA). Después de
realizar la ANOVA, las diferencias significativas entre los tratamientos en el
mismo tiempo de muestreo se analizaron mediante el test t-Student con una

significacién de P <0,05.

Se realizé un modelo de regresién de minimos cuadrados parciales (partial least
square regression, PLSR) con el software Unscrambler 9.1.2. (CAMO, 2004). El
modelo de regresién se usé como un modelo predictivo para relacionar la
poblacién de los microorganismos antagonistas con un conjunto de variables (X)
entre las que se encontraban los compuestos volatiles emitidos y la concentracion
de O:2 y COn.. Previamente a la realizacion del modelo, Previamente a la
realizacion del modelo, los datos fueron centrados y pesados usando la inversa de
la desviacion estandar de cada variable para evitar el efecto o influencia de las
distintas escalas de medida usadas en cada una de las variables analizadas
(Martens y Naes, 1989). Una validacién cruzada completa fue utilizada como

método de validacion de la regresion.
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1. Evaluacion de la efectividad de la cepa Pseudomonas
graminis CPA-7 en el control de patégenos de
transmision alimentaria

Estudios previos con P. graminis CPA-7 revelaron que esta bacteria es capaz de
controlar el crecimiento de distintos patdgenos de transmisién alimentaria en
manzana, melocotéon y meléon minimamente procesados bajo las condiciones
evaluadas. Por ello, y con la finalidad de ampliar su espectro de accién, se analizé
su efecto antagonista frente Salmonella enterica y Listeria monocytogenes en pera

minimamente procesada.

1.1. Determinacion de la capacidad antagonista de P. graminis
CPA-7 en el control de S. enterica y L. monocytogenes en pera
minimamente procesada

En un primer estudio, se determiné la poblacién de los microorganismos en pera
minimamente procesada, envasada en aire (21,0 % O2y 0,0 % CO2) y almacenada
a 5,10 y 20 °C (Fig. 8). La poblacion de P. graminis CPA-7 en los gajos de pera se
incremento de 5,6 a 8,3 log ufc/g tras 10 dias de almacenamiento a 5 °C (Fig. 8A).
Por su parte, la poblacién de S. enterica justo después de inocular la pera fue de
3,7log ufc/g independientemente de estar inoculada conjuntamente con
P. graminis CPA-7 o no. Durante el tiempo de almacenamiento de la pera
minimamente procesada a 5 °C (10 dias), la poblacion de este patdégeno descendio
0,5 unidades logaritmicas cuando se inoculé solo y mas de 2 unidades
logaritmicas cuando se inoculdé junto con P. graminis CPA-7. Se observaron
diferencias significativas entre la poblacion del tratamiento control (Sal + Lm) y la
poblacion en el tratamiento con P. graminis CPA-7 (Sal + Lm + CPA-7) tras 6 y 10
dias de almacenamiento, con una reducciéon final de 1,6 unidades logaritmicas.
Por otra parte, la poblacién inicial de L. monocytogenes fue de 2,1 en el tratamiento
control (Sal + Lm) y de 1,9 log ufc/g inoculada conjuntamente con P. graminis
CPA-7 (Sal + Lm + CPA-7). La poblacion del patdgeno inoculado solo se
incremento6 significativamente hasta 5,6 log ufc/g después de 10 dias de
almacenamiento a 5 °C. Sin embargo, cuando el patdgeno se inoculd junto con
P. graminis CPA-7, la tendencia fue diferente. Hasta el dia 6 de almacenamiento se
observé un crecimiento del patdgeno de casi 2 unidades logaritmicas (3,8 log
ufc/g), pero tras este periodo, la poblacion descendié hasta situarse en 3,3 log
ufc/g al final del ensayo (10 dias). Se observaron diferencias significativas entre
los dos tratamientos tras 6 y 10 dias. La poblacién de L. monocytogenes inoculada
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con P. graminis CPA-7 se vio reducida 2,4 unidades logaritmicas al final del
ensayo comparando con el tratamiento en el que no se inoculé con el antagonista.

A 10 °C, la poblacién de P. graminis CPA-7 aumento, aproximadamente, 3
unidades logaritmicas tras 10 dias (Fig. 8B), alcanzando una poblacién final de 8,4
log ufc/g. La poblacion inicial de S. enterica en la pera minimamente procesada en
ambos tratamientos fue de 3,7 log ufc/g. Cuando el patdégeno se inoculd solo, su
poblacién no varid significativamente durante el ensayo. Por el contrario, cuando
se inoculd junto con P. graminis CPA-7, su poblacion disminuyd alcanzando
1,5log ufc/g al final del tiempo de almacenamiento de la pera. Se observaron
diferencias significativas (excepto el dia de la inoculacién), con una reduccién
final de 2,2 unidades logaritmicas con respecto del tratamiento control. En el caso
de L.monocytogenes la poblaciéon aumentd, aproximadamente, 4 unidades
logaritmicas a lo largo del ensayo cuando se inocul6 sin P. graminis CPA-7 en la
pera minimamente procesada. Sin embargo, cuando el patdégeno se inoculd
conjuntamente con P. graminis CPA-7 la poblacion aument6é 1,6 unidades
logaritmicas durante los 3 primeros dias para después descender hasta alcanzar el
valor inicial (2,1 log ufc/g). Se observaron diferencias significativas entre el
tratamiento control y el tratamiento con P. graminis CPA-7, con una reduccion

final de 4 unidades logaritmicas.

A 20 °C, P. graminis CPA-7 aumentd, aproximadamente, 3 unidades logaritmicas
durante los 2 dias de conservacion (Fig. 8C). La poblacién de S. enterica cuando se
inocul6 sin P. graminis CPA-7 se vio incrementada en aproximadamente 3
unidades logaritmicas, sin embargo, cuando se inoculd junto con P. graminis CPA-
7 solamente creci6 0,6 unidades logaritmicas. Asi pues, se observaron diferencias
significativas entre ambos tratamientos después de 2 dias de almacenamiento a 20
°C. Con respecto a la poblacion de L. monocytogenes en el tratamiento sin
P. graminis CPA-7 aumentd aproximadamente 5 unidades logaritmicas durante
los 2 dias de almacenamiento. Se observaron diferencias significativas entre el
control y el tratamiento con P. graminis CPA-7, en el cual el patdgeno crecid 2,2

unidades logaritmicas.
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Figura 8. Poblacién de S. enterica, L. monocytogenes y P. graminis CPA-7 (log ufc/g)

en pera minimamente procesada envasada en aire y almacenada a 5 (A), 10 (B) y 20 °C

(C). Los resultados son la media de 6 valores. Las barras verticales indican la desviacion

de la media. Dentro del mismo tratamiento, diferentes letras mayisculas indican

diferencias significativas a lo largo del almacenamiento de acuerdo con el test de Tukey (P
< 0,05) para 5 y 10 °C y con el test t-Student (P < 0,05) para 20 °C. Para cada tiempo de
muestreo, * indica diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo al test t-

Student (P < 0,05).
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1.2. Efecto de P. graminis CPA-7 sobre S. enterica y
L. monocytogenes simulando la aplicacion comercial

En un segundo estudio, tras comprobar que P. graminis CPA-7 fue efectiva en el
control del crecimiento de los microorganismos patdgenos de transmision
alimentaria evaluados en pera minimamente procesada conservada en aire a
distintas temperaturas, se analizé su efectividad bajo condiciones que simulan la
aplicacién comercial (bajo atmoésfera modificada pasiva y en presencia de una

solucion antioxidante).

La poblacion de los microorganismos en la pera minimamente procesada tratada
con la soluciéon antioxidante y envasada en atmosfera modificada pasiva se

muestra en la Figura 9.

A 5 °C, la poblacion de S. enterica descendid de 3,6 a 2,9 log ufc/g tras 10 dias de
almacenamiento (Fig. 9A). Ademas, la poblacion también disminuyd cuando se
inocul6é conjuntamente con P. graminis CPA-7, sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre ambos tratamientos. En el caso de
L. monocytogenes, su poblacién aumenté en los dos tratamientos (con y sin
P. graminis CPA-7) durante el ensayo (10 dias). Sin embargo, la poblacion del
patégeno cuando se inoculd junto a P. graminis CPA-7 fue significativamente
menor que la poblacion en la pera minimamente procesada inoculada sin el
antagonista. A pesar de ello, la reduccion observada (1,3 unidades logaritmicas)
fue mas baja que la que se observd previamente en la pera envasada en aire (2,4

unidades logaritmicas).

A 10 °C (Fig. 9B), no se observo el efecto de P. graminis CPA-7 sobre los
patdgenos. Tanto la poblacion de S. enterica como la de L. monocytogenes
aumentaron, independientemente de la presencia de P. graminis CPA-7.

A 20 °C, la poblacion de S. enterica aumenté 3,7 unidades logaritmicas cuando se
inoculd sola sobre la pera minimamente procesada y 3,3 unidades logaritmicas
inoculada junto con P.graminis CPA-7 (Fig. 9C). Estos datos mostraron
diferencias significativas entre ambos tratamientos. L. monocytogenes crecid
aproximadamente 4 unidades logaritmicas cuando se inocul6 sola y 3,7 unidades
logaritmicas cuando se inoculd junto con P. graminis CPA-7. Aunque se
encontraron diferencias significativas cuando se comparé la poblacion del
microorganismo del tratamiento control con la del tratamiento con P. graminis
CPA-7, la reduccion observada (0,4 unidades logaritmicas) fue menor que la
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obtenida en la pera minimamente procesada envasada en aire y sin solucion
antioxidante (2,8 unidades logaritmicas).

A todas las temperaturas evaluadas, la poblacién de P. graminis CPA-7 aumento,
aproximadamente, 2 unidades logaritmicas hasta el final del almacenamiento,
alcanzando una poblacion final en todos los casos de, aproximadamente, 7
unidades logaritmicas.
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Figura 9. Poblacién de S. enterica, L. monocytogenes y P. graminis CPA-7 (log ufc/g)
en pera minimamente procesada envasada en atmdsfera modificada pasiva y almacenada a
5 (A), 10 (B) y 20 °C (C). Los resultados son la media de 3 valores. Las barras verticales
indican la desviacion estindar de la media. Dentro del mismo tratamiento, diferentes
letras maytisculas indican diferencias significativas a lo largo del almacenamiento de
acuerdo con el test de Tukey (P < 0,05) para 5y 10 °C y con el test t-Student (P < 0,05)

para 20 °C. Para cada tiempo de muestreo, * indica diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo al test t-Student (P < 0,05).
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La composicién de gases del espacio de cabeza de los envases varié durante el
almacenamiento en funcién de la temperatura de conservacion. A 5 °C (Fig. 10A)
la concentracion de Oz se redujo de forma més paulatina que a 10 °C (Fig. 10B) y a
20 °C (Datos no mostrados), alcanzando valores de 0,0 % tras 6 dias de
almacenamiento, mientras que a 10 y 20 °C, la concentracion, practicamente, fue

0,0 % alos 3 y 2 dias de almacenamiento, respectivamente.
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Figura 10. Concentracion de Oz y CO: (%) en el espacio de cabeza de las barquetas de
pera minimamente procesada almacenadas a 5 (A) y 10 °C (B). Los resultados son la
media de 3 valores. Para cada tiempo de muestreo, letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos de acuerdo con el test de Tukey (P < 0,05). Donde no hay

letras, no se observaron diferencias significativas.

En las barquetas almacenadas a 5 °C no se observaron diferencias significativas ni
en la concentraciéon de Oz ni de CO: entre tratamientos en cada uno de los dias
analizados. A 10 °C la concentracién de CO: dentro de las barquetas de pera
tratada con P. graminis CPA-7 después de 3 y 6 dias de almacenamiento fue

significativamente mayor que en resto de tratamientos, en los cuales la
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concentracion de CO: fue > 25,0 % tras 5 dias. No se observaron diferencias
significativas entre tratamientos con respecto a la concentracion de Oz, excepto a
los 3 dias cuando la concentracion en los envases con la pera tratada con
P. graminis CPA-7 fue menor (0,1 %) que en los otros tratamientos (2,1 y 2,7 %,
respectivamente).

Debido a la reduccién de la efectividad de P. graminis CPA-7 cuando se evalud en
condiciones que simulaban su aplicaciéon comercial, es decir, en presencia de una
solucion antioxidante y envasado en atmodsfera modificada pasiva. El efecto de
ambos factores se estudid independientemente.

1.3. Optimizacion de la solucion antioxidante

Para determinar si era la solucién antioxidante la que afectaba a P. graminis CPA-
7 se analizaron in vitro diferentes sustancias y sus combinaciones (Tabla 10),
poniendo en contacto el antagonista con la suspension estudiada y determinando

su poblacion tras 1y 2 h.

La mayoria de las sustancias evaluadas causaron una reduccion en la poblacién
de P. graminis CPA-7 (> 2 unidades logaritmicas) tras 1 y 2 h después de la
inoculacion, observandose diferencias significativas comparando con el
tratamiento control (agua), en el cual la bacteria se mantuvo constante tras 2 h de
incubacién. Sin embargo con las combinaciones AA 2 % + CitNa 2 % + CaCl21 %
(AOX1) y AscCa2 % +CaCl21 % (AOX 2) la poblacién de P. graminis CPA-7 no se
vio afectada, por lo que se seleccionaron para realizar el estudio in vivo,
evaluando el efecto de las dos soluciones antioxidantes seleccionadas en la
poblacion de S. enterica, L. monocytogenes y de P. graminis CPA-7 y en la
efectividad de P. graminis CPA-7 en pera minimamente procesada y almacenada a
10 °C envasada en aire (Tabla 11).

En el caso de S. enterica, tras la inoculacion de la fruta no se observaron
diferencias significativas entre las poblaciones en el control y los dos tratamientos
antioxidantes independientemente de la presencia o no de P. graminis CPA-7. Tras
5 dias de almacenamiento a 10 °C, el uso de antioxidante afecté a la poblacion de
S. enterica ya que se encontraron diferencias significativas con respecto del
tratamiento control. Sin embargo, puesto que no se vieron diferencias
significativas en la poblacion del patdgeno entre los tres tratamientos en el caso
de que el patégeno estuviera inoculado con P. graminis CPA-7, se podria decir
que el antioxidante no afecto al efecto del antagonista.
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Tabla 10. Supervivencia de P. graminis CPA-7 (log ufc/mL) tras 1y 2 h de contacto con
soluciones compuestas por diferentes agentes antioxidantes.

Reduccion Reduccion
bacteria bacteria
pH 1h (log 2 h (log
Productos (% p/v) solucion ufc/mL) ufc/mL)
Control (agua) - - No reduccion ~ No reduccion
AA 2% 2,2 2,9+0,0* 2,6 £0,2*
AC 1% 1,6 2,7 +0,0% 2,5+0,0*
AscCa 1% 7,4 0,1+0,0 0,0+0,0
2% 7,4 0,3+0,2* 0,6 +0,3*
CitNa 2% 8,7 2,5+ 0,2% 2,3+ 0,2
CaClz 1% 9,7 0,3+0,1* 0,1+0,1*
2 % 9,7 0,1+0,1* 0,3+0,0*
AA + AscCa 2%+2% 4,1 02+0,1 0,3+0,0
AA + AscNa 2%+2% 42 1,1+0,1* 3,1+0.2*
AA + CaCls 2%+2% 2,1 3,2+0,0% 3,2+ 0,0%
AscCa + CaClz 2%+1% 7,3 No reducciéon ~ No reduccion
AA+AC+CaCla 2%+1%+1% 1,6 3,4 +0,0* 3,3+0,0*
2%+1%+1% 3,9 0,0+0,0 No reduccion
éﬁCJlrzCitNa + 2%+2%+1% 4,0 No reduccion  No reduccién
NS 5% 7,4 0,1£0,0 0,1+0,1
FF 1% 1,7 3,2+0,1* 3,2 0,0*

Cada valor representa la media de tres repeticiones.
“No reduccion” indica un ligero incremento de la poblacion de P. graminis CPA-7.

* indica diferencias significativas respecto a los tratamientos control (agua desionizada) de
acuerdo con el test t-Student con una significacion de P < 0,05.
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Tabla 11. Poblacion de los microorganismos en la pera minimamente procesada tratada o
no son las soluciones antioxidantes y almacenadas a 10 °C y en aire (21,0 % Oz y 0,0 %
CO2).

Solucion Dias de
Microorganismos Tratamientos antioxidante almacenamiento
0 5
CPA-7 CPA-7 Control 5,6 x 8,2 x
AOX1 5,5 x 8,2 x

AOX2 5,3 x 7,9 x

S. enterica S. enterica Control 41a 51a
AOX1 40a 42Db

AOX2 39a 43b

S. enterica + CPA-7 Control 41m 3,6 m

AOX1 41m 3,0m

AOX2 41m 3,2m

L. monocytogenes L. monocytogenes Control 3,8a 6,9 a
AOX1 3,8a 6,6 a

AOX2 3,8a 6,3a

L. monocytogenes + CPA-7  Control ~ 3,7m 54m

AOX1 38m  58m

AOX2 3,7m 51m

AOX 1: AA2 % + CitNa 2 % + CaCl2 1 %; AOX 2: AscCa 2% + CaCl2 1 %; Control:
agua

Los valores mostrados son la media de los obtenidos (log ufc/g) (n=6).

Para cada tratamiento, letras diferentes en una misma columna indican diferencias
significativas entre la poblacion en el tratamiento control y la de las soluciones
antioxidantes de acuerdo con el test de Tukey con un nivel de significacion de P < 0,05.
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Ninguno de los dos antioxidantes, independientemente del tiempo de muestreo y
de la presencia P. graminis CPA-7, influyeron en la poblacién de L. monocytogenes.
Tampoco se observaron diferencias significativas en el crecimiento de P. graminis
CPA-7 entre aquellas peras tratadas o no con ambas soluciones antioxidantes y el
control a ninguno de los tiempos de analisis, por lo que se podria decir que las
soluciones antioxidantes no afectaron la poblaciéon de P. graminis CPA-7 ni a su
efectividad. La solucién antioxidante AOX 1, utilizada en el ensayo previo, no
afectd a la efectividad y fue el que se utilizé en el ensayo, por lo que se puede
deducir que no fue el factor causante de la reduccion de la efectividad de

P. graminis CPA-7 en condiciones que simulan su aplicaciéon comercial.

1.4. Optimizacion de las condiciones de envasado

Para optimizar el film se tuvieron en cuenta criterios de efectividad de la cepa
junto con criterios de calidad ya que la permeabilidad del film es crucial para
mantener la calidad del producto. Se ensayaron 3 films y se compararon con el
envasado en aire.

La poblacién inicial de S. enterica en la pera minimamente procesada (Fig. 11A)
fue de 4,0 log ufc/g en las muestras inoculadas o no con P. graminis CPA-7. A los 5
dias de almacenamiento a 10 °C, las poblaciones de S. enterica en el tratamiento
control (Sal) fueron de 5,7, 57, 52 y 5,4 log ufc/g en la pera minimamente
procesada envasada en aire, con el film 1, el film 2 y el film 3, respectivamente.
Asi, no se observaron diferencias significativas en la poblacion de S. enterica entre
las distintas atmosferas de envasado. Sin embargo, cuando S. enterica se inoculd
junto con P. graminis CPA-7, tras 5 dias de almacenamiento a 10 °C, la poblacién
del patégeno disminuyé en pera envasada en aire y con los films 1 y 2, sin
embargo, se produjo un incremento en los envases con el film 3 con respecto a la
poblacion inicial. Las reducciones observadas con respecto al tratamiento sin el
antagonista fueron de 2,5, 3,6 y 2,9 unidades logaritmicas en los envases de aire,
con el film 1 y con el film 2, respectivamente. Sin embargo, con el film 3, el
patdgeno crecid hasta alcanzar valores similares (5,4 log ufc/g) a los obtenidos en
el tratamiento control (sin P. graminis CPA-7), por lo que en este caso no se
observ¢ el efecto de P. graminis CPA-7 sobre el patdgeno.

La poblacion inicial de L. monocytogenes en el tratamiento control (Lm) fue de 3,7
log ufc/g y en el tratamiento donde se inoculé conjuntamente con P. graminis
CPA-7 fue de 3,5 log ufc/g (Fig. 11B). Transcurridos 5 dias desde el inicio del
ensayo y tras haber almacenado la pera minimamente procesada en aire, la
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Figura 11. Poblacion (log ufc/g) de S. enterica (A), L. monocytogenes (B) y
P. graminis CPA-7 en pera minimamente procesada envasada con diferentes atmdsferas
pasivas y almacenada a 10 °C. Los resultados son la media de 6 valores. Letras diferentes
indican diferencias a lo largo del tiempo de almacenamiento dentro del mismo tratamiento
de acuerdo con el test de Tukey (P < 0,05). Para cada tiempo de muestreo, * muestra
diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con el test t-Student (P < 0,05).
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poblacion de este patogeno en el tratamiento control se vio incrementada en casi 4
unidades logaritmicas (7,2 log ufc/g) e inoculada conjuntamente con P. graminis
CPA-7 aumenté hasta 5,0 log ufc/g, lo cual signific6 una reduccién de,
aproximadamente, 2 unidades logaritmicas. Algo similar sucedi6é cuando la pera
se envaso con el film 1. La poblacién de L. monocytogenes del tratamiento control
alcanz¢ 7,2 log ufc/g, este patdgeno en el tratamiento control se vio incrementada
en casi 4 unidades logaritmicas (7,2 log ufc/g) e inoculada conjuntamente con
P. graminis CPA-7 aumento hasta 5,0 log ufc/g, lo cual significé una reduccién de,
aproximadamente, 2 unidades logaritmicas. Algo similar sucedi6é cuando la pera
se envaso con el film 1. La poblacién de L. monocytogenes del tratamiento control
alcanzd 7,2 log ufc/g, mientras que inoculada junto con P. graminis CPA-7 la
poblacién solamente crecié hasta 5,4 log ufc/g. Cuando la pera se envasd con el
film 2 y se almaceno a 10 °C durante 5 dias, la poblacion del patéogeno aumentd
hasta 7,0 log ufc/g y 5,0 log ufc/g en el tratamiento control e inoculada con
P. graminis CPA-7, respectivamente. De forma que se obtuvieron reducciones
similares en la poblacion de L. monocytogenes en la pera envasada con los films 1y
2. Sin embargo, la poblacién del patégeno en la pera envasada con el film 3, tras 5
dias de almacenamiento, fue practicamente la misma inoculada o no
conjuntamente con el P. graminis CPA-7, con valores de 7,3 y 7,1 log ufc/g,

respectivamente.

La poblacién de P. graminis CPA-7 en pera minimamente procesada (Fig. 11C) se
incremento 2,6 unidades logaritmicas tras 5 dias de almacenamiento a 10 °C en
aire. Un aumento similar se observo en la pera envasada con los films 1 y 2. Sin
embargo, la poblacidon de P. graminis CPA-7 en la pera minimamente procesada
envasada con el film 3 fue significativamente menor (0,5 unidades logaritmicas

respecto a la poblacion observada en aire).

Las concentraciones de CO:2 y Oz en los envases con el film 1 (Tabla 12) fueron,
practicamente, igual que las observadas en los envases con aire. La concentracion
de Oz dentro de los envases sellados con el film 2 fue de 4,8-6,2 % y la de CO:
estuvo entre 14,0-14,6 %. Sin embargo, en las barquetas con el film 3 la
concentracion de O: alcanzé valores de 0,0 % y los valores mas altos de la
concentracion de CO: (18,7-21,1 %). No se observaron diferencias significativas de
las concentraciones de gases entre las barquetas selladas con el mismo film en
funcion del tratamiento aplicado. Sin embargo, si que se observaron diferencias
significativas entre barquetas del mismo tratamiento selladas con los diferentes
films utilizados. Por tanto, podemos decir que la permeabilidad de los films es un
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factor que afecta a la efectividad de la cepa P. graminis CPA-7 y que fue el factor
causante de la reduccién de efectividad en el ensayo anterior (apartado 1.2).

Tabla 12. Composicion del espacio de cabeza (% O:y CO:) de las barquetas de pera
minimamente procesada. Los gajos de pera se trataron con AOX1, se envasaron con un
film con diferente permeabilidad y se almacenaron a 10 °C durante 5 dias.

Dias Tratamiento Atmosfera dentro del envase
Aire Film 1 Film 2 Film 3
O 0 CPA-7 21,0 Aw 21,0Aw 21,0 Aw 21,0 Aw
Sal + Lm 21,0 Aw 21,0Aw 21,0 Aw 21,0 Aw

Sal + Lm + CPA-7 21,0 Aw 21,0Aw 21,0Aw 21,0 Aw
5 CPA-7 21,3 Aw 189 Aw  6,2Bw 0,0 Cw
Sal + Lm 203 Aw 192 Aw  4,8Bw 0,0 Cw

Sal + Lm + CPA-7 20,1 Aw 18,3 Aw 58Bw 0,0 Cw

CO: 0 CPA-7 0,0 Aw 0,0 Aw 0,0 Aw 0,0 Aw
Sal + Lm 0,0 Aw 0,0 Aw 0,0 Aw 0,0 Aw
Sal + Lm + CPA-7 0,0 Aw 0,0 Aw 0,0 Aw 0,0 Aw

5 CPA-7 08Cw  30Cw 140Bw 20,2 Aw

Sal + Lm 0,7 Dw 2,2 Cw 14,2 Bw 18,7 Aw

Sal + Lm + CPA-7 0,8 Dw 3,2Cw 14,6 Bw 21,1 Aw

Los valores mostrados son la media de los obtenidos en los envases (%) (n = 6).

Letras mayusculas diferentes en la misma fila indican diferencias entre diferentes
atmdsferas de envasado en el mismo tiempo de muestreo de acuerdo con el test de Tukey (P
<0,05).

Letras miniisculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre
tratamientos para cada gas usando la misma atmosfera de envasado y en el mismo tiempo
muestral de acuerdo al test de Tukey (P < 0,05).
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1.5. Efectos de las condiciones de envasado en la calidad de la
pera minimamente procesada

Como la eleccion de la permeabilidad del film es un pardmetro critico para
mantener la calidad de la fruta minimamente procesada, se evalud el efecto de los
diferentes films sobre el color, la textura y la calidad visual.

1.5.1. Color

Los parametros de color se midieron inicialmente y tras 5 dias de almacenamiento
a 10 °C (Tabla13). El indice de pardeamiento aumentdé a lo largo del
almacenamiento, y excepto para aquellas peras envasadas con el film 3, se

observaron diferencias significativas con respecto del valor inicial.

1.5.2. Textura

Las diferentes atmosferas afectaron a la textura de la pera minimamente
procesada (Tabla 13). No se observaron diferencias significativas entre el valor
inicial (16,0 N) y las muestras envasadas en aire (16,1 N), con el film 2 (15,9 N) y
con el film 3 (16,0 N). Sin embargo, la firmeza de la pera envasada con el film 1

disminuyo de forma significativa durante el ensayo.

Tabla 13. Pardmetros de calidad de la pera minimamente procesada el dia del ensayo

(inicial) y tras 5 dias de almacenamiento a 5 °C envasada bajo distintas atmosferas

pasivas.
Inicial 5 dias
b e Ami Hm2 Hm?
Ca'hdad 9 A 26C 2,8 BC 41B 52B
visual
Indice .de 1328 18,6 A 182 A 18,7 A 17,9 AB
pardeamiento
Textura 16,0 AB 16,1 AB 138B 159 AB 1714

Cada valor es la media de 3 repeticiones. Letras diferentes en la misma fila indican
diferencias significativas entre distintas atmdsferas de envasado de acuerdo con el test de
Tukey (P <0,05).
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1.5.3. Calidad visual

Inicialmente, la pera minimamente procesada obtuvo la mayor puntuacion en la
escala heddnica (9, excelente) (Tabla 13). Sin embargo, después de 5 dias de
almacenamiento a 10 °C solo la fruta envasada con el film 3 alcanz6 el limite de
comercializacion (5,2 puntos) y las muestras envasadas con el film 2 obtuvieron
casi la puntuacién necesaria para alcanzar ese limite (4,1). Las peras envasadas en
atmosferas similares a la composicion del aire atmosférico (aire y film 1) tuvieron

la menor puntuacion.

En base a los resultados obtenidos en el estudio (Tabla 14) en relacién a la
efectividad de P. graminis CPA-7 y a la calidad de la pera minimamente

procesada se selecciono el film 2.

Tabla 14. Resumen de los pardmetros considerados para la seleccion del film de envasado
de la pera minimamente procesada.

Efectividad P. graminis CPA-7 Calidad

S. enterica L. monocytogenes Visual = Color Textura

Aire \/ \/ X X \/

Film 1 v v X X X
Film 2 v v X v
Film 3 X X v v v

¥ indica buen resultado,  indica resultado aceptable; % indica resultado negativo
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2. Ampliacion del espectro de accion de P. graminis CPA-7

2.1. Evaluacion de la capacidad antagonista en las distintas
frutas

P. graminis CPA-7 creci6 en todas las frutas evaluadas entre 1,6 y 4,0 log ufc/g,
excepto en la pifia, en la que su poblacién se redujo 1,4 unidades logaritmicas tras
5 dias de almacenamiento a 10 °C (Figs. 12 y 13). Naranja y fresa fueron las frutas
donde menos aumenté su poblacién (< 1 unidad logaritmica) y en sandia donde
mas (4 unidades logaritmicas). Naranja, fresa, manzana “Fuji” y pina fueron las
frutas que mostraron los valores mas bajos de pH (3,5-3,6) (Tabla 15). La
mandarina también presentdé un pH bajo, pero la bacteria no estuvo en contacto
directo con la pulpa de la fruta ya que los gajos conservaban la membrana
carpelar, podria ser por este motivo por el que P. graminis CPA-7 fue capaz de

crecer 3 unidades logaritmicas.

El efecto antagonista de P. graminis CPA-7 sobre S. enterica y L. monocytogenes se
observo en las dos variedades de manzanas (“Fuji” y “Pink Lady”), sandia,
nectarina, mandarina, y melén “Galia” (Fig. 12). Por lo general, en todas las frutas
mencionadas, se observaron mayores reducciones en la poblaciéon de S. enterica
que en la de L. monocytogenes tras 5 dias de almacenamiento a 10 °C, excepto en
melon “Galia”, donde solo se observo una reduccion de 1,3 unidades logaritmicas
en la poblacion de L. monocytogenes (Fig. 12A).

En sandia (Fig. 12B), cuando S. enterica se inoculd sin P. graminis CPA-7 aumento,
aproximadamente, 2 unidades logaritmicas, sin embargo, en presencia de
P. graminis CPA-7 su poblacion se vio reducida 2 unidades logaritmicas al
finalizar el tiempo de conservacion. Por su parte, L. monocytogenes fue capaz de
crecer aproximadamente 4 unidades logaritmicas cuando se inoculd sin el
antagonista en la sandia minimamente procesada tras los 5 dias de conservacion,
aunque en presencia de este, su poblacion aumentd solamente 2 unidades
logaritmicas, lo que signific6 una reducciéon de 2 unidades logaritmicas con

respecto del tratamiento sin P. graminis CPA-7.

En las dos variedades de manzana evaluadas (Figs. 12C y 12D), la poblacion de
S. enterica inoculada sola practicamente se mantuvo constante durante todo el
ensayo, sin embargo, cuando se inoculé con P. graminis CPA-7 disminuy6 2,7
unidades logaritmicas con respecto del control. L. monocytogenes inoculada sin
P. graminis CPA-7 aument6 2 unidades logaritmicas tras 5 dias de conservacion a
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10 °C, pero al ser inoculada junto con el antagonista, su poblacién se redujo
alrededor de 2 unidades logaritmicas.

En mandarina (Fig. 12E), tanto S. enterica como L. monocytogenes inoculadas sin el
antagonista aumentaron su poblacién, sin embargo, la poblacion de S. enterica se
redujo 2,3 unidades logaritmicas y la de L. monocytogenes 1,8 unidades
logaritmicas en presencia de P. graminis CPA-7.

En nectarina (Fig. 12F) se observo un aumento de la poblacion de S. enterica de,
aproximadamente, 2 logaritmos cuando se inoculd sola, sin embargo, cuando el
patégeno se inoculd con P. graminis CPA-7, la poblacién se situd 1,6 unidades
logaritmicas por debajo de la poblacion inicial, lo que supuso una reduccién de
3,4 unidades logaritmicas con respecto del control al final del tiempo de
conservacion de la fruta. L. monocytogenes por su parte, crecié 3,3 unidades
logaritmicas cuando se inoculd sobre la fruta sin el antagonista, sin embargo, en
presencia de P. graminis CPA-7, su poblacién aumenté menos de 1 unidad
logaritmica, obteniéndose casi 3 unidades logaritmicas de reduccién al final del

ensayo.

En el resto de frutas (kiwi, mango, pifa, fresa, naranja y melén “Cantaloupe”) no
se  observo efecto antagonista de P. graminis CPA-7 (Fig. 13), ya que las
poblaciones de ambos patdgenos fueros las mismas en presencia o no del

antagonista.
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Tabla 15. Parimetros de calidad de las diferentes frutas evaluadas.

Fruta “Variedad” pH CSSa AT

Kiwi “Haywar” 4,4+0,2 12,5+0,1 9,4+0,5>
Mango “Kent” 43+0,1 16,7 +0,1 2,8+0,10
Fresa “Splendour” 3,5+0,1 13,8 +0,0 2,2+0,1p
Naranja “Lane Late” 3,6+0,1 15,0+0,1 8,3+0,1p
Pifia “Gold” 35+0,1 13,8+0,0 6,0£0,3>
Ng;g;f;ﬁae , 4303 12,140,1 3,8+ 0,00
Melén “Cantaloupe” 6,1+0,1 13,0+0,0 1,0+ 0,1
Melon “Galia” 6,4+0,2 10,4+0,1 1,0 £0,0v
Sandia “Fashion” 55+0,2 11,5+0,1 1,2+ 0,00
Manzana “Fuji” 44+0,1 12,4+0,0 1,6 £ 0,0¢
Manzana “Pink Lady” 3,6+0,1 15,4 +0,1 44 +0,0¢
Nectarina “Big Top” 3,8+0,1 11,8 +0,1 4,1+ 0,0¢

Los resultados de pH son la media de 5 valores + la desviacion estandar de la media.

Los resultados de CSS y AT son la media de 3 valores + la desviacion estindar de la
media.

@« CSS estin expresados como °Brix
b AT expresada en g dcido citrico/L

¢ AT expresada en g dcido mdlico/L
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Figura 12. Poblacién de S. enterica, L. monocytogenes y P. graminis CPA-7 (log
ufc/g) en diferentes frutas procesadas envasadas en aire y almacenadas a 10 °C. Los
resultados son la media de 3 valores. Las barras verticales indican la desviacion estindar
de la media. Para cada tiempo de muestreo, * indica diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo al test t-Student (P < 0,05).
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Figura 13. Poblacién de S. enterica, L. monocytogenes y P. graminis CPA-7 (log
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resultados son la media de 3 valores. Las barras verticales indican la desviacion estandar

de la media. Para cada tiempo de muestreo,
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indica diferencias significativas entre

tratamientos de acuerdo al test t-Student (P < 0,05).
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2.2, Curvas de crecimiento de P. graminis CPA-7 en presencia
de distintos acidos organicos, a diferentes valores de pH y a
diferentes temperaturas

Tras observar que el efecto antagonista de P. graminis CPA-7 se vio afectado
dependiendo de la fruta utilizada, se planted estudiar su crecimiento a distintas
temperaturas en medio liquido (TSB) en presencia de distintos acidos (malico y
citrico) y distintos pH para ver estos si fueron los factores que le podian afectar.

A 10 °C (Fig.14), se observd que, independientemente del acido utilizado,
P. graminis CPA-7 crecio, aproximadamente, 5 unidades logaritmicas en todos los
tratamientos excepto a pH 4,5 (en el que no se observd crecimiento alguno). A pH
5,0 la fase estacionaria se alcanzé mas tarde (5 dias) cuando el pH se ajustd con
acido malico y 10 dias cuando se ajusté con citrico. El pH del medio aumenté con
el tiempo de incubacién, excepto en el tratamiento a pH 4,5, hasta situarse
alrededor de 8,5 tanto cuando el medio fue ajustado con acido malico como con
citrico.

A 15 °C (Fig. 15), P. graminis CPA-7 alcanzd la fase estacionaria antes que a 10 °C,
alcanzando una poblacién de, aproximadamente, 1010 ufc/mL. Cuando el pH del
medio se ajusté con acido malico, se alcanzé la fase estacionaria a los 3 dias
aproximadamente en todos los tratamientos, excepto a pH 4,5, en el que no se
observo crecimiento. Cuando el pH del medio se ajusté con acido citrico, se
observo que la poblacién de P. graminis CPA-7 alcanzd la fase estacionaria a los 3
dias en los tratamientos control, a pH 6,0 y a pH 5,5, sin embargo, a pH 5,0
alcanzo la fase estacionaria a los 5 dias. Al igual que a 10 °C, el pH del medio
aumentd a medida que lo hizo la poblaciéon de P. graminis CPA-7, excepto el de
pH4,5.

A 25 °C (Fig. 16) no se observo crecimiento de P. graminis CPA-7 en el tratamiento
a pH 4,5. La poblacion de P. graminis CPA-7 en los medios ajustados con acido
malico (Fig. 16A), la fase estacionaria en los medios ajustados a pH 6,0, 5,5 y 5,0 se
alcanz6 en torno a las 30 h de incubacion. En los tratamientos donde el pH se
ajusto6 con acido citrico (Fig. 16B) se alcanzo la fase estacionaria también en torno
a las 48 h en el tratamiento control, a pH 6,0 y a pH 5,5, sin embargo, a pH 5,0 se
llegd a este punto aproximadamente 50 h tras haber comenzado el ensayo.

El pH del medio aumenté a medida que aumentaba la poblacién de la bacteria
hasta situarse, aproximadamente, a 8,0-8,5 en todos los tratamientos, excepto a
pH 4,5 en el que no se observd crecimiento.
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De los resultados obtenidos se observo que el crecimiento de P. graminis CPA-7,
por lo general, fue mas lento a pH 5,0, independientemente de la temperatura
evaluada y del acido utilizado para ajustar el pH del medio. A pH 4,5 no se
observo crecimiento de P. graminis CPA-7 a ninguna de las condiciones
ensayadas, al igual que no hubo variacion del pH.
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2.3. Curvas de crecimiento de P. graminis CPA-7 en TSB
preparado en una solucion tamponada a 25 °C

Tras observar en el estudio anterior que habia una relacion entre el pH del medio
y el crecimiento de P. graminis CPA-7 se decidi6 estudiar su crecimiento en medio
TSB tamponado a distintos pH comparando con el control (TSB) (Fig. 17).
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Figura 17. Poblacién de P. graminis CPA-7 (log ufc/mL) (A) y valores de pH (B)
inoculado en TSB tamponado e incubado a 25 °C durante 48 h. Los resultados son la
media de 6 valores. Las barras verticales indican la desviacion estindar de la media. Las
letras indican diferencias significativas entre tratamientos para un mismo tiempo de
muestreo de acuerdo con el test de Tukey (P < 0,05).

La poblacion inicial de P. graminis CPA-7 fue de, aproximadamente, 5 unidades
logaritmicas (Fig. 17A). En el caso de la poblacion del tratamiento control (TSB)
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creci6 hasta alcanzar 10 unidades logaritmicas a las 48 h de incubacién a 25 °C. En
el tratamiento a pH 6,0, la poblacién crecié mas lentamente y alcanzé su maximo
a 9 unidades logaritmicas. A diferencia del ensayo anterior, no se observo
crecimiento en pH igual o inferior a 5,5, e incluso tras 30 h la poblacién
disminuy¢ incluso hasta 2 unidades logaritmicas en el caso del tratamiento a pH
4,5.

Con respecto a los valores de pH (Fig. 17B), excepto en los tratamientos control y
a pH 6,0 en los que el pH aumentd ligeramente con respecto a los valores
iniciales, en el resto de tratamientos el pH se mantuvo constante durante todo el

ensayo.

3. Estudio del uso de microorganismos probidticos como
agentes de biocontrol en pera minimamente procesada

Se sabe que existen diversas bacterias acido lacticas que son capaces de controlar
el crecimiento de patdgenos de transmisién alimentaria, si ademas estas estan
referenciadas como probidticas, su efecto en el alimento podria ser doble. Asi, en
este estudio se evalud la capacidad antagonista de dos bacterias probioticas en
pera minimamente procesada: Lactobacillus acidophilus LA-5 y Lactobacillus

rhamosus GG.

Antes de la realizacion del estudio, se evaluo la compatibilidad de L. acidophilus
LA-5 (Fig. 18A) y la de L. rhamnosus GG (Fig. 18B) con la solucién antioxidante
utilizada (20 g/L de AA, 20 g/L de CitNa y 10 g/L de CaClz).
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Figura 18 Poblacién (log ufc/g) de L. acidophilus LA-5 (A) y L. rhamnosus GG (B)
inoculadas en agua (control) o con la solucién antioxidante (AOX). Los resultados son la
media de 3 valores y las barras verticales indican la desviacién estindar de la media. La
ausencia de letras indica que no se encontraron diferencias significativas ni entre
tratamientos en el mismo tiempo de muestreo de acuerdo con test t-Student (P < 0,05), ni

dentro del mismo tratamiento a lo largo del tiempo de acuerdo con el test de Tukey
(P <0,05).

3.1. Efecto antagonista de L. acidophilus LA-5 en condiciones
que simulan una aplicacion comercial sobre S. enterica y
L. monocytogenes en pera minimamente procesada y almacenada a
5,10y 20 °C

Se evalu¢ la efectividad del probidtico L. acidophilus LA-5, aplicado a 108 ufc/mL,
frente a S. enterica y L. monocytogenes en condiciones que simulaban la aplicacion
comercial con la solucién antioxidante (20 g/L de AA, 20 g/L de CitNa y 10 g/L de
CaClz) y envasado en atmosfera modificada pasiva (usando el film PP-110).

Durante la conservacion de la pera minimamente procesada a 5 °C (10 dias), la
poblacién de S. enterica se mantuvo constante, mientras que L. monocytogenes
increment6 su poblacion (Fig. 19A y 19C). Sin embargo cuando la pera se
almacen6 a 10 (Fig. 19B y 19D) y 20 °C (Tabla 16), la poblaciéon de ambos
patdgenos aumentd tanto inoculados solos como en presencia de L. acidophilus
LA-5. Aunque se observaron reducciones de las poblaciones de los patdgenos, la
reduccion de L. monocytogenes después de 6 dias a 5 °C y la de S. enterica después
de 3 y 6 dias a 10 °C fueron menores de 0,5 unidades logaritmicas, de forma que
no se considerd suficiente como para asegurar que el probidtico ejercio efecto de
biocontrol sobre el patégeno.
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Figura 19. Poblacién (log ufc/g) de S. enterica (A y B) y L. monocytogenes (C y D) en
pera minimamente procesada y almacenada a 5 (A y C) y 10 °C (B y D). Los resultados
son la media de 6 valores y las barras verticales indican la desviacion estindar de la media.
Para cada tiempo muestral, letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos de acuerdo con el test t-Student (P < 0,05).

Tabla 16. Poblacion de S. enterica, L. monocytogenes y L. acidophilus LA-5 (log
ufclg) en pera minimamente procesada inoculada solo con los patdgenos (Sal + Lm) o solo
con L. acidophilus LA-5 (LA-5) o en combinacion (Sal + Lm + LA-5) y almacenada a
20 °C durante 2 dias.

Dia S. enterica L. monocytogenes L. acidophilus LA-5
Sal + Lm + Sal + Sal + Lm + Sal + Lm +
Sal + Lm LA-5 Lm LA-5 LA-5 LA-5

0 4,0+04 3,7+0,2 3,5+£0,3 3,5+£0,3 72+03 7,0x02
2 8,0+0,2 7,6+0,2 7,1+0,5 75+0,1 67+04 70+02

Cada valor es la media + la desviacion estdndar de 6 repeticiones.

En el caso de no haber letras, no se observaron diferencias significativas entre distintos
tratamientos del mismo microorganismo el mismo dia de muestreo aplicando el test t-
Student (P < 0,05).
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La poblaciéon de L. acidophilus LA-5 permanecid, aproximadamente, a 7 log ufc/g
durante 10 dias independientemente de la temperatura de conservacién de la
pera (Fig. 20).
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—8—LA-55°C ---¢-- LA-510°C

Figura 20 Poblacion (log ufc/g) de L. acidophilus.LA-5 en pera minimamente procesada
almacenada a 5 y 10 ‘C. No se observaron diferencias significativas en la poblacion de
L. acidophilus LA-5 a ninguna de las temperaturas evaluadas ya estuviera inoculado
solo o en presencia de los patégenos, de forma que los resultados se combinaron. Asi pues,
los resultados expresan la media de 12 wvalores y las barras verticales la desviacion
estandar de esa media.

3.2. Concentracion de gases del espacio de cabeza de los
envases de pera en el estudio con L. acidophilus LA-5

La concentracion de Oz y CO2 del espacio de cabeza de los envases evolucion¢ de

la misma manera en todos los tratamientos (Fig. 21).

A 5°C (Fig. 21A), la concentracion de Oz alcanzé valores de entre un 7,8-8,8 % tras
3 dias de almacenamiento, mientras que a 10 °C (Fig. 21B), descendié mas
rapidamente situdndose en torno al 3,0 % en el mismo dia de muestreo. Por el
contrario, la concentracion de COz se incremento, aunque de forma mas rdpida a
10 °C alcanzando al final del almacenamiento valores de aproximadamente 32,0-
34,0 %, mientras que a 5 °C, los valores maximos alcanzados fueron de 20,9-
21,9 % tras 10 dias de conservacion de la pera minimamente procesada.
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Figura 21. Concentracion (%) Oz y CO: en el espacio de cabeza de los envases de pera
minimamente procesada almacenada a 5 (A) y 10 (B) °C. Los resultados son la media de 6
valores y las barras verticales indican la desviacion estandar de la media. No se observaron

diferencias significativas entre tratamientos en el mismo dia aplicando el test de Tukey
(P <0,05).

3.3. Efectividad de L. rhamnosus GG en condiciones
semicomerciales frente a S. enterica y L. monocytogenes en pera
minimamente procesada a 5 °C

La efectividad de L. rhamnosus GG se evalud en las mismas condiciones que la de
L. acidophilus LA-5.

Tras la inoculacion de la pera minimamente procesada, la poblacién inicial de
S.enterica fue de 3,7 log ufc/g, independientemente de la presencia de
L. rhamnosus GG (Fig. 22A). No se observo efecto antagonista de L. rhamnosus GG,
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ya que no se observaron diferencias significativas después de 3, 6 y 10 dias (3,8
log ufc/g) entre la poblacion del patoégeno inoculado solo o con el probidtico. La
poblacién inicial de L. monocytogenes inoculada sin o con L. rhamnosus GG fue de
3,5 y 3,4 log ufc/g, respectivamente. En el caso de la pera inoculada sin
L. rhamnosus GG, la poblacién de L. monocytogenes se incremento6 progresivamente
durante los 10 dias hasta alcanzar 7,0 log ufc/g. Sin embargo, cuando
L. monocytogenes se inoculé en combinacidn con L. rhamnosus GG, la poblacién del
patégeno aumentd solamente 0,4 unidades logaritmicas tras 10 dias de
almacenamiento (Fig. 22B). No se observo el efecto antagonista del probidtico a
los 3 dias de conservacion. Sin embargo, los valores de reduccion detectados tras
6 dias fueron de 1,8 unidades logaritmicas y de 3,0 unidades logaritmicas después

de 10 dias de almacenamiento.
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Figura 22. Poblacion (log ufc/g) de S. enterica (A) y L. monocytogenes (B) en pera
minimamente procesada almacenada a 5 °C. Los resultados son la media de 6 valores y las
barras verticales indican la desviacion estindar de la media. Para cada tiempo muestral,
letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con el test
t-Student (P < 0,05).
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3.4. Efectividad de L. rhamnosus GG en condiciones
semicomerciales frente a S. enterica y L. monocytogenes en pera
minimamente procesada a 10 °C

La poblacion inicial de Salmonella en la pera minimamente procesada fue de 3,7
log ufc/g, independientemente de si se inocul6 con o sin L. rhamnosus GG. Al cabo
de 10 dias de conservacion a 10 °C, el patogeno crecio hasta 5,5 log ufc/g cuando
se inoculd solo (Fig. 23A). Cuando S. enterica se inoculé en combinacién con
L. thamnosus GG, su poblacion se incrementd después de 3 dias de
almacenamiento, sin embargo empez6 a decrecer y su poblacion se vio reducida
0,5 unidades logaritmicas tras 10 dias de conservacion. Estos datos revelaron una
reduccion de 2 unidades logaritmicas comparando con las peras tratadas con el
patdgeno pero no con el probiodtico.
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Figura 23. Poblacion (log ufc/g) de S. enterica (A) y L. monocytogenes (B) en pera
minimamente procesada almacenada a 10 °C. Los resultados son la media de 6 valores y
las barras verticales indican la desviacién estindar de la media. Para cada tiempo
muestral, letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo
con el test t-Student (P <0,05).
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Tras la inoculacion de la pera, la poblacion de L. monocytogenes inoculada sola o
conjuntamente con L. rhamnosus GG fue de 3,5 and 3,4 log ufc/g (Fig. 23B),
respectivamente. La poblacién de L. monocytogenes inoculada sin L. rhamnosus GG
aumento, aproximadamente, 1,7, 3,2 y 3,5 unidades logaritmicas tras 3, 6 y 10 dias
de almacenamiento a 10 °C, respectivamente, alcanzando una poblacién final de 7
log ufc/g. Sin embargo, cuando el patdégeno se inocul6 junto con L. rhamnosus GG,
su poblacién fluctud entre 3,5 y 4,3 log ufc/g durante los 10 dias, lo cual
represent6 una reduccion de aproximadamente 3 unidades logaritmicas tras 6 y
10 dias al comparar con el tratamiento sin probidtico.

3.5. Efectividad de L. rhamnosus GG en condiciones
semicomerciales frente a S. enterica y L. monocytogenes en pera
minimamente procesada a 20 °C

La poblacioén inicial de S. enterica, tanto inoculada con L. rhamnosus GG como sin
él, fue de 3,7 log ufc/g (Tabla 17).

Tabla 17. Poblacion de S. enterica, L. monocytogenes y L. rhamnosus GG (log ufc/g)
en pera minimamente procesada inoculada con S. enterica y L. monocytogenes o
L. rhamnosus GG (Sal + Lm o L. rham. GG) o en combinacion (Sal + Lm + L. rham. GG)

y almacenada a 20 °C durante 2 dias.

Dia S. enterica L. monocytogenes
Sal +Lm +
Sal + Lm Sal + Lm + L. rham. GG Sal + Lm L. rham. GG

0 3,7+0,1a 3,7+0,1a 3,4+0,Im 3,5+£0,2m

2 7,5+0,2a 55+ 0,4b 7,5+0,1m 4,5+0,In

Cada valor es la media + la desviacion estdndar de la media de 6 repeticiones.

Distintas letras en la misma fila indican diferencias significativas en el mismo tiempo de
muestreo entre los tratamientos del mismo microorganismo con y sin L. thamnosus GG
de acuerdo con el test t-Student (P < 0,05).

Después de 2 dias, la poblacion de S. enterica inoculada sin L. rhamnosus GG se
increment6 3,8 unidades logaritmicas, sin embargo, la poblacién del patégeno
inoculado junto con L. rhamnosus GG mostrdé un aumento de, aproximadamente,
1,8 unidades logaritmicas, lo que signific6 una reducciéon de 2 unidades
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logaritmicas. La poblacion inicial de L. monocytogenes en la pera minimamente
procesada, inoculada sin o con L. rhamnosus GG fue de 3,5 y 3,4 log ufc/g,
respectivamente. La poblacién de L. monocytogenes inoculada sin L. rhamnosus GG
después de 2dias se incrementd rdpidamente hasta situarse 4,5 unidades
logaritmicas por encima del nivel inicial, sin embargo, cuando el patdgeno fue
inoculado junto con L. rhamnosus GG, su poblacién solo aumenté 1,0 unidades
logaritmicas, lo que represento una reduccion de 3,5 unidades logaritmicas.

3.6. Poblacion de L. rhamnosus GG en pera minimamente
procesada

Independientemente de la temperatura de almacenamiento, la poblacién de
L. rhamnosus GG en la pera minimamente procesada se incremento ligeramente
durante el ensayo, fluctuando entre 7,4 y 8,5 log ufc/g. Para cada temperatura, los
resultados de la poblacion de L. rhamnosus GG inoculado con patdgenos o sin
ellos se representaron de forma conjunta, ya que no se observaron diferencias
significativas en la poblaciéon del probidtico inoculado con o sin patogenos (Fig.
24).

L. tham. GG (log ufc/g)

6,0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo de conservacion (dias)

—+— L. rham. GG5°C  ..-m-- L. rham. GG 10°C = & L. rham. GG 20 °C

Figura 24. Poblacion (log ufc/g) de L. rhamnosus GG en pera minimamente procesada
almacenada a 5, 10 y 20 °C. No se observaron diferencias significativas en la poblacion de
L. rhamnosus GG a ninguna de las temperaturas evaluadas ya estuviera inoculado solo o
en presencia de los patdgenos, de forma que los resultados se combinaron. De forma que,
los resultados expresan la media de 12 wvalores y las barras verticales la desviacion
estandar de esa media.

176



Resultados

3.7. Concentracion de gases del espacio de cabeza en los
envases de pera

La concentracién de Oz disminuy6 y la de CO2 aumentd en los envases durante el
tiempo en el que se desarrolld el experimento. La concentracion de O: en las
barquetas almacenadas a 10 °C decrecié rdpidamente de 21,0 % a 2,0 %,
aproximadamente, tras 3 dias de almacenamiento y 0,0 % después de 6 dias de
almacenamiento. Sin embargo, cuando las barquetas se almacenaron a 5 °C, la
concentracion de Oz descendi6 hasta 0,0 % tras 10 dias de almacenamiento (Fig.
25). Se observd un incremento de la concentracion de CO:2 mas acusado en los
envases de pera minimamente procesada almacenada a 10 °C que en la

almacenada a 5 °C.

A
30,0 ~

25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

Concentracion de O, y CO, (%)

0,0

35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0

5,0

Concentracion de O, y CO, (%)

0,0

"

0 2 4 6 8 10

Tiempo de conservacion (dias) a 10 °C

Figura 25. Concentracion (%) Oz y CO: en el espacio de cabeza de los envases de pera
minimamente procesada almacenada a 5 (A) y 10 (B) °C. Los resultados son la media de 6
valores y las barras verticales indican la desviacion estindar de la media. No se observaron

diferencias significativas entre tratamientos en el mismo dia aplicando el test de Tukey
(P <0,05).
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3.8. Evaluacion del efecto de la combinacion de dos agentes de
biocontrol sobre patdgenos de transmision alimentaria en pera
minimamente procesada.

Los resultados obtenidos demostraron que P. graminis CPA-7 fue mas efectiva
frente a S. enterica que a L. monocytogenes y L. rhamnosus GG fue mas efectivo
frente a L. monocytogenes. Es por ello que se evalud la posibilidad de combinarlas.

A 5 °C la poblacion de S. enterica fue de 4,0-4,1 log ufc/g y se mantuvo constante
durante todo el ensayo, no observandose, por tanto, efecto ni de P. graminis CPA-
7 ni de L. rhamnosus GG ni de la combinacion de ambos sobre la poblacién de
S. enterica (Fig. 26A). La poblacion inicial de L. monocytogenes se situd entre 3,7 y
4,1 log ufc/g aumentando mas de 1,5 unidades logaritmicas cuando se inoculd
sola y conjuntamente con P. graminis CPA-7 tras 9 dias de conservacion de la pera
a 5 °C (Fig. 26B). Sin embargo, el efecto el probidtico controlo el crecimiento del
patégeno observandose aproximadamente 1,5 unidades logaritmicas de
reduccion con respecto del control a los 9 dias. Resultados similares se observaron

cuando el patogeno fue inoculado conjuntamente con ambos antagonistas.

A B
7,0

o N
(=3 =]
N
>
>

6,0

&

=1
L
=

*

(=]
L
H®

k)
L

»
=3
L

Poblacion Salmonella (log ufc/g)
£
.

Em ]

-
-

e
= -
e

Poblacion L. monocytogenes (log ufc/g)
o W
(=]
|

0 6 9 0 6 9
Tiempo de conservacién (dias) 5 °C Tiempo de conservacién (dias) 5 °C
" sal ® Lm
Sal + CPA-7 Lm+ CPA-7
B Sal + L. rham. GG " Lm +L. rham. GG
¥ Sal + CPA-7 + L. rham. GG % Lm + CPA-7 + L. rham. GG

Figura 26. Poblacion (log ufc/g) de S. enterica (A) y L. monocytogenes (B) en pera
minimamente procesada almacenada a 5 °C. Los resultados son la media de 6 valores y las
barras verticales indican la desviacion estindar de la media. Para cada tiempo muestral,
letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con el test
de Tukey (P < 0,05).

A 10 °C, la poblacién de S. enterica (Fig. 27A) aumentd durante el ensayo, pero
experimenté una reducciéon de 2,1 unidades logaritmicas cuando se inoculd

conjuntamente con P. graminis CPA-7, de, aproximadamente, 1 unidad
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logaritmica cuando fue inoculada con el probidtico y de 1,1 al inocularla
conjuntamente con ambos antagonistas al final del periodo de conservacion. En el
caso de L. monocytogenes (Fig. 27B) también se vio aumentada su poblaciéon a lo
largo del ensayo alcanzando valores finales cuando se inoculd sola de 6,4 log
ufc/g. Sin embargo cuando se inoculd junto con P. graminis CPA-7 se redujo su
poblacion con respecto del control en 0,7 unidades logaritmicas, aunque en
presencia de L. rhamnosus GG su poblacion se redujo 2,4 y 2,2 unidades

logaritmicas inoculada con ambos microorganismos.
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7,0 A

Poblacién Salmonella (log ufc/g)

Poblacién L. monocytogenes (log ufc/g)
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Sal + CPA-7 Lm+ CPA-7
" Sal + L. rham. GG " Lm +L. rham. GG
® Sal + CPA-7 + L. rham. GG ¥ Lm + CPA-7 + L. rham. GG

Figura 27. Poblacion (log ufc/g) de S. enterica (A) y L. monocytogenes (B) en pera
minimamente procesada almacenada a 10 °C. Los resultados son la media de 6 valores y
las barras verticales indican la desviacion estindar de la media. Para cada tiempo de
muestreo, letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo
con el test de Tukey (P < 0,05).

4. Determinacion del comportamiento de
L. monocytogenes CECT 4032 después de un periodo de
adaptacion en pera minimamente procesada en presencia
de L. rhamnosus GG

Los probidticos, por lo general, pueden modificar la capacidad de virulencia de
los patogenos de transmision alimentaria afectando a la capacidad de adhesion e
invasion en las células del epitelio intestinal. En este estudio se empled

L. monocytogenes CECT 4032 para determinar dicha capacidad en presencia de
L. rhamnosus GG y, ademas, se evalué cémo le afectd, también, la matriz
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alimentaria (pera), la cual presenta un pH de entre 45-50, un CSS de,
aproximadamente, 15 % y una AT de alrededor de 1,4 g acido malico/L.

4.1. Interaccion de L. monocytogenes y L. rhamnosus GG en pera
minimamente procesada a 10 °C

La poblacion inicial de L. rhamnosus GG inoculado solo fue de 8,6 log ufc/g y de
8,7 cuando se inoculdé conjuntamente con L. momnocytogenes (Tabla 18). Estos
valores se mantuvieron practicamente constantes sin diferencias significativas
durante todo el tiempo de almacenamiento de la pera. Por tanto, la viabilidad de
L. rhamnosus GG se mantuvo en la pera minimamente procesada almacenada a 10

°C durante 7 dias.

Tabla 18. Poblacion de L. rhamnosus GG (log ufc/g) inoculado solo en la pera
minimamente procesada (L. rham. GG) o conjuntamente con L. monocytogenes CECT
4032(Lm + L. rham. GG) y almacenada a 10 °C durante 7 dias.

Dia log ufc/g
L. rham. GG Lm + L. rham. GG
0 8,6 £0,1a 8,7+0,1a
7 8,7 +0,2a 8,6 £ 0,2a

Cada valor es la media + la desviacion estandar de 6 repeticiones.

Para cada tiempo de muestreo, las letras diferentes indican diferencias significativas de
acuerdo con el test t-Student (P < 0,05) entre tratamientos.

La poblaciéon inicial de L. monocytogenes CECT 4032 inoculada sola o
conjuntamente con L. rhamnosus GG fue de 6,6 y 6,5 log ufc/g, respectivamente
(Fig. 28). Tras 7 dias de almacenamiento a 10 °C, la poblacion del patégeno
aumentd hasta situarse en 8,4 log ufc/g en las peras tratadas solamente con el
patdgeno. Por el contrario, cuando el patégeno se inoculd con el probidtico
disminuyd aproximadamente 1,8 unidades logaritmicas al final del ensayo. Esto
supuso una reducciéon de 3,7 unidades logaritmicas entre la poblacion de

L. monocytogenes CECT 4032 inoculada sola y conjuntamente con L. rhamnosus GG.
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Figura 28. Poblacién de L. monocytogenes CECT 4032 (log ufc/g) inoculada sola o con
L. rhamnosus GG en pera minimamente procesada y almacenada a 10 °C durante 7 dias.
Para cada tiempo de muestreo, letras diferentes indican diferencias significativas
(P <0,05) entre tratamientos. Cada valor es la media + la desviacion estindar de 6

repeticiones.

4.2. Tolerancia de L. rhamnosus GG a la simulacion digestiva y
su efecto en la supervivencia L. monocytogenes CECT 4032 tras la
simulacion digestiva

La simulacién digestiva de la pera minimamente procesada se llevo a cabo el dia
de la inoculacién de la fruta (dia 0) y después de 7 dias de almacenamiento a 10
°C. En el dia de inoculacién de la pera, la poblaciéon del probidtico, tanto
inoculado solo como con L. monocytogenes CECT 4032, fluctud ligeramente
durante el proceso digestivo (Fig. 29A), observandose una reduccion de
0,2 unidades logaritmicas en ambos casos al final del proceso de simulacion

digestiva.

A los 7 dias de almacenamiento o habituacién (Fig. 29B), se observaron
diferencias significativas entre la poblacion del probiético inoculado solo antes de
la digestion y la poblacién tras la simulacion digestiva, con una reduccion de 0,3
unidades logaritmicas. Sin embargo, en el tratamiento conjunto con

L. monocytogenes CECT 4032, la poblacién se mantuvo constante.

El dia 0, la poblacién del patdgeno antes de la digestion en el tratamiento control
(Lm) y en el tratamiento con el probidtico (Lm + L. rhamnosus GG) fue,
practicamente, la misma (Fig. 29A). Tras la simulacién digestiva, ambas
poblaciones disminuyeron significativamente 0,3 unidades logaritmicas. En
ambos tratamientos la poblacion del patdgeno sigui6 la misma tendencia durante
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la simulacion digestiva, su supervivencia no se vio afectada en la fase oral, pero si

que se vio reducida en la fase gastrica.
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Figura 29. Poblacién de L. monocytogenes CECT 4032 y L. thamnosus GG (log ufc/g)
durante la simulacion digestiva inoculados en pera minimamente procesada el dia del
inicio del ensayo (A) y tras 7 dias de almacenamiento a 10 °C (B). Letras mayuisculas
diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las distintas fases de la
simulacién digestiva dentro del mismo tratamiento. * Indica diferencias significativas
(P <0,05) entre dos tratamientos dentro de la misma fase de la digestion. Cada valor es la

media + la desviacion estindar de la media de 6 repeticiones.

Después de 7 dias de almacenamiento (Fig. 29B), la poblacion inicial de
L. monocytogenes CECT 4032 inoculada sola en la pera minimamente procesada
fue 8,2 log ufc/g, se redujo tras la fase gastrica pero aumento tras la fase intestinal
aproximadamente 1,1 unidades logaritmicas, presentando al final del proceso el
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mismo valor que al inicio. Sin embargo, la poblacién del patégeno se redujo
significativamente en la fase gastrica e intestinal cuando estaba inoculado en la
fruta junto con L. rhamnosus GG. La poblacién inicial de partida fue mucho menor
(4,7 log ufc/g), debido al efecto bioconservante del probidtico durante el
almacenamiento, y tras 4 h de simulacién digestiva la poblacién decrecié de
forma significativa 1,9 unidades logaritmicas. En ambos tratamientos, las células
del patogeno se mantuvieron practicamente constantes después de la fase oral,
pero la fase gastrica, la poblacién disminuy6. De esta manera, la tasa de
supervivencia de L. monocytogenes CECT 4032 fue del 94 % cuando se inoculo sola

y del 59 % cuando se inoculd conjuntamente con el probiotico.

4.3 Evaluacion de la capacidad de adhesion de L. rhamnosus
GG tras un periodo de adaptacion en pera minimamente
procesada a 10 °C

La capacidad de adhesién del probiotico es interesante porque es una de las
caracteristicas que hacen que estas bacterias compitan con los patdgenos de
transmisidon alimentaria. Esta se determind en el momento inicial del ensayo y

tras haber estado habituandose 7 dias en una matriz alimentaria acida (pH 4,5-
5,0).

El dia de la inoculacion (sin habituacion) L. rhamnosus GG mostrd un alto indice
de adhesién a las células Caco-2 después de haber estado expuesto a la
simulacion digestiva con valores de, aproximadamente, un 82% (Fig. 30). No se
observaron diferencias significativas entre el indice de adhesion del patégeno
inoculado solo en la pera minimamente procesada e inoculado junto con el
patdgeno. Los valores de adhesion del probidtico permanecieron constantes
después de 7 dias de almacenamiento a 10 °C.
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Figura 30. Indices de adhesion (% log ufc/g) de L. thamnosus GG a las células Caco-2
inoculado solo en la pera minimamente procesada (L. vham. GG) o conjuntamente con
L. monocytogenes CECT 4032 (Lm + L. rham. GG) y almacenada a 10 °C durante 7
dias. No existen diferencias significativas entre de L. thamnosus GG inoculada solo o
con L. monocytogenes CECT 4032. Distintas letras mayiisculas indican diferencias
significativas (P < 0,05) en el tratamiento L. rhamnosus GG a lo largo del tiempo de
almacenamiento de la pera. Letras miniisculas diferentes indican diferencias significativas
en el tratamiento Lm + L. rhamnosus GG a lo largo del tiempo de almacenamiento. Cada

valor es la media + la desviacion estdndar de 8 repeticiones.

4.4. Evaluacién de la capacidad de adhesion e invasion de
L. monocytogenes CECT 4032 tras un periodo de adaptacion en
pera minimamente procesada a 10 °C

En este estudio, se evalud el efecto de L. rhamnosus GG en la capacidad de
adhesion e invasion de L. monocytogenes CECT 4032 (serovar 4b) inoculados en
pera minimamente procesada, almacenada a 10 °C y después de la exposicion a
una simulacién digestiva in vitro a diferentes tiempos de muestreo (0 y 7 dias)
(Fig. 31).
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Figura 31. Indices de adhesion e invasion (% log ufc/g) de L. monocytogenes CECT
4032 inoculada sola o con L.rhamnosus GG. Distintas letras mayiisculas indican
diferencias significativas (P < 0,05) en el tratamiento Lm a lo largo del tiempo de
almacenamiento de la pera. Letras mintisculas diferentes indican diferencias significativas
en el tratamiento Lm + L. thamnosus GG a lo largo del tiempo de almacenamiento. *
Indica diferencias significativas entre los dos tratamientos diferentes en cada tiempo
muestral. Cada valor es la media + la desviacion estandar de 10 repeticiones.

El dia del inicio del ensayo, no se observaron diferencias significativas entre los
valores de adhesidon de L. monocytogenes inoculada sola o conjuntamente con
L. rhamnosus GG, mostrando unos indices de adhesion de 70,0 y 62,2 %,
respectivamente. Tras 7 dias de almacenamiento, el indice de adhesion del
patogeno inoculado solo aumenté de forma significativa hasta un 79,2 % durante
el periodo de conservacion a 10 °C (habituacion), pero la presencia del probiético
redujo de manera significativa la capacidad de adhesion a las células Caco-2 del
patdgeno hasta un 36,7 % con respecto a los valores obtenidos el dia del inicio del

ensayo, en el que este indice disminuyé cuando el patdgeno estaba en presencia
de L. rhamnosus GG.

Con respecto a la capacidad de invasion de L. monocytogenes CECT 4032 en las
células Caco-2, se observaron diferencias significativas entre el dia 0 y el dia 7. El
dia del inicio del ensayo, los indices de invasion fueron de 29,5 % y 6,2 % cuando
el patogeno se inoculd solo o en presencia del probidtico, respectivamente. Los
valores obtenidos de la capacidad de invasion del patégeno inoculado junto con
L. rhamnosus GG estuvieron por debajo del indice de deteccion del
microorganismo (2,5 log ufc/g). Después de 7 dias de almacenamiento el indice de
invasion de L. monocytogenes CECT 4032 aument6 hasta un 46,9 %, pero la
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presencia del probidtico lo redujo significativamente hasta un 12,8 %, en las
muestras inoculadas con el probidtico y, en las muestras inoculadas solamente
con el patogeno.

5. Evaluacion de la capacidad antagonista de los agentes
de biocontrol y su efecto en la calidad de la pera
minimamente procesada tratada o no con CaCl: en
poscosecha

Segtin se ha indicado anteriormente, el tratamiento de la fruta con CaCl: después
de la cosecha puede mantener la calidad de la fruta durante su conservacion.
Ademas, una de las propiedades que ha de cumplir el cultivo bioconservante es
que no afecte a la calidad del producto. Por tanto, el siguiente paso fue evaluar el
efecto de P. graminis CPA-7 y L. rhamnosus GG en la calidad de la pera
minimamente procesada en condiciones que simulaban la aplicaciéon comercial, es
decir, con la solucién antioxidante y el film seleccionados de los resultados
anteriores. La conservacion de la pera minimamente procesada se llevo a cabo a

5 °C (temperatura 6ptima de conservacion de productos de IV gama).

5.1. Efecto de P. graminis CPA-7
5.1.1. Poblacion de los microorganismos en pera minimamente
procesada conservada a 5 °C

Los tratamientos realizados en pera que habia sido tratada o no con CaClz2 en
poscosecha fueron los siguientes:

(a) Control (solucién antioxidante sin inocular)
(b) Sal + Lm (a 105 ufc/mL cada microorganismo)
(c) CPA-7 (a una concentracion de 107ufc/mL)

(d) Sal + Lm + CPA-7 (los patégenos a una concentracion de 10° y P. graminis
CPA-7 a 107ufc/mL)

Con respecto a la poblacion de S. enterica (Fig. 32A), no se observaron diferencias
significativas entre las poblaciones del patdgeno en el tratamiento b (sin
P. graminis CPA-7) en las peras no tratadas o tratadas con CaCl2 después de la
cosecha, de la misma manera que tampoco se observaron diferencias
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significativas entre las poblaciones del tratamiento d (con P. graminis CPA-7). La
poblacién inicial del patdgeno fue de 3,4 log ufc/g, independientemente de si las
peras fueron tratadas con CaClz y de la presencia de P. graminis CPA-7. En todos
los tratamientos, la poblacién del patégeno disminuyd aproximadamente 0,5
unidades logaritmicas al final del ensayo (9 dias de almacenamiento a 5 °C). Se
observaron diferencias significativas entre los valores de poblacién iniciales y
finales. Sin embargo, los resultados obtenidos no revelaron efecto antagonista de

P. raminis CPA-7 frente a S. enterica en las condiciones ensayadas.
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Figura 32. Poblacion (log ufc/g) de S. enterica (A) y L. monocytogenes (B) en la pera
minimamente procesada almacenada a 5 °C. Los resultados representan la media de 3
valores. Las barras verticales indican la desviacion estdndar de la media. Las diferentes
letras mayiisculas indican diferencias significativas dentro del mismo tratamiento a lo
largo del tiempo de almacenamiento de acuerdo con el test de Tukey (P < 0,05). Letras
mintisculas diferentes indican diferencias entre tratamientos en las peras tratadas o no
con CaClz el mismo dia de muestreo de acuerdo con el test de Tukey con un nivel de
significacion de P < 0,05. * indica diferencias entre el tratamiento del patégeno con o sin
P. graminis CPA-7 de acuerdo con el test t-Student (P < 0,05).
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La poblacion inicial de L. monocytogenes en todos los tratamientos tuvo valores de
entre 2,8 y 3,0 log ufc/g (Fig. 32B). Se compar¢ la poblacion de L. monocytogenes en
los mismos tratamientos y entre peras tratadas y no tratadas con CaClz en la
poscosecha y no se obtuvieron diferencias significativas, excepto después de 2y 6
dias de almacenamiento en los que la poblacién de L. monocytogenes fue distinta
en las peras tratadas o no con CaClx. La poblacién del patdégeno inoculado solo
(tratamientos b) aumentd hasta alcanzar, tras 9 dias a 5 °C, valores similares en
las frutas tratadas o no con CaCl: (5,6 log ufc/g en pera minimamente procesada
tratada después de la cosecha con CaClz y 5,7 log ufc/g en pera no tratadas). En
las peras tratadas con P. graminis CPA-7, la poblacion final de L. monocytogenes fue
de 4,7 log ufc/g en pera minimamente procesada tratada con CaClz después de la
cosecha y 4,9 log ufc/g en pera no tratada. Tras 9 dias de almacenamiento a 5 °C,
se observaron diferencias significativas entre la poblacién de L. monocytogenes
inoculada sola (tratamiento b) e inoculada conjuntamente con P. graminis CPA-7
(tratamiento d) en ambos casos, observandose una reduccion de,
aproximadamente, 1 unidad logaritmica. Por tanto, el tratamiento con CaClz2 no
afect6 a la efectividad del antagonista.

Las poblaciones iniciales de P. graminis CPA-7 en el tratamiento c (Fig. 33) fueron
de 5,6 y 5,5 log ufc/g, en los gajos de pera procedentes de la pera no tratada o
tratada con CaCl: después de la cosecha, respectivamente. Ambas poblaciones
incrementaron tras 9 dias de almacenamiento hasta alcanzar 6,6 y 7,1 log ufc/g,
respectivamente. Sin embargo, la poblacién en la pera minimamente procesada
tratada con CaCl: tras la cosecha, experimenté un incremento mas rapido que la
poblacién en las peras no tratadas con CaClz. La poblacion de P. graminis CPA-7
fue significativamente mayor en las peras tratadas con CaClz y tras 2 y 9 dias de
almacenamiento de la pera a 5 °C. Sin embargo, esta mayor poblacion del
antagonista en las peras con CaClz no se tradujo en un aumento de su efectividad.
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Figura 33. Poblacién (log ufc/g) de P. graminis CPA-7 en la pera minimamente
procesada almacenada a 5 °C. Los resultados representan la media de 3 valores. Las barras
verticales indican la desviacion estindar de la media. Las diferentes letras maytisculas
indican diferencias significativas dentro del mismo tratamiento a lo largo del tiempo de
almacenamiento de acuerdo con el test de Tukey (P < 0,05). Letras miniisculas diferentes

indican diferencias entre tratamientos el mismo dia de acuerdo con el test t-Student
(P <0,05).

5.1.2. Analisis fisico-quimicos

5.1.2.1. Evolucién de la concentracion de oxigeno v diéxido de carbono del

espacio de cabeza de los envases

La concentracion de O: descendio desde valores de 21,0 % hasta situarse en
valores de entre 12,6-14,6 % tras 9 dias de conservacion a 5 °C (Fig. 34), si bien, el
consumo mas acusado se produjo durante los 2 primeros dias. La concentracién
de CO:2 se increment6 durante el ensayo hasta alcanzar valores de entre 7,8-9,7 %.
Las muestras de pera minimamente procesada provenientes de peras tratadas con
CaClz después de la cosecha, registraron valores mas altos de la concentracion de
CO2 y valores mas bajos de Oz (9,7 % sin P. graminis CPA-7 y 9,3 % con P. graminis
CPA-7; 12,6 % sin P. graminis CPA-7 y 13,0 % con P. graminis CPA-7) que las no
tratadas con el CaCl: (7,9 % sin P. graminis CPA-7 y 7,8 % con P. graminis CPA-7;
14,6 % sin P. graminis CPA-7 y 14,3 % sin P. graminis CPA-7). Sin embargo, solo se
observaron diferencias significativas en la concentracion de CO:y tras 2 dias de
almacenamiento a 5°C. La aplicacion de la cepa P. graminis CPA-7 no causd

diferencias en la concentracion de Oz y CO: en el interior de los envases.
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Figura 34. Concentracion (%) de Oz y CO: dentro de las barquetas de pera minimamente
procesada almacenadas a 5 °C. Los resultados son la media de 3 valores y las barras
verticales indican la desviacion estindar de dicha media. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos a ese tiempo de muestreo de acuerdo con el
test de Tukey (P < 0,05). En el caso de haber letras no se observaron diferencias

significativas.

5.1.2.2. Contenido en sdlidos solubles v acidez titulable

Para determinar si la aplicaciéon de P. graminis CPA-7 influia en la calidad fisico-
quimica de la pera minimamente procesada, se compard el tratamiento control
(sin P. graminis CPA-7) y el de P. graminis CPA-7. El contenido en solidos solubles
(CSS) fluctud entre 13,0 y 14,8 °Brix durante el ensayo (Fig. 35A). En las muestras
de pera tratada con CaClz después de la cosecha, los valores de este pardmetro
fueron mas altos, excepto el dia del inicio del ensayo. El CSS de la pera
minimamente procesada del tratamiento control tratadas con CaCl: tras la
cosecha (Ca Control) fue significativamente mayor que el del resto de
tratamientos a cualquier tiempo de muestreo, excepto el dia 6. El CSS aumentd
durante el ensayo excepto en las peras tratadas con P. graminis CPA-7 y no
tratadas con CaCl: (CPA-7), en el que este parametro comenz6 a descender
transcurridos 6 dias desde el inicio del ensayo.
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Con respecto a la acidez titulable (AT) no se observaron diferencias significativas
el dia del ensayo entre los tratamientos, con valores de acidez de 1,8-2,0 g acido
malico/L (Fig. 35B). Los valores de AT de las muestras tratadas con CaClz fueron
bastante similares entre ellos a los 2, 6 y 9 dias, independientemente de la
presencia o no de P. graminis CPA-7. A los 6 y 9 dias, la AT de las muestras vario
ligeramente, excepto en las peras tratadas con P. graminis CPA-7 y no tratadas con
CaCl2 (CPA-7) tras la cosecha, en las cuales este valor disminuyd de manera
significativa. Al final del ensayo (9 dias) los valores de AT en cada uno de los
tratamientos fue menor que el obtenido inicialmente.

A 15,0

Ba Ba

CSS (°Brix)

Tiempo de conservacion (dias) a 5 °C

M Control M Ca Control CPA-7 B CaCPA-7

AT (g malico/L)

Tiempo de conservacion (dias) a5 °C

Figura 35. Contenido en solidos solubles (°Brix) (A) y acidez titulable (¢/L) (B) de la pera
minimamente procesada almacenada a 5 °C. Los valores mostrados son la media de 3
repeticiones + la desviacion estindar de la media. Letras maytisculas diferentes indican
diferencias dentro del mismo tratamiento a lo largo del ensayo aplicando el test de Tukey
(P < 0,05). Letras minvisculas diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos a cada tiempo analizado aplicando el test de Tukey (P < 0,05).
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5.1.2.3. Concentracion de etanol v acetaldehido

La concentracion inicial de etanol fue aproximadamente de entre 67-70 ppm en la
pera minimamente procesada tratada con CaCl: en la poscosecha,
independientemente de la presencia de P. graminis CPA-7 y de entre 40-48 ppm
en las muestras no tratadas con CaClz, aunque no se observaron diferencias
significativas entre los 4 valores (Fig. 36A). A los 6 dias de almacenamiento, la
concentracion de etanol de las peras control tratadas con CaClz y sin P. graminis
CPA-7 fue de 175 ppm, significativamente mayor que la del resto de los
tratamientos. La concentracion etanol fue aumentando progresivamente a medida
que avanzaba el tiempo de conservacion de la pera hasta situarse entre 149-180
ppm en la pera tratada con CaCl: en la poscosecha independientemente de la

presencia de P. graminis CPA-7 y de entre 95-192 ppm en las muestras no tratadas
con CaCl..

La concentracién inicial de acetaldehido fue de entre 3-4 ppm sin observarse
diferencias significativas entre los 4 tratamientos en el mismo dia de analisis, ni
en los valores del mismo tratamiento a lo largo del ensayo. Tras 9 dias de
conservacion de la pera minimamente procesada a 5 °C, las concentraciones se
mantuvieron sin diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 36B). Por
tanto, la aplicacion de P. graminis CPA-7 en pera cortada no afecté a la

concentracion de etanol y acetaldehido.

192



Resultados

A 250 -

= — N
o a1 =1
S S S

Concentracion de etanol (ppm)
a1
(=}

0 2 6 9

Tiempo de conservacion (dias) 5 °C

B Control M Ca Control CPA-7 B CaCPA-7

[
S @ > (%)) [e2} N o] o o
Il

Concentracion de acetaldehido (ppm)

[

(=]

0 2 6 9
Tiempo de conservacion (dias) 5 °C

B Control M Ca Control CPA-7 ECaCPA-7

Figura 36. Concentracion (ppm) de etanol (A) y acetaldehido (B) producidos en la pera
minimamente procesada almacenada a 5 °C. Los resultados son la media de 3 valores y las
barras verticales indican la desviacién estdndar de la media. Diferentes letras mayiisculas
indican diferencias significativas dentro del mismo tratamiento a lo largo del tiempo de
almacenamiento de acuerdo con el test de Tukey (P < 0,05). Cuando las letras miniisculas
son diferentes, significa que se encontraron diferencias significativas entre tratamientos

en el tiempo de muestreo aplicando el test de Tukey (P < 0,05).

5.1.2.4. Efecto de P. g¢raminis CPA-7 en las emisiones de compuestos

volatiles en pera minimamente procesada

Las Tablas 19 y 20 muestran las concentraciones medias de los compuestos
volatiles en pera “Conference” minimamente procesada tratada o no con CaCls,

respectivamente, antes de su conservacion (0 d) y después de 2y 6 dias a 5 °C. Se
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identificaron y cuantificaron un total de 43 compuestos en la fracciéon volatil
emitida en las barquetas con la fruta minimamente procesada (25 ésteres, 10
alcoholes, 4 aldehidos, 1 terpenos, 2 cetonas y 1 acido). Cabe destacar que, en
general, a los 6 dias de conservacion de la pera minimamente procesada a 5 °C,
las muestras del tratamiento de P. graminis CPA-7 tratadas con CaCl: en la
poscosecha presentaron valores significativamente menores de alcoholes (excepto
el 3-metil-2-butanol, que en su caso present6 valores mas altos) y, por lo general,
las no tratadas con CaCl2 en poscosecha presentaron valores mayores de
alcoholes en presencia de la bacteria (excepto de etanol, 3-metil-2-butanol y 1-
pentanol). Con los aldehidos ocurrié algo similar, en las peras tratadas con CaCl
en la poscosecha y con P. graminis CPA-7 la concentracién fue menor que en las
no tratadas con P. graminis CPA-7. Por el contrario, en las muestras no tratadas
con CaClz en la poscosecha y con P. graminis CPA-7 la concentracion de aldehidos
fue mayor, excepto la de el acetaldehido, la cual fue mas baja en las muestras con
P. graminis CPA-7. El acido acético disminuyd en las peras tratadas con CaCl2 y en
presencia de P. graminis CPA-7 al final del ensayo, sin embargo, en las peras no
tratadas con CaClz y en la presencia de P. graminis CPA-7 este compuesto fue
significativamente mayor que en las peras tratadas con la bacteria al final del
ensayo. Aunque al inicio del ensayo el a-farneseno fue significativamente mayor
en las peras tratadas con P. graminis CPA-7, independientemente de si fueron
tratadas o no con CaClz en la poscosecha, al final del ensayo se observé que la
concentracion en las peras tratadas con la bacteria y con CaCl2 fue
significativamente menor que en las no tratadas con P. graminis CPA-7 y
significativamente mayor en las peras tratadas con la bacteria my en ausencia del
tratamiento de CaCl2 en la poscosecha. En cuanto a los ésteres, se pudo observar
que, al final del ensayo, el acetato de butilo, present6 valores mas altos en la pera
minimamente procesada tratada con la bacteria y con CaClz en la poscosecha. Sin
embargo, se detectaron concentraciones mas bajas de otros ésteres como son el
acetato de hexilo y el acetato de propilo en las peras tratadas con P. graminis CPA-
7y con CaClz en la poscosecha.

Como existen multiples variables y gran cantidad de compuestos analizados, para
explorar la influencia de la cepa antagonista de P. graminis CPA-7, asi como del
tratamiento con CaCl: y el periodo de conservaciéon a 5 °C, una vez la pera fue
minimamente procesada, se realizé un andlisis de componentes principales sobre
los compuestos volatiles emitidos por esta. Con el objetivo de evaluar posibles
relaciones entre la poblacion de cepa P. graminis CPA-7 (variable Y) y un conjunto
de variables potencialmente explicativas (variables X) que incluyeron Ila

concentracion de los compuestos volatiles emitidos por las peras, se desarrollé un

194



Resultados

modelo de regresion de minimos cuadrados parciales (PLSR). Para mejorar la
diferenciacién entre las muestras control y las tratadas con P. graminis CPA-7, las
muestras del dia O (inicio del ensayo) se excluyeron del andlisis, pues el
antagonista acababa de aplicarse en la fruta y no habia iniciado su metabolismo.
En el andlisis se incluyeron todas las muestras, aquellas tratadas (Ca) o no con
CaClz (CK), ademas de las muestras con (CPA7) y sin tratamiento con P. graminis
CPA-7 (No CPA7) mantenidas durante 2 y 6 dias a 5 °C una vez procesadas. En
consecuencia, se realizé un analisis PLSR que incluia 8 muestras y 43 compuestos
volatiles (Fig. 37). La validacion mostré que dos factores PLS fueron relevantes en
el modelo. Segtin este modelo, hasta el 98 % de la variabilidad en las muestras fue
explicada por las emisiones de compuestos voldtiles (Fig. 37). Este analisis
permitio dividir las muestras en dos grupos claramente diferenciados. Por un
lado, aquellas tratadas con P. graminis CPA-7 se situaron mas en el lado derecho
de PC1, que explicd por si solo el 95 % de la varianza total, en comparacién con
las muestras control que se situaron en el lado izquierdo del PC1 (Fig. 37A). La
figura de loadings (Fig. 37B), correspondiente a la distribucién de las variables
analizadas, mostrd que las muestras tratadas con P. graminis CPA-7, se asociaron
principalmente con mayores concentraciones de 1-hexanol, como alcohol y de
acetato de (Z)-2-hexenil acetato, como éster. No se observd una clara influencia de
los compuestos volatiles sobre la diferenciaciéon de las muestras tratadas con

calcio y las no tratadas.

La Figura 38 muestra los coeficientes de regresion entre la poblacion de
P. graminis CPA-7 y los compuestos volatiles analizados. En esta figura se
observan los compuestos volatiles que tienen mas relacion con P. graminis CPA-7.
Asi, por ejemplo, se observa que la aplicacion de P. graminis CPA-7 influyd
positivamente en la concentracion de ésteres como el acetato de metilo, el acetato
de 3-metilbutilo, el acetato de pentilo, el acetato de (Z)-2-hexenilo, el butanoato de
2-metilpropilo y el hexanoato de butilo, con alcoholes entre los que se encuentran
el 3-metil-2-butanol, el 1-butanol, el 2-metil-1-butanol, el 1-hexanol y el(E)-2-

hexen-1-ol, un aldehido (hexanal) y con la acetona.
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Figura 38. Coeficientes de correspondientes al modelo PLSR para la poblacion de P. graminis CPA-7 comparando con la emision de

compuestos voldtiles.
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5.2. Efecto de L. rhamnosus GG

5.2.1. Poblacion de los microorganismos en pera minimamente
procesada conservada a 5 °C

De forma similar a lo que se hizo con P. graminis CPA-7, se determin¢ el efecto de
L. rhamnosus GG sobre la calidad de la pera minimamente procesada que,
previamente, habia sido tratada o no con CaClz en poscosecha. Los tratamientos
utilizados fueron los siguientes:

(a) Control (solucion antioxidante sin inocular)
(b) Sal + Lm (a 10° ufc/mL cada microorganismo)
(c) L. rhamnosus GG (a una concentracion de 108 ufc/mL)

(d) Sal + Lm + L. rhamnosus GG (a una concentracion de 105 los
microorganismos patogenos y 108 ufc/mL el probiotico)

Al analizar los resultados, se observd que no existian diferencias significativas
entre las poblaciones de los microorganismos (S. enterica, L. monocytogenes y
L. rhamnosus GG) en la pera minimamente procesada tratada o no con CaClz

después de la cosecha. Por tanto, los resultados se combinaron.

La poblacidn inicial de S. enterica en la pera minimamente procesada fue de 3,8
log ufc/g tanto en el tratamiento sin el probiodtico, como en el tratamiento con el
probiotico (Fig. 39A). Tras los 9 dias de almacenamiento a 5 °C, la poblacién del
patégeno se mantuvo practicamente constante. Debido a que no se observaron
diferencias significativas entre la poblacion de S. enterica del tratamiento control
(Sal) y el tratamiento con el probidtico (Sal + L. rhamnosus GG), se demostro que
L. rhamnosus GG no tiene efecto bioconservante frente a S. enferica en las

condiciones del ensayo.

Como ya se habia demostrado anteriormente, L. monocytogenes aumentd su
poblacion a 5 °C (Fig. 39B) en la pera minimamente procesada en las condiciones
ensayadas. Tras la inoculacion de la fruta, la poblacién del patdgeno fue de 3,5 log
ufc/g, tanto inoculado con el probidtico como no inoculado conjuntamente. Tras 2
dias de almacenamiento, la poblacion de L.monocytogenes inoculada sin
L. rhamnosus GG comenzd a aumentar hasta alcanzar 5,8 log ufc/g al final del
ensayo. Sin embargo, la poblacién de L. monocytogenes del tratamiento con el
probidtico solo aument6 0,5 unidades logaritmicas, aproximadamente. No se
observé el efecto de L. rhamnosus GG sobre L. monocytogenes a los 2 dias de
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almacenamiento, pero si se observaron diferencias significativas entre los dos
tratamientos a los 6 y 9 dias de almacenamiento, con una reducciéon de la
poblacién de 1,1 y 1,8 unidades logaritmicas, respectivamente.

A
7,00 A

6,00 -
5,00 -
400 g Pt} ot ]

3,00 Ha a a a

(log ufc/g)

2,00 A

Poblacion Salmonella

1,00 A —e— Sal

0,00 : : : : . --e--Sal + L. rham. GG

0 2 4 6 8 10

Tiempo de conservacion (dias) a 5 °C

7,00 1
6,00
5,00
4,00

(log ucf/g)

3,00
2,00 4

1,00 + —e—Lm

Poblacion L. monocytogenes

--e--Lm + L. rham. GG

0,00 T T T T |
0 2 4 6 8 10

Tiempo de conservacion (dias) a 5 °C

Figura 39. Poblacién (log ufc/g) de S. enterica (A) y L. monocytogenes (B) inoculadas
solas o inoculadas conjuntamente con L. rhamnosus GG en pera minimamente procesada
almacenada a 5 °C. Los resultados muestras la media de 12 valores. Las barras verticales
indican la desviacion estindar de la media. Para cada tiempo de muestreo, diferentes letras
indican diferencias significativas entre tratamientos de acuerdo con el test t-Student (P <
0,05).

La poblacion inicial de L. rhamnosus GG cuando se inoculé solo en la pera
minimamente procesada fue de 7,6 log ufc/g, y en caso de estar inoculado con los
patdgenos de 7,7 log ufc/g (Fig. 40). Al final del ensayo (9 dias), la poblacion del

probidtico inoculado solo permanecié practicamente constante, sin embargo,
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cuando se inoculd con los patdgenos aunque su poblacion aumentd 0,2 unidades
logaritmicas no fue estadisticamente significativo.

9,00 ~

o 8,50 -

O 800, a a a

S @-=-——==== === e femm == === -¢

S® 750 &— | ¥ *

Y8 a a a a

~ B 4

= w /00

g2

g = 650 1

2

& 6,00
5,50 —e—L. rham. GG
5,00 T . . : , --e=--Sal+Lm + L. rham. GG

0 2 4 6 8 10

Tiempo de conservacion (dias) a 5 °C

Figura 40. Poblacién de L. rhamnosus GG (log ufc/g) inoculado solo o inoculado junto
con los patégenos en pera minimamente procesada y almacenada a 5 °C. Los resultados
muestran la media de 12 valores. Las barras verticales representan la desviacion estdndar
de la media. Para cada tiempo de muestreo, las letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos de acuerdo con el test t-Student (P < 0,05).

5.2.2. Andlisis fisico-quimicos

5.2.2.1. Evolucién de la concentracion de oxigeno v didéxido de carbono del
espacio de cabeza de los envases

La concentracion de Oz descendid drasticamente de 21,0 % a, aproximadamente,
10,0 % en los 2 primeros dias de almacenamiento y alcanz6 valores de 0,0 % tras 6
dias de almacenamiento, manteniéndose este valor hasta el final del ensayo (Fig.
41). No se observaron diferencias significativas entre las barquetas con pera
tratada con L. rhamnosus GG y las barquetas con pera no tratada con el probidtico.
La concentracion de COz se incrementd rdpidamente hasta 19,5 % en las peras no
tratadas con el probidtico y hasta 22,0 % en las peras tratadas con L. rhamnosus
GG al final del ensayo, observandose diferencias significativas entre ambos
tratamientos.
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Concentracién de O, and CO, (%)
=
o
o

0,0 T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo de conservacion (dias) a 5 °C

—e—Control_O, Control_CO, —@—L. rham. GG_O, —@—L. rham. GG_CO,

Figura 41. Concentracion (%) de Oz y CO: del espacio de cabeza de los envases a lo largo
del tiempo de almacenamiento a 5 °C. Los resultados expresan la media de 12 valores. Las
barras wverticales muestran la desviacion estindar de la media.* Indica diferencias

significativas entre tratamiento para cada tiempo muestral de acuerdo con el test t-
Student (P < 0,05).

5.2.2.2. Contenido de s6lidos solubles v acidez titulable

El CSS y la AT de los gajos de pera se determinaron en el tratamiento control (sin
microorganismos) y en el tratamiento con L. rhamnosus GG (Fig. 42). Los valores
iniciales de CSS se situaron entre 13,1 y 13,4 °Brix, y practicamente se
mantuvieron constantes durante el ensayo. En cuanto a la AT, los valores se
encuadraron entre 1,7 y 2,1 g acido malico/L, también permanecieron,
practicamente, constantes durante el almacenamiento, aunque no siguieron una
tendencia clara.
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Figura 42. Contenido en solidos solubles (°Brix) (A) y acidez titulable (g/L) (B) de la pera
minimamente procesada almacenada a 5 °C Los valores mostrados son la media de 6
repeticiones * la desviacion estindar de la media. Letras mayiisculas diferentes indican
diferencias significativas dentro del mismo tratamiento a lo largo del ensayo aplicando el
test de Tukey (P < 0,05). Letras miniisculas diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos a cada tiempo analizado aplicando el test de Tukey (P <0,05).

5.2.2.3. Concentracién de etanol v acetaldehido

La determinacién de estos dos compuestos es importante desde el punto de vista
de calidad, ya que pueden aportar sabores y olores indeseables. Como ademas el
probidtico puede tener metabolismo fermentativo, es clave determinarlos durante

la conservacion.
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No se observaron diferencias significativas en las concentraciones de etanol y
acetaldehido entre las peras minimamente procesadas tratadas o no con CaClz
después de la cosecha, de forma que los datos se combinaron para ser
representados. La concentracion inicial de etanol fue, aproximadamente, de 109
ppm en la pera minimamente procesada no tratada con el probiotico y de 77 ppm
en las muestras tratadas, aunque sin diferencias significativas entre ambos valores
(Fig. 43A). La concentracion de etanol aumentd de forma muy significativa
durante la conservacién. Asi, en la pera minimamente procesada no tratada con
L. rhamnosus GG, la concentracién de etanol al final del ensayo se situd en 600
ppm, aproximadamente, y en la pera tratada con el probiotico alcanzé 740 ppm,
sin diferencias significativas entre ambos tratamientos.

A

900 1 a
800 -

a
700
600
500
400
300 - : 2
200
a a a 3 B Control

100 j . - & B L rham. GG

O m

0 2 6 9

Tiempo de conservacion (dias) a5 °C

Concentracion de etanol (ppm)

30 q

o

25 4
20 A

a
15 A a
a
10 A a a
a
0 =
0 2 6

Tiempo de conservacion (dias) a5 °C

Concentracion de acetaldehido
(ppm)

Figura 43. Concentracion (ppm) de etanol (A) y acetaldehido (B) producidos en la pera
minimamente procesada almacenada a 5 °C en presencia o no de L. thamnosus GG. Los
resultados representados son la media de 6 wvalores. Las barras verticales indican la
desviacion estindar de la media. Las letras distintas indican diferencias significativas
entre tratamientos de acuerdo con el test t-Student (P < 0,05).
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La concentracion inicial de acetaldehido fue de 7 y 6 ppm en peras no tratadas y
tratadas con L. rhamnosus GG, respectivamente (Fig. 43B). Tras los 9 dias de
almacenamiento de la pera minimamente procesada a 5 °C, la concentracion
aumento hasta 18 ppm en las muestras no tratadas con el probidtico y hasta 21
ppm en las tratadas. No se observaron diferencias significativas entre los dos

tratamientos.

Por tanto, el incremento en ambos compuestos no pudo atribuirse a la aplicacién

del probidtico.

5.2.2.4. Efecto de L. rhamnosus GG en las emisiones de compuestos
volatiles en pera minimamente procesada

Se analizo el efecto de la cepa probidtica en los compuestos volatiles emitidos en
la pera minimamente procesada. Se identificaron y cuantificaron un total de 46
compuestos en la fraccion volatil emitida en las barquetas con la fruta
minimamente procesada (27 ésteres, 10 alcoholes, 4 aldehidos, 2 terpenos, 2
cetonas y 1 acido) (Tablas 21 y 22).

Con el objetivo de evaluar la posible relaciéon entre la poblacién de L. rhamnosus
GG (Variable Y) y el conjunto de las variables potencialmente explicativas
(Variables X), entre las que se incluyeron los compuestos volatiles emitidos, se
realiz6 un modelo de regresion de minimos cuadrados parciales (PLSR). Para
mejorar la diferenciacién entre las muestras control y las tratadas con
L. rhamnosus GG, las muestras del dia 0 (inicio del ensayo) se excluyeron del
analisis, ya que el probidtico acababa de aplicarse en la fruta y no habria iniciado
su metabolismo. Consecuentemente, el PLSR se desarrolld incluyendo 12
muestras y 57 variables (46 compuestos volatiles y el total de la emision de las
diferentes familias de acetatos, propanoatos, butanoatos, pentanoatos,
hexanoatos, octanoatos, alcoholes, aldehidos, terpernos, cetonas y acidos)
(Fig. 44). La etapa de validacion indicé que dos factores PLS fueron relevantes en
el modelo. De acuerdo con este modelo, el 70 % de la variabilidad en las muestras
se explicd por la emision de los compuestos volatiles (Fig. 44). Las muestras
tratadas con L. rhamnosus GG se localizaron mas hacia la derecha del PC1, el cual
explica un 56 % de la variabilidad, si se compara son las muestras control que se
localizan en la parte izquierda del PC1 (Fig. 44A). La figura de loadings (Fig. 44B)
mostré que las muestras tratadas con el probidtico estaban asociadas con
concentraciones mas elevadas de algunos alcoholes y ésteres caracteristicos en el
perfil de volatiles de pera “Conference”, lo que podria indicar una mejor
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conservacion del sabor tipico de esta variedad de pera que las muestras control.
No se observd una clara influencia de si el tratamiento con CaClz de las peras
después de la cosecha influye en el perfil de compuestos volatiles, al igual que el

tiempo de almacenamiento a 5 °C tras el procesamiento de la pera.

La Figura 45 muestra los coeficientes de regresion entre la poblacion de
L. rhamnosus GG y las emisiones de compuestos volatiles individuales y sus
familias. Esta figura permite identificar aquellos volatiles que tienen mas relacion
con el probidtico. Se puede observar que la poblacion del microorganismo se
relaciono positivamente con las emisiones mas altas de ciertos ésteres (acetato de
metilo, acetato de propilo, acetato de hexilo, acetato de (E)-2-hexenilo, 2-
metilbutanoato de etilo, 2-metilbutanoato de 2-metilbutilo y 3-metilbutanoato de

pentilo), algunos alcoholes (etanol, 3-metil-2-butanol, 1-hexanol y benzil alcohol)
y un aldehido (benzaldehido).

210



Resultados

(S0°0 > d) mapmis
-1 1827 [2 U0D OPAaNIV AP OJUIMVUIIVILID JP VIP OWISIUL [ SOJUIUDIVAY d4JUd SPALYIYIUSIS SVIDUUAfIP UVOIPUL SYINISNAVIL SVAJA] SPIULISL(T

V0 V0 a0 V 80901 V0 V0 a0 V £1'9578 ayeouedoxd [AxoH
V $10001 V €6°SST a0 V I¥Ee a0 V 164 dvL261 V S5'8sT areouedoxd [ing
Vo0 Vo Vo V0 a0 V 6¥9€C V 6¥66 a0 ajeuordoad [£ng- 1407
SHLVONVIOUd
V 64761 V ST6ET d 18'%s¢ V pEIEVT 4 55501 V 6V6v¥ V £9'48€ d 411 sjeouexay [AXoH
V0 A a0 V $1'80€ V0 V0 V0 Vo ajeouexay [Ajud
V ¥9°L19 V0 a0 V LE1669 d /v'291 V £6'865 4 £5'89¢ V LVPPE ajeouexay [Aing
a4 ¥7'v0¢ V TVLET a0 V €8°41T V0 V0 a0 V £6'8ST ajeouexaY [Ayig
SHLVONVXIH
V 26411 V 76'STE a0 V 75°60€1 a0 V SHOv1 a0 V L1'821S ajeoueingrAyau-g [AX9H
V 1€%5E V ¢'8Cl qa0 V 2497 a0 V €9°6/1 a0 V 85'78L¥ ajeoueing [AxoH
Vo0 vV 1'78 a0 v 12°02€ V0 V0 q Ly'vhL V 95886 sreoueingrAyow-¢ [AJu9 g
V0 A a0 V £8°92¢ V0 V0 a0 V 17'89S neoueqrAOw-Z-[AMqIARSIN-T
V 60908 A& 47200 V 85068 a¥z'se V L678T V 90°se¥ 4 €9°26C ajeoueing [Ang
V SS5T6E V 8€4hT V0 V0 V0 V0 a0 V 8%°60C sreouenqrAlpaw-g 1AINg
V 811561 V 65'8LL 4 €0°S6L V €0'926 4 65°¢6 V S1'85T g 6e0L¥ V ¥6'2€9 sreoueing [AdoId[AyILIN-T
V €4°891€ V 198016 Vo Vo a0 V L¥'L9 V 89S a0 SjeoueIngAyRW-T [AY
V €1°9€1 V0 V0 V0 V0 Vo0 V vEVL a0 ajeourIng [AUIRIN
SAILVONV.LNg
V £€89¢ V 8801 4 S1°0€T V $4°9€8 V 8T'€1T V ££622 aus V LLTIEVT arejeoe 1410
V %0842 V 5968 4100 V 6V728 4200 V 919 4 €1'see V 8S¥8LTT ajejee [Auexol-g-(Z)
V 1694401 V 16'S168 a4 119619 V LE06611 d 8v'ss V 88°61%S 4 12'655S V 907961 211308 [AXOH
V 60°€611 a0 V0 V0 a0 V $8°65C a0 V 26°T6L 21e3R0e [AjUR
V 156428 d /8'€9 a4 7991 V 99°7€S a0 V 9286 a0 V LL'6L€ a1e1208 [AINGIARIN-€
V ¥04612 V €4'S9L11 a4 1922yl V 61°1¥90C d.8/'¢6 V 65769 4 5988¢ V €2°8€TLT sye3ne [Ang
V0 V0 V0 V0 V 95°€6vE da0 V0 V0 drejooe [AdordiAyPIN-T
V €4'9L¥% V Sev6¥ 4 90°4EY V 98'299 40 V £9'917 4942791 V 60648 dejeoe [Adorg
V 896867 V $8°590€ a4 €L'SL¥T V 8T069€ d se'ese V 74589 4 /41'861 V pE'857E arejaoe [Ag
V 65901 V 200 V 80°€6C V ¥I8tC 4200 V ZIozll V S8°I¥e 4 65'SPT are3one [AaN
SALV.LADV
DO Wyl ] ou D9 vyl ] D9 ‘Wil ] ou D9 wvys T DD ‘wvys ] ou D9 wvys T DO Wyl ] ou 99wyl ] sa[iye[oa sojsandwo)

SeIp 6 serp 9 SseIp g serp o

I[DeD uod epejel],

Do G U 0JUIUBUIIVULID op 0d1IdL] [0 2JUBINY )
snsouwreyr | u1s 0 uod A vyrasoasod vj ua yyHvD) U0 vpviviy vpysacoid aquawwuinuiw viad vy sod sopynua sapjpjoa sojsanduio)) I v1qul,

211



(500 > d) #uapnis

-1 1591 12 U0D OPAaNIV 2P OJUITUVUIOVUAID 2P DIP OWISIUL [0 SOJUIUDIVAY d4JUd SPALYIYIUSIS SVIDUUAfIP UVOIPUL SYINISNAVIL SVA3A] SPIULISL(T

V 9¢9%¢ V $TTEL a0 V €6'9101 q0 V 1#841 a0 V £898¢1 ppe ROy
SAVv
V £€'8€1 Vo a0 V €897 VLT a0 a0 V 208149 3uo-z-usdoy-G-[AyreN-9
V €00 V €00 V 200 v 200 V €00 V €00 YV 96'T11 V S1'911 aU0}0Y
SANOLANM
V I8'chhl V €£'6£0T V 651421 d67°ch8 V LTFP8 V L7968 V 69566 V 2€0901 sudsauIe -8
V0 Vo V0 A V0 V0 qa0 V 182599 ausuow[-(]
SANAdIAL
V 16T V 8%°9¢T q91'20¢ V L0F961 q.¢'8ce V €IEF q 68061 V 94€5¢ apAypprezusg
V 19°29. V £€8'801 400 YV PLTIL V 78801 q 9 q.1e V 84/S8¥ [euexayjAyig-g
V S¥0.56€ d 212586 dqovLe V ¥E'69%7 d0 V 66'L¥81 V 64T€S d 68°C8Y [eUBXoH
V £0°688€CT a0 V0 A a0 V 6697 qe8'sLe V 88668 apAypprerny
SHIAAHIATV
V 9'4£5T d.50'%cs d 88'sty V L9651 V 76'£8Y1 408611 V 96'65.4C d74'99¢€T [oyoo[e [Azuag
V £I9SE V L7998 4 %0'65T V 84'88%1 q/6'19 V TH8ST a0 Y LTLLT ouepO-1
V LT V 26718 489°7£01 V LS167€ q €1'365 V €5°€16T d ev'ees V L1'T20L [ouexay-[-[Ay3a-¢
V 641901 4100 4100 V £'S0v V 98809 4100 v 100 v 100 [0-[-UaXoH-¢~(H)
V Tr0vS V 88'8/T q 6e'2¥¢ V 96648 a0 V 696 q %7901 V $9°06291 [OueXoH-1
V L6'L6Y V 81°S a0 V 8L%9¢ q0 v T€'set V0 V0 [oueus -1
v €1°€961 a0 Vo0 Vo0 V 87'68¢ a0 a0 V 71801 foueing-T-JAWON-Z
v 80°6/8¢ a0 V0 V0 Vo0 V0 a0 V 75691 [oueing-1
V 6L'L6€S a0 Vo0 V0 a0 V 9828191 V §earel 4 ¥7'9%¢ [oueng-z-1AyeN-¢
v 798¢ 4904106 V 1T19L¥C q 8178651 V Se'eLTeL 4 20'0%601 d $8'G886¢ V 96F700€9 foueyig
STOHOD1V
V $7'S8C V $%96 qa0 V $20£9 q0 V TTEIT a0 V 90'SSHy areoueo [Apg
SILVONV.LDO
D9 ‘Wil T ou 09 Wyl T 99 Wiyl 7 ou 99 ‘Wil T 99 “uvYyl T ou 99 ‘wviyl I 99 Wyl T ou 99 ‘Wil T sa[nye[oa sojsanduro)

SeIp 6 serp 9 Serp g SeIp 0

De) uod epejer],

Resultados

Do G U 0JUIUBUIIVIUIY 2P 0dWidl] 12 2Juvinp ©) SNSOUWeyI |

u1s 0 U0 A v1§2250250d v] U2 LDV 10D VPYIVA] PPYSadoid aquaniwuiui vaad v] dod sopiiua sajvioa sojsanduio)) “(WOYPNULIU0D) Tg VIQV],

212



Resultados

(G500 > d) uapnis

-] 1597 12 U0D OPIINIY P OFUITUDUIOVUAID P VIP OWISIUL 10 SOJUNIUDIVA] d4JUD SVAPVILIUSIS SVIOUUAfIP UPdIpUL SVINISPAVUL SVAJA] SPIULISI(]

Vv 000 Vv 000 40 V gg'szl Vo Vo Vo Vo ajeouedoid [AxoH
V LLE1T V 94/50C d 9895 V IT'8¥L d€.T8 V 6V F1L d/41'8¢ V 76'60C ajeouedoid [Ling
Vv 1L'P1C Vv 000 a0 V LE€°SLT V 60'7ST 490°61€ V 8408 a0 aeuordoad [4ing- 1407
SALVONVJOId
V ST068 V €9°69% a0 V I¥'£S01 V 65T4T 497971 d61TL] V L9119 aeouexay [AXoH
Vv 000 Vv 000 a0 V 62908 V ¥6°€L a0 a0 V €8°199 ajeouexay [Ajuag
V 84'6765 4000 a0 V 6%°290T vV ze'esTl d L0°9%8 40 V 91168 sjeouexay [Ang
Vv 000 Vv 000 a0 V 76°€1C V 26°082C a0 V0 Vo aqeouexay [Ay1g
SALVONVXdH
V 0€'6¥6 4000 40 V ¥Th6¢e V 96991 40 V /8'61C d86'741 aeoueingrAyiow-g [AXoH
Vv 000 Vv 000 a0 V LL'TT8 V 9666 a0 4 €Tst V 94689 Sjeoueing [AxoH]
Vv 000 Vv 000 a0 V ¥TeTe V0 Vo V0 V0 sjeouengrAygaw-¢ [Aua g
Vv 000 Vv 000 40 V 6S°0%¢ d0 vV °LLs Vo V0 neoueinqAyiow-z-[AINqIAPIN-C
V $9°2€9 4000 4100 V 60°79% 4 €1°95T V 9T°L6€ 4 6¥'1ce V 89779 sjeoueing [Aing
V 8976€ Vv 10°18T a0 Vv T0L1 V vT8Le a0 V0 Vo seouenqAyouw-g [Ang
Vv 9¥'6C¥ V 89°€€9 a0 V LV'18F 4 $8°8GL V 68005 q 879t V L'769 sjyeoueing [Adord[AyPIN-T
V 06°T8 Vv 000 a0 V 61T V0 Vo V €€41S a0 djeouenqrAyiow-z [Ayg
V 0£00C V peTIE V 8T'IE€T V €94 a0 V ¥TEPL 4 607€T Vo0 sjeoueing [AyBIN
SALVONVLINgG
V 97506 V 90091 a0 V 9'6£T V 67°TSC V €967 4 70°ses V 8’806 aqeaoe [APO
Vv 1TIST V €801 4100 V g'6be V €1°0€¢ d12'est 4 82'9¢T V 8T 1eja0e [AUexay-z-(Z)
V 86'697C V $0'189¢ 40 V T¥'T8se d 66°€12T V 50848 d 98°S1e8 V 9'€426 SjejR0e [AXOH
4000 V G991 a0 V 90°1ST V 85°06C a0 V LET6 a0 re3aoe [Ajuag
4 000 V 8¥'8¥C vV ¥'L61 V LLPYL Vv TT9ct q0 V 16°20% d41'14T ayejade [ANIAYLIN-€
d L6'7e6L V 69'S0€11T 4 6506 V £9'7SS8 d S55°96/¥ V 4’8026 4 6£°2988 V TV Sjejoe [Ang
v I€4L V 000 V0 V0 a0 V0 V0 V0 9jejooe [AdordAyIdOIN-T
V 76'89% V 85°€L¥ a0 V 80°79¢ d L9651 V €6F1¥ dp1'sLe V 640€¥ sjejaoe [Adorg
V 0€'8621€ 4 S1°860€ a0 V T6'L69T 416114 V 69'6991 V 876991 d LL'TIEL Sje3ade [Ag
4200 V 89°€€0T V ST'6€€ 4200 48¢TIL V TL'65E V 65961 4200 re3a0e [ARIN
SALV.IIDV
D9 ‘wis ] ou D9 ‘wvys 09 ‘WYl T ou 99 "wvyd 7 D9 ‘wvis ] ou DO "WV ] D9 ‘Wi ] ou 99 ‘wvys ] sa[ne[oA mo«mwﬁmEcU
SeIp 6 serp 9 serp ¢ serp 0

Z[DeD uod epejer} oN

Vo G U OJUIUDUIOVULIY 3P 0dLid1] [ 2JUpiNp DO

snsouwreyd 1 uis 0 uod A v1§2as00sod v] ua TyHVY) U0I vV UIS vpysaooid ajuatuvuiui vaad v] 1od sopiia sajyvioa sojsanduio)) *gg v1qu,

213



Resultados

-] 3597 12 100

Op43NID 3P 0JUNUDUIIVULTY P DIP OWISIUL [9

SOJUAUVIVAY 243U SVOHVYIYIUSIS SUIIUIIIY UDIIPUL

(S0°0 > d) mapmis
sypnasnAvu Sv3a] SLULSL

V €L/€781 V $6°¢€T 40 V $1°209 4 L£°691 v 1€°81¢ 4 10°92€ V €0°SI8 presndY
Samnyv
V TT'L01 V 0€evT q0 V 1T’ V aeevl a0 d19°ce1 V TT05¢C 3uo-z-uedoy-G-[AyreIN-9
V 04'8011 4€0°0 V £Z'001 4 €00 478's6 V 60241 Vo Vo U0V
SANOLIAM
V 06’176 V LVThS 4200 V LL'ShE V 22’004 4 L¥'6LT V SE81L 46996 oussaure-e
V €699 Vv 000 Vv 1Sy d0 Vo Vo Vo Vo dusuowT-J
SHNAJYAL
V 96'1€Y V 86'L¥€ 40 V 9284 4 /8°6TC V $€'168 45%9¢ V L¥'ess apAyspezusg
V €27°96 V 69°TS1 q9¥'LL V 6€76 qLL'L9 V 6178 acl'ey V €881 [euexaylApg-g
V €9°€L¥1 V 64’8911 40 V 85°991¢ q 81y V €V2LET 479'aL8¢ V 95°290% [euexoH
V 86'£201 V ¥9LC d0 V L6°€EL d L7976 V €8'6LV1 V SV IPLL d 66'62L apAyppreIRY
SHAAHIATV
V 0€'L171 V 0£°€8CC 40 V T'LLS9 4 50°'610C V £9°029¢ 455089 V €5'100¥ [oyod[e [Azuag
4000 V 26'66C 40 V €S°€lT v 1£'6e1 V 817991 deLeel V 94179 [ouepo-1
V 8€°84£S V 9¥’ceel 4 60882 V 67160 489658 V 85°06S1 4 9£'266 V 6L/G€81 [ouexey-[-[Ay3g-¢
V LTTUVL 4100 d0 V 899¢¥1 4100 V 98°29T 4100 V TSYILL [0-T-UaXaH-¢~(7)
V tL'T6 V 0S7¥E 40 V 98°e¥¢ V £8'S5T V 66'90C 495796 V §€0s [ouexeH-T
V S6'7L1 V 68°0C1 av0'16 V 2€'99¢ 40 V 6€16 Vo Vo [ouejus -1
vV 000 vV 000 V 95°8€1 q416'L6 Vo Vo Vo Vo [oueng-[-[AyPIN-Z
V 00%¢CL V 000 Vv vr'eet V 7761 Vo Vo V 6£66 d0 jouemng-1
V ¥€°£001 V ¢Z’c6l6 q0 V L07L191T V ¥8°CI8€l 4 15°0€L6 V S6'9%¢ d0 Touena-z-TAyIeIN-¢
V 98161 V L6'126L1 40 V 7979889 421°£98¢1 V ¥peseel V 10°€9989 q 18°£€92€ oueyig
STOHOD1V
V 6L'62L1 4000 40 V S8€°90¥ V 820€T V 60141 4 87'es1 V €V vLE ajeoueo [Ayyg
SHLVONV1IDO
D9 ‘WL T ou D9 "wmvys 7 DO ‘wvys T ou DO wvyr 7 9 ‘Wil 7 ou D9 "wmvyr 7 DO ‘wvys T ou DO wvyr 7 mW~me~°> mOamWSQEOU

seIp 6 se1p 9 seIp ¢ SeIp 0

{[DeD uod epejer; ON

‘Do G UV 0JUNUDUIIVULID 9P Q&Sw.ﬂ [2 FUvANp 55 SNSOUMUDYL T ULS

0 100 A vy2aseosod v] ua LIV U0D AvvAg UIS Vpusaooid aquavuiiui viad vy 1od sopy1ua SajvI0a sojsanduio)) “(UeIYPNUIIN0I) I V19U,

214



Resultados

"SUpYSad0id zaa vUn ugIYIISU0D NS FUDANY Sv]ja 410d SOp131d SajIY]0a S03sanduiod So] "sa HF) SnNSouwreyl |
100 Suppivsy vaad ap svisanus vavd YT 0JapouL un v ajuaipuodsaiiod 7Dd sa I1Dd ap (g) sSuipvo] fi (V) $a4008 ap vuviSvyT ‘B vanSiy

%L %8S [1dxe-A %G2 %02 1dXe-X 'P 0 INOYIM S1d

1 9 ] ¥ € [4 L 0 —_‘ w,‘ m,‘

P6 DO 4] ON MO«

- P9 OO wivy 7 €D

P6 OO WvYi" T ON €D -

PT OO wwy T ON 8D

+ PCODMYET ON D
P9:DD U4 ON BD

- P9 DD UL T XD
: P9 D114 ON D
AR T Lo T

P6 DD UYL T ©D

PTODWIITD )
P6 DO T XD

" zod

"'sato0g

215



Resultados

"SUpYSa004d oo vUn UOIYAIISU0D NS dJUDIND SV]J2 40d SOp1I1LUD SafIV]0a S03sanduiod so] 'sa ©F) SNSOUWeLT "] U0D SUPYIv]
viad ap svagsoniu pivd YT 0]opout un v ajuapuodsaiiod dd 'sa IDd ap (g) sSutpvo] A (V) Sai00s ap vuwiSvy(] “(MOLIVNUIIU0D) T PANSL]

%1l %8S 19X A %GZ %O0Z [1dXe-X 'P 0 INOLIM S1d

cm 0 mw,d Ow,d m_ﬁd o_ﬁd mmd 0 mo_d\ cf 0- m_,,d\
10d
[0-T-uaxay-Z-(4) €0
ayeouexay [Ang ajejaoe [£100 = uw H
o PREORDV= gINOLAM ° L
areoueinqAyiow-g [AXSH = [ouexay-[-[AgF-g- areouepo (A : L
sreoueing linge  *SILVIADY e3008 [Ay1, r
SHLVONVXHdH. ro_
: QU0 <0
ajeouexay [AXSH | QuasalIe]-e F
o auo-z-udyday-¢-[AYPRN-9 > [ouRIUR-T foueng-1s  uauowr-q
?jeoueing @xmﬂ ayejane [AuxaE[¢-(7) [euexay-[-[Ayg-¢ SANADMAL r
apAyaprezuag o i > JOUeRO-T ousdond o : .- areoueinqrAygew-g [Ang L
djeouexay [Audg ajejaoe [Adoxg - ayeade [Aing SHLVONVIOUd i Land o L
e T T P oG TAdGid AT 18 ANGIABRINE .. 0 s 5PRAUPRIEIIY. o
o oeouenqAylow-¢ [Ajus J ojeoueing [AAOIA[AYRIN-C Teuexap] ® [oueng-T-IAQIBIN-g
°a doxd [Axeg " oeaoe [xop ajejae [Ajusg L
. Jeoue ° . F
ajeoueingAyow-g [ANQAYIRIA-C SALVONV.LN4 : SHAAHAATY r
[OUBXaF-T & L
ajejaoe [AdoxdAyeoN-7 [
© ayeouring (AN o
[oyoore [Azuag ajeuordod [Aing-119 : I
? ajeouenqAyiow-g 1Ay N
STOHOD1V *© [
[oueyye ° areouexay [Ayig B
: r ]
OD i« [oueIng-z-[AYIdAN-€ o r
2jeja0e (AN L
sBUIPBOf-4 pus -X zoa [ ¢

216



preopeoy [
spoy_ [N
auo-g-udyday-g-1Ayran-9 Il
auoroy [
seuoey] [
sussoure,1-¢ [ NN
auauow|-q _
U SO gaugdjal_
apAyeprezuog
revexourina- |
reuexoH I
apAyeprelsoy _
sapAyaprv- [N
royoore (Azuag [
toueio0-1
Touexoy-1-[Apg-z [l
1o-1-uaxor-z-(3) |
Touexori-1 [
Toueua -1 N
roueng-T-ihpo - |
foueing- I_
rouena-z-Iipan-¢ I
o towew I
sioyoory [N
peouengrAyIow-¢ [Ajus g _

samoue;uad
soueoueio 14t I
sowouer0 |

]
djeouedord [Aing _
eouedord [£ing-119) .
sajeouedorg [
- djeouexXay [AXSH] | e
djeoudxay [AJua _
areouexay [Ang [N
dyeouexay [Ayrg —
sajeouexoH [
. dpeotrenqlipowi-g [AXoH] [ R
ajeouryng [AxaH_
djeournqrAyiaw-g [AMqIAYIRIN-7 _
djeouring [Aing _
reourngAyow-g [Aing _
epueing [AdoadiAyro-¢ | N

ayeouedoad (A

)

=

aweoueinarigous-7 1y I
ewoubmq IR |
soeovna S

aejaoe (PO _

Jjejooe -[Auaxaq-z-(z)

Jyejaoe [AXaH

awoe Lo, I
overooe 16nqrpoyy-c I
ajejaoe [Aing [ ]
Srejeoe [Adoxdidipew-g _

oeioe 1 |

dyejaoe [Adoig

apejae 1Ay sapeso0y |

Regression Coefficients (BW)

.X\ffariéb.'es

Resultados

60

50

40

20

T
15
0590920

0.10 —
0.05
-0.05

217

-0.10

Figura 45. Coeficientes de correspondientes al modelo PLSR para la poblacion de L. thamnosus GG comparando con la emision de

PLS without 0 d, (Y-var, PC}. (LGG (Log CFU/g).2) BOW

compuestos voldtiles.
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Discusion

1. Evaluacion la capacidad antagonista de la cepa
Pseudomonas graminis CPA-7 en el control de
Salmonella enterica subsp. enterica y Listeria
monocytogenes en pera minimamente procesada

Para que los cultivos bioconservantes sean productos comerciales factibles,
deberian ser efectivos al aplicarse en un amplio rango de productos, y cuando se
apliquen en condiciones comerciales. En trabajos previos, se evalud la efectividad
de P. graminis CPA-7 frente a patdgenos de transmision alimentaria en manzana,
melocotdn (Alegre et al., 2013b) y melon minimamente procesados (Abadias et al.,
2014). Sin embargo, la efectividad de P. graminis CPA-7 se redujo cuando la fruta
se envasO en atmodsfera modificada simulando su aplicaciéon comercial. Asi, el
primer objetivo de este estudio fue confirmar que P. graminis CPA-7 era también
efectivo frente a S. enterica y L. monocytogenes en pera minimamente procesada y
evaluar si factores como el uso de agentes antioxidantes y atmosfera modificada
pasiva simulando condiciones comerciales a temperatura de refrigeracion (5 °C) y

simulando una ruptura de la cadena de frio (10 y 20 °C) afectan a su efectividad.

Se demostré que cuando la pera se conservo en aire y los tratamientos se
aplicaron sin la solucién antioxidante, P. graminis CPA-7 también fue efectivo
frente a un coctel de 5 cepas de cada uno de los dos patdgenos estudiados,
S. enterica y L. monocytogenes, en pera minimamente procesada a cualquiera de las
temperaturas evaluadas, aunque se observaron valores de reducciéon mayores
para L. monocytogenes. Por el contrario, Abadias et al. (2014) obtuvieron mayores
reducciones en la poblacién de S. enterica en melén minimamente procesado. Se
han obtenido resultados similares al evaluar otros microorganismos como agentes
de biocontrol. Pujato et al. (2014) demostraron que Leuconostoc citreurn MBI
controlaba el crecimiento de L. monocytogenes en leche debido a la produccion de
dos bacteriocinas. En los resultados obtenidos en un estudio de Olanya et al.
(2015), dos cepas de Pseudomonas resultaron ser efectivas frente a S. enterica en
tomate.

Al evaluar la efectividad de P. graminis CPA-7 simulando su aplicaciéon comercial,
es decir, usando una solucién antioxidante y atmdsfera modificada pasiva, se
observd que disminuia la capacidad de controlar el crecimiento de los
microorganismos  patégenos de transmision alimentaria  evaluados.
Probablemente, esto pudo ser debido a la ausencia de O: y a la alta concentracion
de CO:2 que se alcanzd dentro de los envases de pera minimamente procesada

durante el periodo de almacenamiento, pues P. graminis CPA-7 es un
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microorganismo aerobio estricto y la ausencia de O: dentro de los envases podria
afectar a su crecimiento y a su fisiologia, y, por tanto, a su efectividad. Por otro
lado, la solucién antioxidante utilizada podria haber tenido efecto antimicrobiano
sobre el antagonista y sesgar, de esta manera, su efecto sobre los patdgenos
(Alegre et al., 2013a). Asi, se observd que la poblacion de P. graminis CPA-7 en
pera minimamente procesada envasada en atmosfera modificada pasiva, en
general, se mantuvo 1 unidad logaritmica mas baja que la poblacion del
microorganismo en la pera cuando se envaso en aire. Ademas, los patdgenos
evaluados mostraron un crecimiento mas rapido bajo atmosfera modificada
pasiva que en aire, al contrario de lo que sucedid con P. graminis CPA-7. De esta
forma, la reduccién de la poblacion de P. graminis CPA-7 podria explicar la

reduccion de su efectividad frente a S. enterica y L. monocytogenes.

Por tanto, en relacion a los resultados obtenidos en el primer ensayo, se plante6 la
evaluacion del efecto de distintas soluciones antioxidantes para prevenir el
pardeamiento de la pera y optimizar las condiciones de envasado mediante el uso

de films con distinta permeabilidad.

Para seleccionar la soluciéon antioxidante mas adecuada, el principal factor que se
tuvo cuenta fue la supervivencia de P. graminis CPA-7 en ella. Si los componentes
utilizados como antioxidantes tuvieran efecto antimicrobiano, la poblacién de
P. graminis CPA-7 podria verse afectada y, por tanto, su actividad antagonista
frente a patogenos de transmisién alimentaria se reduciria. En este ensayo se
evaluaron distintos compuestos a distintas concentraciones y diferentes
combinaciones de ellos. El ensayo in vitro mostré que muchos de los compuestos
antioxidantes utilizados causaron una disminucion de la poblacion de P. graminis
CPA-7 después de 1y 2 h de contacto y, por tanto, se descartaron. Sin embargo,
dos de las combinaciones evaluadas (acido ascérbico 2 % + citrato de sodio 2 % +
CaClz2 1 % y acido ascorbico 2 % + CaClz 1 %) no tuvieron efecto negativo en la
supervivencia de P. graminis CPA-7, por lo que se evaluaron in vivo sobre pera
minimamente procesada. De los resultados obtenidos se dedujo que ninguna de
las dos soluciones evaluadas in vivo afectd a la viabilidad de P. graminis CPA-7,
pues, aunque se observaron reducciones, estas fueron las mismas que las
obtenidas en pera minimamente procesada sin aplicar la solucién antioxidante. E1
acido ascdrbico es ampliamente utilizado como agente antioxidante debido a su
accion reductora sobre las quinonas y difenoles, produciendo derivados sin
coloracion (Arias et al., 2008). En este estudio se observd que la poblacion de
P. graminis CPA-7 se redujo en contacto con la solucion de acido ascérbico solo y
en combinacién con otras sustancias, lo que concuerda con los resultados
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obtenidos por Alegre et al. (2013a). Los resultados también concuerdan con otros
estudios que revelan actividad antimicrobiana de este compuesto (Tajkarimi y
Ibrahim, 2011). Se sabe que el citrato de sodio es un agente quelante de iones y
podria, por ello, tener accién antimicrobiana al no permitir que los
microorganismos los empleen en sus procesos fisiologicos (Blaszyk y Holley,
1998). Aunque se observo una reduccion en la poblacion de P. graminis CPA-7 en
contacto con el citrato de sodio cuando se evalud solo, al combinarlo con otros, no
se detectd reduccion en la poblacion bacteriana. Por otra parte, las sales de calcio
como el CaClz y el lactato de calcio se emplean ampliamente para mantener la
firmeza y la textura crujiente de las frutas minimamente procesadas (Oms-Oliu et
al., 2010), ademas, el CaClz es una sustancia que reduce el pardeamiento en los

cortes superficiales de las peras (Gorny et al., 1998).

Por tanto, la solucién antioxidante utilizada en el ensayo que simulaba la
aplicacién comercial no fue la causa del descenso de la efectividad y, por ello, se
siguid utilizando en los ensayos posteriores.

El siguiente factor a estudiar fue la atmosfera modificada. Existen numerosos
estudios que afirman que el uso de atmosferas modificadas pasivas prolonga la
vida 1til y reduce el nimero de microorganismos alterantes y patogenos en los
productos minimamente procesados. Uno de los objetivos de este estudio fue
seleccionar el film de envasado mas adecuado para mantener la calidad de la pera
minimamente procesada y, simultaneamente, mantener la efectividad de
P. graminis CPA-7 frente a S. enterica y L. monocytogenes. Se evaluaron tres
atmosferas modificadas distintas para almacenar la pera minimamente procesada
durante 5 dias a 10 °C. Estas atmdsferas se compararon con el control (envasado
en aire, 21,0 % O2y 0,0 % COz). Con respecto a la concentracion de COz2 y Oz que
se detectd dentro de las barquetas, el film 1 fue el mas permeable (similar al aire),
seguido por el film 2 y el film 3, el cual fue el mas impermeable. Bajo estas
condiciones, se observd que el crecimiento de ambos patdgenos cuando se
inocularon sin P. graminis CPA-7 fue el mismo en cualquiera de las atmosferas
evaluadas, sin diferencias significativas, por tanto, entre las poblaciones de los
diferentes envases tras 5 dias de almacenamiento a 10 °C, lo cual concuerda con
los resultados de Alegre et al. (2013a) en manzana minimamente procesada. Sin
embargo, la poblacion de P. graminis CPA-7 fue menor en la pera minimamente
procesada envasada con el film 3, en cuyos envases la concentraciéon de O:
alcanz6 0,0 % y la de COz alcanz6 aproximadamente 20,0 % después de 5 dias de
conservacion, lo cual afecté negativamente a la efectividad de P. graminis CPA-7.
Se sabe que un aumento en la concentraciéon de CO2 podria reducir el crecimiento

223



Discusion

de Pseudomonas sp. (Nguyen-the y Carlin, 1994), lo que, junto con la baja
concentracion de CO: podria explicar la disminucién de su efectividad. En el
estudio, se observo que la efectividad del agente de biocontrol P. graminis CPA-7
fue mayor cuando dentro de los envases la concentracién de O2 no alcanzo
valores de 0,0 % (aire, film 1 y film 2). A estas condiciones, si que se observaron
reducciones de més de 2 unidades logaritmicas en la poblacion de los patdgenos
cuando se inocularon conjuntamente con P. graminis CPA-7. Sin embargo, no se
obtuvieron reducciones en las poblaciones de ambos patdgenos cuando se utilizd
el film 3, por lo que este film no podria ser utilizado para la conservacion de la
pera minimamente procesada si P. graminis CPA-7 se aplica como un agente de
biocontrol, aunque fue el film que mostré los mejores valores en los distintos
parametros de la calidad de la fruta analizados. Por el contrario, las condiciones
de envasado que proporcionaron las mayores reducciones en la poblacién de los
patégenos (aire y film 1) no fueron lo suficiente adecuadas para mantener la
calidad de la pera minimamente procesada, pues esta pera no tuvo buena
aceptacion entre los panelistas, tuvo el mayor indice de pardeamiento y valores
de firmeza menores que el film 2 y 3. Teniendo en cuenta tanto la efectividad de
P. graminis CPA-7 frente a los patdgenos y la calidad de la fruta tras el periodo de
conservacion a 10 °C, se selecciono el film 2 para futuros ensayos. No existen
estudios similares en otros bioconservantes utilizados en frutas y hortalizas
minimamente procesadas.

2. Ampliaciéon del espectro de accion de P. graminis CPA-7

Se sabe que muchas frutas y productos obtenidos a partir de ellas tienen unos
valores de pH por debajo de 4,0. Aunque los dacidos organicos varian
dependiendo del tipo de fruta, los mayoritarios son el citrico, el malico y el
tartarico. Ademas, el cultivar, la madurez del fruto, el clima y la composicion del
suelo influyen en la cantidad de acido y en el pH que presenta la fruta. Asi, por
ejemplo, la manzana, la pera y la nectarina presentan como acido mayoritario el
acido malico mientras que en el melén “Cantaloupe”, la sandia, la pifia, el mango,
la fresa, el kiwi y la naranja el dcido predominante es el citrico (del Campo et al.,
2006; Worobo y Splittstoesser, 2005).

En nuestro estudio, P. graminis CPA-7 fue capaz de ejercer control bioldgico frente
a S. enterica y L. monocytogenes en pera, manzana y nectarina cuyo acido
mayoritario es el malico, aunque también en melén “Galia”, en sandia y en

mandarina en las que el 4cido citrico es el mayoritario. Sin embargo, en kiwi
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(9,4 g/L), mango (2,8 g/L), pina (2,2 g/L), naranja (8,3 g/L) y fresa (6,0 g/L), frutas
en las que el acido mayoritario también es el citrico no se observo su efecto
antagonista. El hecho de que en melén “Galia” y en sandia si tuviera efecto
antagonista, podria ser debido, a que éste no solo depende del tipo de 4cido de la
fruta, sino también del pH, pues aunque en meldn “Galia” y en sandia el acido
mayoritario es el citrico, la acidez titulable es menor (1,1-1,2 g/) y el pH es mayor
(alrededor de 6,0) que en las otras frutas.

Por su parte, la poblacion de S. enferica y L. monocytogenes permanecieron
constantes durante el ensayo o incluso disminuyeron su poblacion en aquellas
frutas con un pH mas 4cido y, por lo general, en las que el acido mayoritario era
el citrico. Este hecho concuerda con los resultados obtenidos por Ma et al., (2016),
en los que no se observd crecimiento de S. enterica ni en pifia ni en mango
minimamente procesados (pH 3,2-5,2). Sin embargo, el melén y la sandia son
matrices muy apropiadas para que se dé el crecimiento de ambos
microorganismos patdgenos a pesar de que el acido predominante es el citrico
(Penteado y Leitdo, 2004a; Penteado y Leitao, 2004b).

Para entender la pérdida de efectividad de P. graminis CPA-7, en algunas de las
frutas analizadas se evalu6 el crecimiento de P. graminis CPA-7 in vitro a distintos
valores de pH y ajustando el medio con acido malico o acido citrico. Por lo
general, se observo que P. graminis CPA-7 alcanzé la fase estacionaria en un
periodo mas corto cuando el pH del medio estaba ajustado con acido malico que
cuando estaba ajustado con acido citrico. Esto podria ser debido a que el
microorganismo se comport6é de forma distinta dependiendo del tipo de acido
aplicado. Samara y Koutsoumanis (2009) observaron como distintos acidos
organicos (lactico, acético, propidnico y citrico) aplicados en lechuga
minimamente procesada tuvieron diferente efecto sobre L. monocytogenes, siendo
el acido lactico el mas efectivo en el control de la bacteria. En nuestro estudio,
ademas, se observé que a medida que el pH del medio aumentaba, el crecimiento
de P. graminis CPA-7 también se incrementaba. No se observd crecimiento en
medio liquido a pH menor de 5,0, si bien, si hubo crecimiento a estos valores de
pH en fruta (por ejemplo en manzana). Resultados similares obtuvieron Oliveira
et al. (2014), donde observaron que L. monocytogenes fue capaz de crecer sobre
gajos de pera y manzana almacenados a 10 °C, sin embargo, no observaron
crecimiento del patégeno en zumo de pera y manzana, incluso en este ultimo
lleg6 a descender la poblacion al final del estudio. De manera que, el hecho de
que la bacteria pueda crecer en los gajos de fruta pero no en el zumo podria ser
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debido a que es capaz de cambiar el microambiente donde se desarrolla (Conway
et al., 2000).

Se observd que durante el crecimiento de P. graminis CPA-7 se produjo un
aumento notable en el pH del medio. Este aumento de pH, que no permitio la
solucion tamponada, hizo que P. graminis CPA-7 no creciera a pH 5,5 en medio
preparado con tampoén y si cuando crecié en medio sin esa solucion tamponada,
ya que fue capaz de modificar el pH del medio. Esto podria explicar el hecho que
P. graminis quizds es capaz de modificar el pH del microambiente donde se
localiza en fruta y crecer, mientras que no puede hacerlo cuando no puede

modificar el pH.

3. Estudio del uso de microorganismos probidticos como
cultivos  bioconservantes  sobre =~ S.  enterica y
L. monocytogenes en pera minimamente procesada

El efecto positivo del consumo de fruta y de una ingesta regular de
microorganismos probiodticos viables sobre algunos tipos de cancer y
enfermedades cardiovasculares esta ampliamente estudiado (Cross, 2002;
McCann et al. 2007; Nguyen et al. 2007). Este hecho ha ocasionado el creciente
interés por los productos derivados de fruta enriquecidos con estos
microorganismos (Rofle et al., 2010b). Cada vez son mas numerosos los estudios
sobre el desarrollo de productos no derivados de la leche como vehiculo de
probiodticos como pueden ser las frutas y hortalizas minimamente procesadas
debido al aumento en su demanda (de Oliveira et al., 2014; Luckow y Delahunty,
2004; McFarland, 2015; Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro, 2010). Aun asi, es
bastante reducido el numero de estudios centrados en el control bioldgico o
bioconservacion de microorganismos patégenos de transmision alimentaria en
fruta minimamente procesada utilizando cultivos de microorganismos
probidticos (Alegre et al., 2011; Russo et al., 2014; Russo et al., 2015). Para ejercer su
efecto beneficioso, el probidtico debe llegar al intestino. Se sabe que la viabilidad
de un probidtico depende fundamentalmente de la matriz alimentaria (Shori,
2016), de las condiciones y del tiempo de almacenamiento (Pimentel et al., 2015) y
de la cepa en cuestion (Champagne y Gardner, 2008).

La cepa probidtica Lactobacillus acidophilus LA-5 no causd ninguna reduccion
sobre S. enterica y L.monocytogenes en pera minimamente procesada en las
condiciones ensayadas. El hecho de que la poblaciéon de ambos patdgenos
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aumentara en presencia de L. acidophilus LA-5 podria ser debido a que los
microrganismos patogenos podrian hacer uso de los metabolitos producidos por
la bacteria probidtica como nutrientes y, por tanto, aumentar su poblacién
(Fernandes et al., 2013; Rosa et al., 2016). Ademas, otra razén podria ser que la
actividad antagonista se viera afectada también por las condiciones del medio, ya
que el microorganismo probidtico mantuvo constante su poblacién durante todo
el tiempo de conservaciéon de la pera, independientemente de la temperatura
evaluada (Annuk ef al., 2003; Jacobsen et al., 1999).

Por el contrario, los resultados obtenidos del analisis de la capacidad antagonista
de L.rhamnosus GG revelaron su efectividad frente a los microorganismos
patdgenos evaluados en pera minimamente procesada. La poblacién de S. enterica
aumentd en la pera minimamente procesada almacenada a 10 y 20 °C, mientras
que a 5 °C la poblacién permanecié constante. Sin embargo, L. monocytogenes fue
capaz de crecer a 5, 10 y 20 °C. Este comportamiento fue demostrado previamente
por Abadias et al. (2014) en melén y Alegre et al. (2011) en manzana. Se sabe
ademas, que las bajas temperaturas retrasan el crecimiento de esos
microorganismos (Leverentz et al., 2001), sin embargo, el incremento de CO: y el

descenso del O2 dentro de los envases no afecto al crecimiento de los mismos.

La inoculacidén junto con L. rhamnosus GG produjo una reduccion significativa de
la poblacion de S. enterica de, aproximadamente, 2 unidades logaritmicas tanto a
10 como a 20 °C. Por su parte, el crecimiento de L. monocytogenes se redujo mas de
3 unidades logaritmicas al final del ensayo a todas las temperaturas estudiadas
cuando se inoculd conjuntamente con el probiodtico. De forma que, en las
condiciones ensayadas, L. rhamnosus GG tuvo un mayor efecto en el control del
crecimiento de L. monocytogenes que en el de S. enterica. Francis y O’Beirne (1998)
observaron que un aumento en los niveles de CO:2 potencid el crecimiento de
bacterias 4acido lacticas e inhibio el crecimiento de L. monocytogenes,
probablemente debido a compuestos anti-listerianos producidos por las bacterias
acido lacticas. Diversos estudios han demostrado que metabolitos producidos por
probioticos, como puede ser el acido lactico, estan relacionados con la capacidad
para inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos (Van Coillie et al.,
2007). Hay también evidencias que los lactobacilos tienen un mayor efecto en el
control del crecimiento de bacterias Gram-positivas que de las Gram-negativas
(Coman et al., 2014). Alegre et al. (2011) también observaron el efecto antagonista
de L. rhamnosus GG en manzana minimamente procesada frente a
L. monocytogenes a 10 °C. Russo et al. (2014; 2015) estudiaron el efecto de
Lactobacillus  plantarum B2 'y Lactobacillus fermentum PBCC11.5 frente a
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L. monocytogenes en pina y melén minimamente procesados y lo que observaron
fue un control en el crecimiento del patdégeno durante el almacenamiento. De
forma similar, Siroli et al. (2015) mostraron una reduccién de la poblacion de
L. monocytogenes en manzana minimamente procesada aplicando el probidtico
L. plantarum CIT3.

La poblacién de L. rhamnosus GG experimenté un ligero incremento durante el
ensayo, pero practicamente permanecio a los mismos valores que el inicial a todas
las temperaturas ensayadas. Resultados similares obtuvieron Alegre ef al. (2011) y
Rofle et al. (2010a) en manzana minimamente procesada. Russo et al. (2014; 2015)
demostraron que L. plantarum B2 y L. fermentum PBCC11.5 mantuvieron su
poblacién constante por encima de 106 ufc/g en pifia minimamente procesada
durante 8 dias y en melén minimamente procesado tras 11 de almacenamiento a
temperatura de refrigeracion. De Oliveira et al. (2014) y Martins et al. (2016)
observaron como L. rhamnosus HN001 permanecid a una concentracion superior a
108 ufc/g en melén minimamente procesado almacenado a 6 y 15 °C y en ensalada
de fruta almacenada a 8 °C, respectivamente. Por el contrario, Sheehan et al.
(2007) demostraron que L. rhamnosus GG fue capaz de sobrevivir en zumo de
naranja y de pifia (pH 3,65 y 3,40, respectivamente) durante 12 dias a valores de
pH muy bajos, aunque cuando el pH del medio fue mas acido, los autores
reportaron una pérdida en la viabilidad de la bacteria. Champagne et al. (2008)
también observaron que el incremento del tiempo de almacenamiento producia
una reduccién de la viabilidad en el zumo de fruta a temperatura de
refrigeracion.

Aunque en la bibliografia existente no estd muy clara cudl es la concentracion
minima de la ingesta de probidticos para que se produzcan efectos beneficiosos
en la salud, el rango varia de 10¢ hasta 10° ufc/mL (Prado et al., 2008). Por lo
general, en la industria alimentaria se aplica la cantidad de probi6ticos minima
recomendada al tiempo del consumo del alimento de 10¢ ufc/g (Boylston et al.,
2004). De esta manera, seria necesario ingerir al dia la cantidad suficiente de
alimento para tener una ingesta total de 103-10'° ufc/dia para que los probioticos
ejerzan un efecto positivo para la salud (Champagne et al., 2011; Karimi et al.,
2011). En nuestro caso, la poblacion se mantuvo a 107 ufc/g durante todo el
ensayo, por lo que la pera podria ser un producto utilizado como aporte de

probiodticos.

El hecho de que L. rhamnosus GG fuera mas efectivo frente a L. monocytogenes y la
cepa P. graminis CPA-7 fuera efectiva frente a S. enterica hizo que se planteara el
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estudio en el que se combinaron los 2 microorganismos antagonistas P. graminis
CPA-7y L. rhamnosus GG para intentar lograr un efecto sinérgico, de forma que se
mejorara el control biologico de patdgenos de transmision alimentaria en la pera
minimamente procesada. Tras la obtencion de los resultados, se observo que no se
optimizd el control biolégico para ninguno de los patégenos, ademas de un dato
bastante relevante, y es que a 10 °C la reduccién en la poblacion de S. enterica fue
menor cuando se inocul6 conjuntamente con ambos antagonistas que cuando se
inocul6 solamente con P. graminis CPA-7. Este hecho podria significar que el
probidtico ejercid también efecto antagonista sobre P. graminis CPA-7,

reduciendo, por tanto, la capacidad antagonista de este.

De este estudio, se concluyé que L. acidophilus LA-5 no tiene efecto bioconservante
en pera minimamente procesada, de forma que no seria un buen candidato para
emplearse como cultivo de bioconservacién, pero por el contrario, L. rhamnosus
GG ejerce un satisfactorio efecto antagonista sobre S. enterica y L. monocytogenes y
ademas podria ser una buena opcién para hacer de la pera un alimento portador

de microorganismos probidticos.

4. Determinacion del comportamiento de
L. monocytogenes CECT 4032 después de un periodo de
adaptacion en pera minimamente procesada en presencia
de L. rhamnosus GG

Para que los microorganismos probidticos puedan desempefiar sus funciones
positivas en el hospedador, es indispensable que se mantengan viables en el
alimento hasta el momento de su consumo y ademads tienen que mantener esa
viabilidad a través del tracto gastrointestinal, es decir, sobrevivir a los niveles
bajos de pH del estdmago y a las altas concentraciones de sales biliares con las
que se encuentran al llegar al intestino. Esta es una de las razones por las que se
han realizado numerosas investigaciones enfocadas al estudio de estas
caracteristicas en el género Lactobacillus. En este estudio se trabajo con una tinica
cepa de L. monocytogenes (CECT 4032) perteneciente al serovar 4b, ya que es uno
de los serovares mas virulentos. Ademas para poder llegar al fin del ensayo de
adhesion e invasion con una concentraciéon por encima del limite de deteccion
para su recuento en placa, se inocularon a dosis mas elevadas tanto el probiético
(100 ufc/mL) como el patoégeno (107 ufc/mL), manteniendo la proporcion
empleada en los otros ensayos (108: 105).
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Ademas, se utiliz6 pera minimamente procesada como vehiculo para
L. rhamnosus GG, y se observd que su poblacion se mantuvo entre 8,6 y 8,7 ufc/g a
10 °C hasta el final del ensayo, al igual que lo ya discutido en el apartado 2 de la
presente discusion.

En este estudio, se observo que la viabilidad de L. rhamnosus GG se mantuvo por
encima de 108 ufc/g en la pera minimamente procesada, este hecho confirmaria
que la pera minimamente procesada podria ser un alimento apropiado para su
uso como aporte de probidticos.

Se ha propuesto el uso de algunas bacterias acido lacticas en fruta minimamente
procesada y en lechuga para controlar el crecimiento de patdgenos de transmision
alimentaria (Trias et al., 2008b). En este estudio, se observd como la poblaciéon de
L. monocytogenes CECT 4032 inoculada sin el probidtico se incremento
aproximadamente 2 unidades logaritmicas tras 7 dias de almacenamiento a 10 °C.
Sin embargo, cuando se inoculé conjuntamente con L. rhamnosus GG, la poblacion
del patoégeno disminuyo significativamente al final del tiempo de
almacenamiento, por tanto, el probiotico ejercid su capacidad antagonista contra
L. monocytogenes CECT 4032. Estos resultados confirmarian lo obtenido en

estudios anteriores para el cdctel de las 5 cepas.

Se sabe que existe una pérdida de viabilidad entre las especies de Lactobacillus a
bajos valores de pH, pero, también se sabe que la viabilidad para sobrevivir a pH
bajo depende de la cepa bacteriana (Argyri et al., 2013; Tuo et al., 2013) y de la
matriz alimentaria utilizada como vehiculo (Casarotti et al., 2015; Matias et al.,
2016). Aunque el género Lactobacillus en general se ve afectado por bajos valores
de pH, se ha observado que muestran una alta tolerancia a las sales biliares
(Maragkoudakis et al., 2006). En el presente estudio, los resultados obtenidos tras
la simulacién digestiva revelaron que L. rhamnosus GG sobrevivié al todo el
proceso de digestion. Se observo que la poblacion de L. rhamnosus GG se redujo al
final del proceso digestivo, encontrando diferencias significativas entre la
poblacion al iniciar y al finalizar la simulacion digestiva. Sin embargo, y a pesar
de esta reduccion, la tasa de supervivencia del probidtico se mantuvo en todo el
proceso por encima del 97 %, tanto el dia de la inoculaciéon como después de 7
dias de almacenamiento de la pera minimamente procesada a 10 °C. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Monteagudo-Mera et al. (2012),
quienes también observaron que L. rhamnosus GG mantuvo su viabilidad tras 90
min en presencia de una soluciéon que simulaba el 4cido del estomago. De forma

que, el hecho de haber estado habitudndose a una matriz acida (pera con un pH
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de 4,5-5,0) no afecto ni positiva ni negativamente a la viabilidad de L. rhamnosus
GG tras el proceso digestivo.

Con respecto al comportamiento de L. monocytogenes CECT 4032, el dia de la
inoculacion de la fruta no se observaron diferencias significativas al comparar la
poblacién del patogeno en el tratamiento Lm con la poblacion en el tratamiento
Lm + L. rhamnosus GG en cada fase del proceso, sugiriendo estos resultados, por
tanto, que el primer dia del ensayo la presencia del probidtico no afectd al
comportamiento de L. monocytogenes CECT 4032 en el tracto gastrointestinal. Al
comparar la poblacién del patégeno de ambos tratamientos al iniciar la
simulacién digestiva y al terminarla, y aunque encontramos diferencias
significativas entre las poblaciones iniciales y finales dentro del mismo
tratamiento, la tasa de supervivencia de la bacteria se mantuvo alrededor del
96 %, independientemente de si estaba o no en presencia de L. rhamnosus GG. De
forma que, L. monocytogenes CECT 4032 sobrevivié al proceso de digestion, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Melo et al. (2013a) y Colas-Meda et al.
(2017a). Ademas, Werbrouck et al. (2008) mostraron una reduccion en la
capacidad de supervivencia en diferentes cepas de L. monocytogenes del serotipo
4b cuando estas no habian estado expuestas a valores de pH subletales (pH 5,5),
siendo mas tolerantes a valores de pH mas bajos (3,5) aquellas que habian sufrido
un periodo de adaptacion a pH 5,5. En los estudios llevados a cabo por Peterson
et al. (2007) en carne de pavo, Barmpalia-Davis et al. (2009) en salchichas de
ternera y Melo ef al. (2013b) utilizando matrices simulando queso, observaron una
alta tasa de supervivencia de L. monocytogenes a la simulacién digestiva. Por el
contrario, Peterson et al. (2007), Barbosa et al. (2012) y Cunha et al. (2016)
mostraron en sus estudios, los cuales se llevaron a cabo en medio de cultivo
liquido, que L. monocytogenes no sobrevivid al proceso de simulacion digestiva.
Esto podria significar que la matriz alimentaria aporta la proteccion necesaria al
patdgeno para sobrevivir a condiciones adversas, como podria ser una adaptacion
a pHbajo y, asi, resistir después al proceso de digestion.

Tras 7 dias de almacenamiento de la pera minimamente procesada, la poblacién
de L. monocytogenes CECT 4032 inoculada conjuntamente con el probiético con la
que se comenzd el proceso digestivo (4,7 log ufc/g) fue menor que la poblacion
del patdgeno inoculado solo (8,4 log ufc/g) debido al efecto antagonista de
L. rhamnosus GG durante el almacenamiento de la fruta. Ademds, durante el
proceso de simulacion digestiva, la tasa de supervivencia de L. monocytogenes
CECT 4032 fue menor en presencia del probidtico (una reduccion de 1,9 unidades
logaritmicas). Estos resultados podrian sugerir que la presencia de acido lactico y
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otras sustancias antimicrobianas producidas por L. rhamnosus GG durante el
periodo de almacenamiento no solo afectaron a la supervivencia del patégeno en
la matriz alimentaria, sino que también influyeron en su viabilidad durante el
proceso de digestion. Previamente, Samara y Koutsoumanis (2009) observaron
que la exposicion de lechuga inoculada con L. monocytogenes a tratamientos con
acido lactico, debilitaron a L. monocytogenes frente a las condiciones simuladas del
acido del estomago.

Otra caracteristica de los probioticos es la adhesion al epitelio intestinal. En este
estudio, se observo una alta capacidad de adhesion de L. rhamnosus GG a las
células Caco-2 (aproximadamente 80 %.) El indice de adhesién observado fue
comparable con el que obtuvieron Jacobsen et al. (1999) y Elo et al. (1991).
Tuomola y Salminen (1998) demostraron que L. rhamnosus GG fue una de las 4
cepas mas adhesivas que analizaron en su estudio, no existiendo diferencias
significativas de adherencia entre L. rhamnosus GG y una cepa control positiva
(E. coli bovina enterotoxigénica). El indice de adhesion de L. rhamnosus GG
tampoco se vio afectado por el hecho de estar en una matriz acida durante 7 dias
al0°C.

La patogénesis de L. monocytogenes se debe a su capacidad de adherirse a las
células del epitelio intestinal. Se sabe que los perfiles de adhesién e invasién
dependen de la cepa de L. monocytogenes (Jaradat y Bhunia, 2003). Ademas,
algunas bacterias probidticas tienen la capacidad para inhibir la adhesion de los
patdgenos al epitelio intestinal por inmunomodulacién, antagonismo directo o
por competicion exclusiva (Corr et al., 2009). Thirabunyanon y Thongwittaya
(2012) mostraron que al adherirse los probidticos al epitelio intestinal bloquean la
adhesion, y por tanto, la invasion de los patdgenos en las células epiteliales del
intestino, a esto es a lo que se le llama exclusion competitiva. Gueimonde et al.
(2007) y Sribuathong et al. (2014) sugirieron que la inhibicién de la adhesion se
debe a metabolitos secretados por probidticos, los cuales compiten con los
mismos receptores en el intestino que las moléculas liberadas por los propios
patogenos. Lim y Im (2012) demostraron que los sobrenadantes obtenidos de los
cultivos de probidticos y que estaban libres de células bacterianas podian inhibir
la adhesion de L. monocytogenes a las células intestinales. En el presente estudio, el
dia de la inoculacidn, no se observaron diferencias significativas entre la adhesion
de L. monocytogenes CECT 4032 inoculada sola o con L. rhamnosus GG. Ademas, se
observé un indice de invasion de L. monocytogenes menor cuando el patdgeno fue
inoculado conjuntamente con L. rhamnosus GG, independientemente del tiempo
de muestreo, observandose diferencias significativas entre el patégeno inoculado
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solo o conjuntamente con L.rhamnosus GG. Por el contrario, tras 7 dias de
almacenamiento, la capacidad de adhesion de L.monocytogenes CECT 4032
inoculada sola en la pera minimamente procesada fue mayor (79,2 %) que en el
dia de la inoculacién (69,5 %). Sin embargo, L. rhamnosus GG afectd a la adhesion
del patogeno, la cual se redujo significativamente hasta un 36,7 %. Esto podria
estar relacionado con la produccién de metabolitos del probidtico en la pera
minimamente procesada durante el almacenamiento, lo que podria modificar la
posterior adhesién del patdgeno a las células intestinales. También podria
deberse a la exclusion competitiva, ya que después de 7 dias de almacenamiento
la proporcion L. monocytogenes:L. rhamnosus GG fue, aproximadamente, 1:1000000,
en lugar de 1:300 como ocurri6 el dia de la inoculacién.

La capacidad de invasién de L. monocytogenes CECT 4032 se redujo también de
forma significativa de 46,9 % a 12,8 % en presencia de L. rhamnosus GG tras 7 dias
de almacenamiento, sin embargo, este valor fue mayor que el dia de la
inoculacion (6,2 %). Estos resultados concuerdan con Corr et al. (2007), quienes
demostraron que algunas cepas de Lactobacillus inhibieron la adhesién
L. monocytogenes en las células intestinales debido a la secrecion de sustancias de
caracter proteico y no debido a la interaccion fisica entre Lactobacilli y el patogeno.
Estos autores sugirieron que podria ser debido al hecho de que estas moléculas
podrian potenciar la secrecion de mucina. Bo Andersen et al. (2007) observaron
que la capacidad invasiva de L. monocytogenes Scott A, cultivada bajo restriccion
de O2 (en tubos de ensayo con el aire del espacio de cabeza intercambiado por
nitrégeno y sellados), incrementé. Sin embargo, Colas-Meda et al. (2017b)
demostraron una disminucién de la capacidad de adhesion de una cepa de
L. monocytogenes serovar 1/2a, inoculada en pera minimamente procesada y
almacenada durante 7 dias en aire. En este estudio, la concentracion de Oz dentro
de los envases de fruta al final del almacenamiento fue de 0,0 %, por lo que,
ademads, estos resultados sugierieron que la ausencia de O: dentro de las
barquetas podria potenciar el potencial patogénico de L.monocytogenes. Sin
embargo, se deberia realizar estudios para confirmar tal hipotesis. Finalmente,
Carey et al. (2008) observaron que L. rhamnosus GG fue capaz de reducir la
expresion de genes que codifican para la toxina Shiga en E. coli O157:H7, la cual
es fundamental para que se produzca la invasion del patdgeno, este hecho
probablemente sea debido al acido lactico producido por L. rhamnosus GG y la
creacion de un ambiente acido. De esta manera, se podria sugerir que
L. rhamnosus GG podria haber modificado la expresion de genes relacionados con
la virulencia de L. monocytogenes CECT 4032, sin embargo, se necesitarian estudios

mas exhaustivos para probarlo.
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5. Evaluacion de la capacidad antagonista de P. graminis
CPA-7 y su efecto en la calidad de la pera minimamente
procesada tratada o no con CaCl: en poscosecha

Este estudio se centr6 en la evaluacién de la actividad antagonista de P. graminis
CPA-7 frente a patdgenos de transmision alimentaria y en cdmo podria afectar a
la calidad fisico-quimica de la pera minimamente procesada tratada o no con
CaClz en la poscosecha, principalmente, en el perfil de compuestos volatiles. Este
ensayo se realizd en condiciones que simulan la aplicacion comercial a 5 °C, es
decir, con la solucién antioxidante y el film que mostraron los mejores resultados

en estudios anteriores.

Después de la cosecha de la fruta, el almacenamiento en frio y las atmdsferas
controladas son esenciales para retrasar el proceso de maduracién. Ademas, el
tratamiento poscosecha con CaCl: antes del almacenamiento contribuye a
extender la vida comercial tanto en la fruta entera como en la minimamente
procesada (Ortiz et al., 2009; Trentham et al., 2008). Para este ensayo, las peras se
cosecharon, se trataron con 1 % CaCl: y se conservaron en atmosfera controlada
2% O2y1 % CO2) a0 °C. Tras el periodo de almacenamiento, las peras se
procesaron y se llevo a cabo el ensayo. Se observo que P. graminis CPA-7 crecid en
pera cortada tras 9 dias de conservacion a 5 °C. Sin embargo, su crecimiento fue
mayor en la pera minimamente procesada que habia sido tratada con CaCl
después de la cosecha. Esto se podria explicar porque en cierta manera, los
microorganismos necesitan calcio para su desarrollo, supervivencia y procesos
fisiologicos (Corbin et al., 2008). Tiwari ef al. (1992) observaron que un aumento en
el calcio extracelular provocd un incremento en la tasa de crecimiento de of
Rhizobium melitoti. Por otra parte, Onoda et al. (2000) demostraron que E. coli
detuvo su crecimiento y las células adquirieron una forma anormal, incluso, las
células podian llegar a lisarse y morir en ausencia de calcio. Sin embargo, se ha
demostrado que los requerimientos de calcio por parte de la bacteria dependen
de las condiciones de crecimiento (Youatt, 1993).

En concordancia a estudios previos de esta tesis y con Alegre et al. (2013a), no se
observo efecto antagonista de P. graminis CPA-7 frente a S. enterica en atmdsfera
modificada pasiva a 5 °C, al igual que tampoco se registré crecimiento del
patégeno a esta temperatura. Sin embargo, si que se observo capacidad
antagonista de P. graminis CPA-7 frente a L. monocytogenes después de 9 dias de
almacenamiento a 5 °C, con aproximadamente 1 unidad logaritmica de reduccion.
Alegre et al. (2013a) también demostraron efecto antagonista de P. graminis CPA-7
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frente a L. monocytogenes en manzana minimamente procesada, aunque el efecto
fue mayor en aire que bajo atmosfera modificada pasiva. Resultados similares
obtuvieron Abadias et al. (2014) en meldn minimamente procesado. P. graminis
CPA-7 es un microorganismo aerobio estricto, como se ha indicado
anteriormente, y esta podria haber sido la razén de porqué su actividad
antimicrobiana pudo verse mermada por la baja concentracion de O: dentro de
los envases. También podria haberse debido a que la temperatura ensayada fue

menor (5 °C).

En cuanto a los parametros de calidad se observaron algunas diferencias entre las
peras tratadas y las no tratadas con CaCl: en la poscosecha. Con respecto al
contenido en sélidos solubles (CSS), se observaron diferencias significativas entre
las peras no tratadas y tratadas con P. graminis CPA-7, independientemente del
tratamiento poscosecha con CaCl, excepto en el dia 6 en el caso de las peras
tratadas con CaClz. Los valores de CSS obtenidos en las muestras tratadas con
P. graminis CPA-7 fueron, por lo general, menores que en la pera no tratada con
P. graminis CPA-7. En relacion a los valores de acidez titulable (AT), no se
observaron diferencias significativas entre las peras sin tratar y las tratadas con
P. graminis CPA-7 ni al inicio del ensayo ni tras 2 dias de almacenamiento, sin
embargo, tras 6 y 9 dias las peras tratadas con CaCl: en la poscosecha si
mostraron diferencias significativas en la AT entre las peras sin P. graminis CPA-7
y las que fueron tratadas con él. Estos resultados discrepan de los obtenidos por
Alegre et al. (2013a) y Abadias et al. (2014) que no observaron diferencias
significativas en los valores de CSS y de AT entre las peras tratadas con
P. graminis CPA-7 y las no tratadas ni en manzana ni en melén minimamente
procesados, respectivamente. El hecho de que los valores de CSS en la pera
tratada con P. graminis CPA-7 estuvieran por debajo de 1 °Brix con respecto de las
peras no tratadas con el microorganismo, podria hacer posible que el consumidor
perciba las peras tratadas con P. graminis CPA-7 como menos dulces que las no
tratadas ya que diversos autores han evidenciado que diferencias en °Brix iguales
o superiores a 1 °Brix son percibidas por un panelista entrenado medio (Harker et
al., 2002). Por otra parte, las diferencias significativas en cuanto a la AT tanto a los
6 como a los 9 dias de almacenamiento de la pera, practicamente serian
imperceptibles por el consumidor ya que para que eso ocurra tendria que haber
variaciones superiores a 0,08 % (0,8 g dcido malico/L entre el tratamiento control y
el tratado con el microorganismo (Harker et al., 2002), las cuales en nuestro caso

fueron menores.
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Los resultados obtenidos han demostrado que el hecho de ahadir el cultivo
antagonista no afect6 a la produccion de etanol y acetaldehido. Asi, se observo
que la concentracion de etanol aument6 a lo largo del ensayo hasta valores finales
de entre 95-179 ppm, independientemente del tratamiento. Por su parte, el
acetaldehido solo se vio aumentado en el tratamiento que contenia P. graminis
CPA-7 y en el que las peras fueron tratadas con CaCl: tras la cosecha. El hecho de
que aumentaran ambos metabolitos durante el ensayo en todos los tratamientos
podria indicar que la presencia del microorganismo no interviene en las rutas
metabdlicas causantes de su biosintesis y que, por tanto, se producen en la fruta

independientemente de si esta ha sido o no tratada por el microorganismo.

En general, no se observd un efecto claro del periodo en la emisiéon de
compuestos volatiles. En la mayoria de compuestos, el periodo de permanencia a
5 °C no tuvo un efecto claro, ya que este fue debido al tratamiento a que habia

sido sometida la muestra.

El perfil volatil estuvo constituido por 43 compuestos (25 ésteres, 10 alcoholes, 4
aldehidos, 1 terpeno, 2 cetonas y 1 acido). Los compuestos volatiles mas
importantes detectados en este estudio fueron tipo éster. Los ésteres se
desarrollan durante la maduracién de la pera, alcanzando una concentracién
maxima en el pico climaterio (Lépez et al., 2001). Los ésteres principales fueron los
acetatos de butilo y de hexilo. Estos resultados estan en concordancia con los
obtenidos por Rizzolo et al., (2005) con esta misma variedad conservada en
atmosferas bajas en O: durante 5 meses. En otras variedades de peras europeas,
también se ha encontrado que el acetato de butilo y de hexilo son los principales
ésteres emitidos (Rapparini y Predieri, 2002). Se observé también la produccion
de a- farneseno, otro compuesto comun en el perfil de compuestos volatiles de la
pera (Rapparini y Predieri, 2002), aunque en casi todos los tiempos de muestreo
fue significativamente mayor en aquellas muestras con P. graminis CPA-7, lo cual
podria indicar que la presencia del microorganismo aumento la sintesis de este
compuesto. Se observo una disminucion en la concentracion de etanol (volatil)
debida al periodo, excepto en muestras no tratadas ni CaClz2 ni con P. graminis
CPA-7 para las cuales la concentracion de etanol (volatil) aumento con el tiempo.
Aun asi, la concentracion de este compuesto fue significativamente menor tras 6
dias de almacenamiento de la pera en aquellas muestras tratadas con la bacteria,

independientemente de si fueron tratadas o no con CaClz en la poscosecha.

Los principales compuestos volatiles que hicieron posible que las muestras
tratadas con P. graminis CPA-7 se pudieran diferenciar claramente de las sin tratar
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con fueron: acetato de metilo (notas afrutadas, a maduro y florales), acetato de 3-
metilbutilo (notas afrutadas con un matiz a platano), acetato de pentilo (notas
afrutadas, platano, pera y manzana), acetato de (Z)-2-hexenilo (notas a dulce,
verde, fresco y afrutado con un fondo de manzana cerosa), butanoato de 2-
metilpropilo (notas a dulce, afrutado, pifia, manzana y tutti-frutti), hexanoato de
butilo (notas a afrutado, pifia con un fondo a fruta madura), 3-metil-2-butanol
(notas a alcoholico, picante, etéreo, conac, afrutado, banano y melaza), 1-butanol
(notas a afrutado, dulce, platano, zumo de fruta y tutti-frutti), 2-metil-1-butanol
(notas a vino, cebolla, afrutado, alcohdlico y whisky), 1-hexanol (notas herbal,
graso y afrutado), (E)-2-hexen-1-ol (notas a verde, afrutado, vegetativo, con
matices frondosos y herbales), hexanal (matiz afrutado, manzana, citricos y
fresco) y acetona (notas afrutadas, arandano, frambuesa y bayas). De estos
compuestos mencionados, hay algunos de ellos que son propios del perfil de
volatiles de la pera (acetato de metilo, acetato 3-metilbutilo, 1-butanol, 1-hexanol
y hexanal), con lo que su aumento podrian ser positivo en la percepcion del

consumidor.

Mantener la calidad sensorial de la fruta minimamente procesada después del
procesamiento y a lo largo de la cadena de distribucion es un reto importante al
que se enfrenta la industria. Su vida util es muy limitada debido a un rapido
oscurecimiento de la pulpa y a la pérdida de sabor (Gorny et al., 2002; Toivonen,
2006; Toivonen y Delaquis, 2006). Hay varios factores que afectan la vida util de la
fruta minimamente procesada, incluyendo la variedad, el estado de madurez de
la fruta durante el procesamiento y la atmosfera y la temperatura de
almacenamiento. Estos factores tienen una influencia especialmente importante
sobre la firmeza y la supervivencia y crecimiento de diferentes microorganismos
peligrosos para la salud humana. Algunos autores han evaluado el efecto de estos
factores sobre la calidad comercial, especialmente la firmeza (Roversi y Piazza,
2016) y crecimiento de microorganismos (Colas-Meda et al., 2015) de fruta
minimamente procesada. En general, la combinacién de inmersiones de calcio
(0,54 %), el envasado en atmosferas modificadas o controladas y el
almacenamiento a bajas temperaturas (<5 °C) es ventajosa para incrementar la
vida 1util de frutas y hortalizas minimamente procesadas. La firmeza del
mesocarpio de las frutas minimamente procesadas puede ser preservada por
aplicacion de tratamientos con sales de calcio (Pérez et al., 2003). Inmersiones en
soluciones de 0,5 a 1 % de CaCl: resultan ser muy eficaces en el mantenimiento de
la firmeza en productos minimamente procesados (Ponting et al., 1971; Ponting et
al., 1972). Sin embargo, el CaCl: puede conferir sabor amargo o disminucién del
sabor caracteristico en algunos productos (Luna-Guzman y Barrett, 2000).

237



Discusion

Nuestros resultados respecto a la aplicacion de CaClz no estan en concordancia
con lo expuesto por Luna-Guzman y Barrett (2000), ya que solo se observa una
disminucion de acetato de butilo y esta no es consistente en todos los periodos
evaluados. Sin embargo, si estarian en concordancia con los obtenidos por Ortiz et
al. (2009), los cuales indican que las aplicaciones de calcio, en manzanas de la
variedad “Golden Reinders” permiten mejorar la calidad aromatica preservando
al mismo tiempo niveles adecuados de los principales parametros de calidad

estandar (firmeza, contenido en solidos solubles...)

6. Evaluacion de la capacidad antagonista de
L. rthamnosus GG y su efecto en la calidad de la pera
minimamente procesada tratada o no con CaCl: en
poscosecha

Segtin nuestro conocimiento, existen pocos estudios que analicen la influencia de
los probidticos en la calidad de la pera y, mas especificamente, en el sabor. De
forma similar al estudio con P. graminis CPA-7, este estudio se centro en la
evaluacion de la actividad antagonista de L. rhamnosus GG frente a S. enterica y
L. monocytogenes en pera minimamente procesada y como podria afectar a la
calidad fisico-quimica de la pera minimamente procesada tratada o no con CaCl:
en la poscosecha, y en concreto, en el perfil de compuestos volatiles, muy
relacionados con las propiedades organolépticas y, mas concretamente, con el
sabor caracteristico de especie y/o variedad.

Se confirm6 que L. rhamnosus GG es capaz de controlar el crecimiento de
L. monocytogenes y que ademads sobrevivié a 5 °C en atmdsfera modificada pasiva.
No se observaron diferencias significativas en el CSS entre las peras tratadas con
L. rhamnosus GG y las no tratadas. Resultados similares obtuvieron Alegre et al.
(2011) y Rofile et al. (2010a) en manzana minimamente procesada y de Oliveira et
al. (2014) en meldn. Tampoco se observaron diferencias significativas en los
valores de AT entre los dos tratamientos a lo largo del tiempo de
almacenamiento, hecho que concuerda con lo observado por Rofile et al. (2010a)
en manzana. Sin embargo, Alegre et al. (2011) encontraron diferencias
significativas en la AT en manzana tras 7 dias de almacenamiento a 10 °C, pero no
a 5 °C. La aplicacién de L. rhamnosus GG, por tanto, no afecté al CSSy ala AT en
la pera minimamente procesada después de 9 dias de almacenamiento a 5 °C.

Resultados similares obtuvieron Russo et al. (2015) y Siroli et al. (2015) quienes
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demostraron que una alta dosis de probidtico no afecté a la mayoria de
caracteristicas sensoriales tras 11 dias de almacenamiento en melén y 9 dias en
manzana minimamente procesados, respectivamente. Sin embargo, en el estudio
llevado a cabo con P. graminis CPA-7, si que se observaron diferencias
significativas en los valores de CCSy AT.

Se sabe que en presencia de bajas concentraciones de O: y altas de CO:
L. rhamnosus GG puede fermentar aztcares como la glucosa, fructosa, lactosa y
sacarosa produciendo metabolitos entre los que se incluyen el etanol y el
acetaldehido (Hedberg ef al., 2008). En pera “Conference”, la fructosa es el aztcar
mayoritario seguido de la glucosa y la sacarosa (Soliva-Fortuny y Martin-Belloso,
2003). Ademas, bajas concentraciones de O: en los envases podria activar la
fermentacidon alcohdlica en los tejidos de la fruta y, como consecuencia, la
liberacién de etanol y acetaldehido. El acetaldehido es transformado en etanol
mediante la enzima alcohol deshidrogenasa, por lo que el producto final de la
fermentacién alcoholica es el etanol (Ke ef al.,, 1994). En este estudio, se observo
que la concentracién de ambos metabolitos aumentd a lo largo del ensayo
(valores finales de etanol de 628-740 ppm y de acetaldehido de 18-21 ppm),
aunque no se encontraron diferencias significativas entre las peras tratadas y las
no tratadas con el probidtico. Esto podria indicar que el etanol y el acetaldehido
producidos fueron productos de fermentacién de las rutas metabdlicas que se
producen en los tejidos de la fruta y que no provenian de las reacciones de
fermentacion producidas por el probiético. En el caso del estudio llevado a cabo
con P. graminis CPA-7, los valores de etanol y acetaldehido también aumentaron
alcanzando valores mucho menores (95-119 ppm de etanol y 5-8 ppm de
acetaldehido). Este hecho podria haberse debido a que las concentraciones de O:
dentro de los envases fueron mas altas ya que se utiliz6 un film con una mayor
permeabilidad que el usado en este estudio.

En pera, se han identificado mas de 100 compuestos volatiles en pera, incluyendo
aldehidos, alcoholes, ésteres y cetonas (Qin et al, 2012). Entre ellos se han
detectado algunos volatiles tipo ésteres, por ejemplo, acetato de butilo, acetato de
(Z)-3-hexenilo, acetato de pentilo, acetato de isobutilo o acetato de 2-metilpropilo,
acetato de hexilo, propionato de butilo, acetato de (E)-2-hexenilo como los
principales volatiles caracteristicos del sabor de la pera (Aprea et al., 2012). El
octanoacto de etilo y el (E)-2-octenoato de etilo contribuyen a los olores dulces o
afrutados en la pera “Pasacrana” (Rizzolo et al., 1991). El acetato de 2-metilpropilo
fue el principal volatil producido por la pera “Conference” tras 5 meses de
almacenamiento en atmosfera controlada produciendo notas de olor
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“penetrantes” y el butanoato de etilo se considerd responsable del aroma a “pera
madura” (Rizzolo et al., 2005). En nuestro estudio, de los 46 compuestos volatiles
identificados y utilizados en el modelo de regresion de minimos cuadrados
parciales, se detectaron 12 compuestos que fueron clave para la separacion de las
muestras en dos grupos (control y muestras tratadas con L. rhamnosus GG). Estos
compuestos volatiles fueron: acetato de metilo, acetato de propilo, acetato de
hexilo, acetato de (Z)-2-hexenilo, 2-metilbutanoato de etilo, 2-metilbutanoato de
2-metilbutilo, 3-metilbutanoato de pentilo, etanol, 3-metil-2-butanol, 1-hexanol,
benzil alcohol y benzaldehido. La concentracién mas alta de estos 12 volatiles se
detectd en las muestras tratadas con L. rhamnosus GG. Desde un punto de vista
sensorial, el efecto positivo o negativo de un compuesto volatil se debe
principalmente a su abundancia cuantitativa, a sus umbrales olfatorios y, por
supuesto, a su descriptor de olor (Schieberle et al. 1990; Wyllie et al. 1995). Los
descriptores de olor de estos 12 compuestos volatiles son: pera-frambuesa
(acetato de propilo), afrutado (acetato de hexilo y acetato de metilo), potente y
verde-fresco, dulce y afrutado (acetato de (Z)-hexenilo), manzana madura (2-
metilbutanoato de etilo), afrutado (2-metilbutanoato de 2-metilbutilo), manzana
fresca afrutado (3-metilbutanoato de pentilo), herbal, graso y aroma frutal (1-
hexanol), semillas de girasol, herbal y mohoso (benzil alcohol) y almendra
amarga y aroma fresco de ciruela (benzaldehido). Considerando estos
descriptores, se puede destacar que un aumento de estos compuestos volatiles en
las muestras tratadas con L. rhammnosus GG podrian tener efecto positivo en el
sabor percibido por los consumidores. Resultados similares obtuvieron Rofle et
al. (2010b), quienes detectaron altas concentraciones de acetato de hexilo en las
manzanas tratadas con L. rhamnosus GG. Pogacic et al. (2016) observaron que
L. rhamnosus GG también produjo ésteres en queso. Con respecto a la alta emision
de distintos esteres tipo acetato detectada en las muestras tratadas con el
probidtico, no fue posible determinar si se produjo debido a la interaccion del
probidtico con la fruta, o bien por su propia produccion de estos compuestos.
Diversos estudios han detectado la produccion de compuestos volatiles que
proporcionan aroma y sabor, incluyendo ésteres, aldehidos y alcoholes, por

bacterias, levaduras y mohos (Amaral et al. 2010; Pandey et al. 2000).

Como vision general de los estudios llevados a cabo se podria concluir que la
pera minimamente procesada es un matriz apta para el crecimiento de
microorganismos patoégenos de transmision alimentaria. En esta tesis también se
ha observado que el uso de microorganismos antagonistas como P. graminis CPA-
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7y L. rhamnosus GG pueden ser efectivos para controlar concentraciones elevadas
de patdgenos inoculados artificialmente a 103-10¢ ufc/g. Sin embargo, el hecho de
anadir estos bioconservantes o antagonistas no implica la eliminacién del proceso
de desinfeccidn, ya que el efecto se produce a partir de los 2 o 3 dias de
almacenamiento y no eliminan totalmente a los patdgenos estudiados, ni el uso
de buenas practicas de higiene durante el proceso. Ademas, la efectividad se
podria ver reducida por el uso de atmdsferas modificadas o del tratamiento
antioxidante. L. rhamnosus GG, ademas de ejercer un efecto de control biologico
sobre los S. enterica y L. monocytogenes, se observd que también modificd el
potencial patogénico de L. monocytogenes CECT 4032 disminuyendo su capacidad
de adhesién e invasion en las células Caco-2. El uso de ambos bioconservantes no
afecto significativamente a parametros de calidad (CSS y AT) y en el caso de los
volatiles, incluso se produjeron volatiles que podrian tener un efecto positivo a

nivel sensorial.

L. rhamnosus GG es un microorganismo que esta incluido en la lista QPS
(Qualified Presumption of Safety) elaborada por la EFSA, por lo que ya podria
aplicarse en la pera minimamente procesada. Sin embargo, para poder aplicar
P. graminis CPA-7 seria imprescindible solicitar la inclusién en dicha lista. Asi,
L. rhamnosus GG tiene mas facil la implementacion industrial que P. graminis
CPA-7. Por otra parte, el hecho de que L. rhamnosus GG sea un probiotico,
probablemente tendria una mejor aceptacion por los consumidores.
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Conclusiones

Del estudio de la evaluacion de la efectividad de Pseudomonas graminis CPA-7
sobre Salmonella enterica y Listeria monocytogenes, se concluyo:

1. P. graminis CPA-7 controld el crecimiento de S. enterica y L. monocytogenes en
pera minimamente procesada envasada en aire (21,0 % Oz y 0,0 % de CO2). Este
reveld una reduccion de 1,6 unidades logaritmicas en la poblacion S. enterica y de
2,4 unidades logaritmicas en la de L. monocytogenes tras 10 dias de conservacion a
5°C. A 10 °C también se observd una reduccién en las poblaciones de S. enterica y
L. monocytogenes de 2,2 y 4,1 unidades logaritmicas, respectivamente tras 10 dias
de almacenamiento. A 20 °C, la poblacién de S. enterica se redujo 2,5 unidades
logaritmicas en presencia de P. graminis CPA-7 y la de L. monocytogenes
experimentd una reduccién de 2,6 unidades logaritmicas. La poblacion de
P. graminis CPA-7 aument6 aproximadamente 3 unidades logaritmicas al final del
almacenamiento independientemente de la temperatura evaluada.

2. La capacidad antagonista de P. graminis CPA-7 se vio afectada negativamente
por el envasado en atmdsfera modificada pasiva, observandose tinicamente el
efecto antagonista sobre la poblaciéon de L. monocytogenes tras 10 dias de
almacenamiento de la pera a 5 °C, y a 20 °C sobre los dos microorganismos, con
reducciones de menos de 0,5 unidades logaritmicas. El hecho de que dentro de los
envases se alcanzaran valores de concentracion de Oz del 0,0 % podria ser el
hecho causante de la disminucion de la actividad antagonista de P. graminis CPA-
7. En este caso, P. graminis CPA-7 solamente crecié 2 unidades logaritmicas

independientemente de la temperatura evaluada.

3. El tratamiento antioxidante puede afectar la viabilidad de P. graminis CPA-7,
sin embargo, la solucién antioxidante compuesta por acido ascérbico 2 %, citrato
de sodio 2 % y CaCl2 1 % no afectd al crecimiento de ninguno de los

microorganismos estudiados (S. enterica, L. monocytogenes y P. graminis CPA-7).

4. Tras estudiar la efectividad de P. graminis CPA-7 en distintas atmosferas
modificadas pasivas, se observé que P. graminis CPA-7 control6 el crecimiento de
ambos patdgenos en todas las atmosferas evaluadas excepto en la que los envases
alcanzaban concentraciones de Oz de 0,0 %. La calidad de la pera se vio afectada
dependiendo de la atmdsfera analizada. Se selecciond el film 2 (compuesto por
una pelicula de poliéster antivaho (OLAF) de 14 um de grosor y por una pelicula
de polipropileno mono-orientado (OPP) de 20 pum de grosor, con una
permeabilidad al Oz de 180 cm?/(m2dia'atm?) a 23 °C) para el envasado de la pera
minimamente considerando el efecto antagonista de P. graminis CPA-7 y la
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calidad de la fruta. En este film, tras 5 dias de almacenamiento, se alcanzaron
concentraciones de CO:2 de entre 14,0 y 14,6 % y de O de 4,8 a 6,2 %.

En el estudio de la ampliacién del espectro de accion de P. graminis CPA-7, se
concluyd:

5. La efectividad de P. graminis CPA-7 en el control de S. enterica y
L. monocytogenes se vio influida por la fruta estudiada. Demostré ser efectivo en
mandarina, manzana “Fuji”, manzana “Pink Lady”, sandia, melon “Galia” y
nectarina. Los mejores resultados se obtuvieron en aquellas frutas en las que el
acido mayoritario es el acido malico (manzana y nectarina), o bien, en aquellas
que aunque siendo el acido mayoritario el citrico, su pH es mas alto (melén y

sandia).

6. En medio liquido con pH modificado utilizando acido malico o citrico,
P. graminis CPA-7 presento crecimiento a partir de pH 5,0, siendo este mas rapido
en el medio liquido acidificado con acido malico que con acido citrico. En frutas,

P. graminis CPA-7 fue capaz de crecer a pH mas bajos que en medio liquido.

En el estudio del uso de microorganismos probidticos como agentes de biocontrol

en pera minimamente procesada, se concluyo:

7. Lactobacillus acidophilus LA-5 no controlé el crecimiento de S. enterica ni de
L. monocytogenes en las condiciones ensayadas a ninguna de las temperaturas

testadas.

8. Se observo el efecto antagonista de L. rhammnosus GG sobre S. enterica y
L. monocytogenes en pera minimamente procesada en las condiciones ensayadas. A
5 °C la poblaciéon de L. monocytogenes disminuyd aproximadamente 3 unidades
logaritmicas tras 10 dias de conservacion de la pera, sin embargo, no se observd el
efecto sobre la poblacion de S.enterica. A 10 y 20 °C, tanto S. enterica como
L. monocytogenes experimentaron una reduccion de aproximadamente 2 y 3
unidades, respectivamente, al final del almacenamiento.
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9. La poblaciéon de ambos microorganismos probidticos se mantuvo dentro del
limite minimo considerado (106 ufc/g o mL) para que lleguen al intestino del
consumidor y cumplan su funcién como probioticos.

10. La combinacién de P. graminis CPA-7 junto con L. rhamnosus GG no mejord el
control bioldgico de los patdgenos de transmision alimentaria en las condiciones

ensayadas.

Del estudio del comportamiento de L. monocytogenes CECT 4032 serovar 4b
después de un periodo de habituacién de 7 dias en pera minimamente procesada

a 10 °C y en presencia de L. rham. GG, se determiné:

11. En las condiciones ensayadas, L. rhamnosus GG controld el crecimiento del

patdgeno con una reduccion de 3,7 unidades logaritmicas tras 7 dias.

12. La presencia del probidtico provocéd una reduccién de la poblacion de
L. monocytogenes CECT 4032 de 1,9 unidades logaritmicas con respecto a la
poblacién inicial al final del proceso de simulacion digestiva tras 7 dias de

almacenamiento de la pera minimamente procesada a 10 °C.

13. L. rhamnosus GG modificé el potencial patogénico de L. monocytogenes CECT
4032 reduciendo en un 42,3 % el indice de adhesion tras 7 dias de conservacion de
la pera, y el indice de invasion en un 23,2 % el dia del inicio del ensayo y en un

34,1 % tras 7 de habituacion en pera minimamente procesada.

14. La pera minimamente procesada es una matriz adecuada para albergar a
L. rhamnosus GG, ya que su poblacion se mantuvo constante durante el tiempo de
conservacion del producto. La tasa de supervivencia del probidtico tras el proceso
de simulacién digestiva fue mayor del 96 %, independientemente de la presencia
del patdgeno y del dia de muestreo. La capacidad de adhesion de L. rhamnosus
GG fue de aproximadamente un 82 % el dia del inicio del ensayo y de un 80 %
tras 7 dias de almacenamiento a 10 °C, sin observarse diferencias significativas,
por lo que el periodo de habituacién en pera minimamente procesada no afectd a
la supervivencia del probidtico.
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De la evaluaciéon de la capacidad antagonista de los agentes de biocontrol y su
efecto en la calidad de la pera minimamente procesada tratada o no con CaClz en
poscosecha, se concluyo:

15. El CaCL no tuvo efecto en la poblacién de L. rhamnosus GG, sin embargo,
P. graminis CPA-7 experimentd mayor crecimiento en las peras que fueron tratas
con CaCl2 en la poscosecha. L. rhamnosus GG controld el crecimiento de
L. monocytogenes, independientemente del tratamiento con CaClz, a partir de 6
dias de almacenamiento de la pera minimamente procesada con una reduccién
final de 1,8 unidades logaritmicas, al igual que P. graminis CPA-7 el cual controlo
a L. monocytogenes a los 9 dias de conservacion con unos valores de reduccion de
entre 0,8 y 0,9 unidades logaritmicas en las peras no tratadas y tratadas con CaClz,

respectivamente.

16. La calidad de la pera minimamente procesada no se vio afectada por el
tratamiento con CaClz en la poscosecha, ni por la presencia de L. rhamnosus GG.
Sin embargo, las peras inoculadas con P. graminis CPA-7 mostraron valores mas

bajo en el contenido en sélidos solubles que las no tratadas por la bacteria.

17. El CaClz no tuvo efecto claro en el perfil de compuestos volatiles, sin embargo,
aquellas peras tratadas con ambos microorganismos mostraron un perfil de
compuestos volatiles que podrian proporcionar buen sabor al producto

minimamente procesado.

18. L. rhamnosus GG podria ser utilizado como agente para controlar el
crecimiento de los microorganismos patdgenos de transmision alimentaria
S. enterica y L. monocytogenes en pera minimamente procesada para obtener asi un
producto mas seguro desde el punto de vista microbioldgico, y al mismo tiempo,
esta pera podria ser un alimento funcional actuando como un vehiculo de

probiodticos.
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Perspectivas de futuro

1. Profundizar en los estudios del efecto de la concentraciéon de O2 y CO2 en la
efectividad de P. graminis CPA-7 utilizando atmosferas modificadas activas.

2. Mejorar la calidad visual de las peras tratadas con P. graminis CPA-7, para
alargar su vida util, por ejemplo, mediante cambios en el tratamiento antioxidante
o aplicacion de recubrimientos.

3. Mejorar la efectividad de P. graminis CPA-7 mediante mecanismos de
adaptacion a pH acido que mejoren el crecimiento en condiciones de bajo pH,

para asi poder aplicarlo en frutas en las que no ha sido efectivo.

4. Determinar la calidad organoléptica de la fruta tratada con L. rhamosus GG y

P. graminis CPA-7 mediante un panel de cata.

5. Llevar a cabo analisis moleculares a nivel gendémico de L. monocytogenes CECT
4032 serovar 4b para conocer porqué se modifica su comportamiento frente al
tracto gastrointestinal y la capacidad patogénica (adhesion e invasién) en

presencia del microorganismo probiotico.
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