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RESUMEN

En este estudio se ha evaluado la eficacia de dos dcidos orgdnicos contemplados en la lista positiva de
aditivos alimentarios, el lactato sédico (E-325) y el diacetato sédico (E-262), sobre el crecimiento de Listeria
monocytogenes. Estos aditivos se adicionaron en diferentes concentraciones a un medio de cultivo liquido,
determinando el incremento de densidad dptica del medio a 600 nm durante 24 horas a 37 °C, con respecto al
medio sin inocular que se tom6 como blanco, realizando la medida cada hora. El incremento de absorbancia
se midié con respecto al tiempo, evaluando el crecimiento de la bacteria a través de la interpretacion de la
tasa maxima de incremento de absorbancia (¢) y el tiempo minimo requerido para detectar un incremento en
la densidad 6ptica del medio (). Este tltimo pardmetro se puede equiparar al tiempo de latencia o tiempo de
adaptacion al medio. Asi, para el lactato sddico, se observé que ejerce un efecto negativo dosis dependiente so-
bre el crecimiento de L. monocytogenes, prolongando el tiempo que necesito la bacteria para adaptarse al medio
de cultivo (A), sin afectar a la tasa de crecimiento () una vez que esta comenzé a crecer. El diacetato sédico
mostrd ser mas efectivo que el lactato sddico frente al crecimiento de la bacteria, incrementando el tiempo de
adaptacion al medio, asi como disminuyendo la tasa de crecimiento. Ademads, el diacetato sédico consiguid
inhibir de forma completa el crecimiento de la bacteria a concentraciones iguales o superiores a 0.2%.
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ABSTRACT

The effectiveness of two organic acids included in the positive list for additives, sodium lactate (E-325)
and sodium diacetate (E-262), was evaluated against Listeria monocytogenes growth. Different concentrations
of these additives were added to the liquid culture medium. The optical density increments at 600 nm was
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measured for a 24 hours period under 37 °C, using non-inoculated medium as blank. The measurements were
taken every hour in sterile 96 wells plates each. After this analysis, a graphical representation of absorbance
increment against time was done, extrapolating the maximum absorbance increment rate () and the minimum
time required to detect an absorbance increment (A) from the graphic. These two parameters made possible
to evaluate the bacterial growth. After the analysis of A and u for lactate concentrations, a negative effect in
bacterial growth was observed, extending A value. Nevertheless, once the bacterial growth started, any effect on
u value was detected. A higher inhibitory effect was observed after the analysis of these parameters for diacetate
concentrations, an extension on A value as well as a p value descent was found. In this way, a total inhibition of
growth occurred when diacetate concentration was 0,2% or higher.
Key Words: Sodium lactate, sodium diacetate, Listeria monocytogenes, inhibition, culture medium.

INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es un patdégeno
emergente, cocobacilar y gram +, que ha co-
brado especial importancia como microorganis-
mo responsable de brotes asociados al consumo
de alimentos a partir de la dltima década del
siglo XX (Schlech 2000). Este patégeno fue
descrito por vez primera por Pirie (1927), como
agente causal de una enfermedad que afectaba
a roedores de la sabana del sur de Africa de-
nominada “Tiger River disease”, pero no fue
hasta los afios 1970-1980 cuando se considerd
a L. monocytogenes como un serio problema
para la salud asociado al consumo de alimentos
contaminados, alcanzando en Estados Unidos y
Europa niveles de mortalidad entre el 20 — 40%
en los grupos mds susceptibles de la poblacién
(nifios, ancianos, pacientes inmunodeprimidos
y fetos), siendo una tasa excepcionalmente alta
para una enfermedad transmitida por alimentos
(Schlech 2000). Desde entonces, la notificacion
de casos de listeriosis alimentaria se ha ido in-
crementando segtn los informes anuales de la
European Food Safety Authority (EFSA) y del
European Center of Disease Control (ECDC),
respecto a la incidencia de listeriosis en paises
de la Unién Europea en base a los casos notifi-
cados desde el afio 1999 hasta el 2006 (Denny
y McLauchlin 2008). Los principales alimen-
tos implicados en estos brotes fueron alimentos
Listos para el Consumo (LPC), siendo estos los
definidos como “aquellos destinados al consu-
mo directo sin necesidad de ser cocinados o

sometidos a otro tipo de transformacion capaz
de eliminar o reducir a un nivel aceptable los
microorganismos peligrosos”, tal y como defi-
ne el Articulo 2, apartado “g”, del Reglamento
(CE) n°® 2073/2005 de la Comisién, de 15 de
noviembre de 2005. La mayoria de casos de lis-
teriosis alimentaria estidn asociados al consumo
de alimentos que no cumplen las normas vigen-
tes relativas a la presencia de L. monocytogenes
en alimentos (EFSA, 2007; FAO/OMS, 2004),
existiendo una relacion directa entre, el nivel de
contaminacién de un alimento y la presencia de
sintomatologia en el consumidor. De forma ge-
neral, la mayoria de alimentos implicados tuvie-
ron un nivel de contaminacién superior a 1000
ufc (unidades formadoras de colonias)/g, (Tom-
pkin 2002), por lo que la International Commis-
sion on Microbiological Specification for Foods
(ICMS 1996), destind este limite como un nivel
de contaminacién aceptable, sin entrafiar riesgo
para la salud de los consumidores.

L. monocytogenes es un microorganismo
muy ubicuo, colonizando diferentes ambientes,
entre ellos, las plantas de procesado de alimen-
tos, a las que accede principalmente vehicula-
da por medio de alimentos de origen vegetal y
animal crudos, equipos de transporte o por los
propios trabajadores, que pueden actuar como
portadores sanos (Vogel et al., 2001; Moretro &
Langsrud 2004). La proteccién del consumidor
pasard por prevenir la contaminacion de los ali-
mentos por L. monocytogenes (Tompkin 2002).
Por lo tanto, la industria alimentaria se enfren-
ta al hecho de que este microorganismo crece
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en condiciones extremas, en comparaciéon con
otros microorganismos contaminantes de ali-
mentos, siendo anaerobia facultativa, halotole-
rante y capaz de crecer bajo un amplio rango de
temperatura, entre 4 y 50 °C (Rocourt & Cos-
sart, 1997; Martin & Fisher, 1999). Ademats, L.
monocytogenes es capaz de formar biofilms y
resistir las acciones de limpieza y desinfeccion
rutinarias (Carpentier & Chassaing 2004). Por
todo ello, se hace muy dificil la eliminacién de
L. monocytogenes de las plantas de procesado
de alimentos.

Estas caracteristicas hacen que los alimen-
tos LPC, adquieran gran importancia en la epi-
demiologia de los brotes de listeriosis alimen-
taria. La mayoria de estos alimentos van a ser
sometidos a tratamientos de esterilizacion du-
rante su fabricacion, no obstante, previamente
al envasado son manipulados, entrando en con-
tacto con distintas superficies y/o maquinaria,
favoreciendo la contaminacién de los mismos.
Una vez en el alimento, L. monocytogenes es
capaz de multiplicarse hasta alcanzar recuentos
microbianos elevados, ya que suele ser resis-
tente a los conservantes o condiciones de con-
servacioén habituales en este tipo de alimentos
tales como el vacio, la atmdsfera modificada
o las sales de conservacién. Cuando el consu-
midor consume este tipo de alimentos, no los
somete por lo general, a un cocinado que permi-
ta reducir la carga microbiana contaminante a
unos niveles aceptables, quedando asi expuesto
al patégeno (Neetoo et al., 2008; Mejlholm &
Dalgaard, 2007; Zhu et al., 2005; Mataragas
et al., 2003). Esta situacién hace que, dada la
dificultad de eliminar la posibilidad de conta-
minacién del alimento durante su procesado, la
industria alimentaria y las autoridades sanitarias
quieran buscar nuevas alternativas en la conser-
vacion de alimentos, eficaces en el control de L.
monocytogenes. A su vez, debemos considerar
el hecho de que, el consumidor actual, demanda
alimentos seguros y “naturales”, asociando este
término a un bajo contenido en conservantes
artificiales (McEntire et al., 2003).

Atendiendo a esta necesidad, el objetivo del
presente estudio ha sido evaluar el efecto de dos
dcidos orgdnicos, lactato y diacetato sédico (E-
325 y E-262), sobre el crecimiento de una cepa
de L. monocytogenes en medio de cultivo liqui-
do, como paso previo a su posible empleo como
ingrediente en la fabricacién de alimentos LPC.
La forma no disociada de estos 4cidos, va a pe-
netrar en el interior del citoplasma bacteriano,
disocidndose y liberando protones que acidifi-
can el medio intracelular. A través de una bom-
ba ATP-asa de membrana, la bacteria expulsa
estos protones para estabilizar el pH, agotando
las reservas energéticas y repercutiendo sobre
la tasa de multiplicacién bacteriana (Davidson
1996). Ambos 4cidos se encuadran dentro de
la lista positiva de aditivos alimentarios, con-
siderdandose como sustancias GRAS (Genera-
lly Recognized as Safe) por la Food and Drug
Administration (FDA) de EEUU en el Code of
Federal Regulations (CFR, 2010) y acogiéndo-
se al principio quantum satis para su uso dentro
de la UE (Directivas 95/2/CE y 2006/52/CE del
Parlamento Europeo y del Consejo).

MATERIAL Y METODOS

Cepa de Listeria monocytogenes y condicio-
nes de cultivo

Para el aislamiento de Listeria monocytoge-
nes se utilizé el método de deteccion en medio
de cultivo RAPID’L mono (Biomereux, Fran-
cia), previo enriquecimiento con caldo FRA-
SER (BioRad, America) (NF EN ISO 11290-
2), a partir de 25 g de alimentos cdrnicos LPC
(patés a la pimienta y patés de champagne)
adquiridos en distintos establecimientos de
alimentacién de la ciudad de Murcia. A partir
de colonias sospechosas se realizd siembra en
triple estria sobre placa de Brain Heart Agar
(BHA, Merk, Alemania) para obtener cultivos
puros, incubando 24h a 37 °C. Tras la incu-
bacidn, se realizé una verificacion del género
Listeria mediante test catalasa y test oxidasa.
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Solo aquellos cultivos que fueron Catalasa (+)
y Oxidasa () se sometieron a identificacién de
especie mediante ensayos enzimdticos y de fer-
mentacién de azicares con galeria API® Liste-
ria (Biomereux, Francia). Una vez identificada
una cepa pura, se procedié a su incubacién en
caldo Brain Heart Infusion (BHI, Merk, Ale-
mania) durante 18 horas a 37 °C y a la creacién
de un stock en BHI con 20% de glicerol, man-
teniéndolo en congelacién a —80 °C. hasta el
momento de su utilizacion.

Efecto antimicrobiano del lactato sodico y
diacetato sodico

Para la realizacién de los experimentos, se
empled una modificacién del medio BHI pro-
puesta por Antwi et al., (2007), afiadiendo D-
(+)-glucosa (Sigma-Aldrich, Espafia) y extracto
de levadura (Pronadisa, Espafia). Para los estu-
dios de evaluacion del efecto antimicrobiano
del lactato sédico (Fluka, Sigma-Aldrich, Es-
pafia), este se adicioné con las concentracio-
nes de 1.5%, 2%, 2,5% y 3.5%. En el caso
del diacetato sddico (Fluka, Sigma-Aldrich,
Espaiia), las concentraciones empleadas fueron
0.1%, 0.15%, 0.2%, 0.25% y 0.3%. Estas con-
centraciones fueron seleccionadas basandose en
estudios de formulacion de diferentes alimentos
con estos aditivos en los que mostraron un efec-
to negativo sobre el crecimiento de bacterias
Gram +, siendo el principal limitante a su uso
las alteraciones sensoriales y el rechazo por los
consumidores si se empleaban por encima de
estas concentraciones (Maks et al., 2010; Jofré
et al., 2008; Marcos et al., 2008; Blom et al.,
1997). Las condiciones de incubacion de estos
medios fueron 37 °C durante 24 horas, en con-
diciones de aerobiosis.

Evaluacion del crecimiento de Listeria mono-
cytogenes

Para la estimacién y evaluacién del creci-
miento de L. monocytogenes se empled un mé-

todo turbidimétrico, midiendo la variacién de la
absorbancia del medio liquido, durante 24 horas
a 37 °C, a una longitud de onda de 600 nm.
La aplicacion de las técnicas turbidimétricas al
crecimiento microbiano es posible gracias a la
relacién existente entre la variacion de la absor-
bancia del medio y el nimero de bacterias en
suspensién (Francoise et al., 2005; Dalgaard &
Koutsoumanis, 2001). En este trabajo, se ajustd
en primer lugar la carga microbiana inicial del
cultivo a concentraciones préximas a 108 ufc/ml
en la escala McFarland, empleando un densit6-
metro Densimat® (Biomereux, Francia) y pos-
teriormente se realizaron diluciones decimales
hasta alcanzar una concentracién de 10° ufc/ml.

El estudio se realiz6 en placas de microtitu-
lacién de 96 pocillos estériles, con 8 filas x 12
columnas, (Nunc, Thermo Scientific, USA), ba-
sandonos en los estudios de Blom ez al., (1997)
y Bredholt et al., (1999). La primera columna
se utiliz6 como control positivo para poder de-
terminar el crecimiento bacteriano en el medio
sin accién de ninguno de los dcidos organicos
evaluados. Para medir la absorbancia del medio
para cada una de las concentraciones de dcidos
organcos empleadas, se dejaron seis columnas
sin inocular, sirviendo estas como control nega-
tivo. La incubacién de las placas se realizé du-
rante 24 horas a 37 °C, midiendo la absorbancia
cada hora, utilizando para ello un Multilector de
Placas Microtiter Synergy HT (Biotek, USA) y
un Software de recopilacién y tratamiento de
datos Gen® (Biotek, USA).

Para cada columna y hora de lectura se
calculé un valor de absorbancia medio, obte-
niendo el incremento de absorbancia (Aabs).
Posteriormente se representd graficamente,
para cada una de las condiciones de cultivo, el
Aabs con respecto al tiempo, obteniendo una
curva sigmoidea, con una fase intermedia de
incremento exponencial de la absorbancia., que
se corresponde a la fase exponencial de creci-
miento microbiano (Dalgaard y Kousoumanis,
2001). Los pardmetros principales que van a de-
finir el crecimiento microbiano en los métodos



AN. VET. (MURCIA) 27: 33-42 (2011). EFECTO DE DOS ANTIMICROBIANOS SOBRE LISTERIA MONOCYTOGENES. GONZALEZ-BERMUDEZ C A. ET AL. 37

de recuento en placa son el tiempo de latencia
o tiempo que tarda la bacteria en adaptarse al
medio y comenzar a crecer y la tasa mdxima
de crecimiento (Perni et al., 2005). Al trabajar
con absorbancias, la equivalencia a estos pa-
rdmetros las encontramos en la tasa mdxima
de Aabs (#) y en el tiempo minimo requeri-
do para detectar un incremento en la densidad
Optica del medio (A). A partir de cada una de
las gréficas obtenidas, el pardmetro u se estimé
mediante regresion lineal en la fase de la curva
donde la absorbancia present6 un incremento
exponencial, siendo este pardmetro la pendiente
de la recta obtenida. El pardmetro A se estimé
prolongando esta recta sobre el eje de abcisas,
siendo su valor el punto de corte con dicho eje
(Zwietering et al., 1990).

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizO mediante
andlisis de varianza, ANOVA de un factor, para
estudiar el efecto de las distintas concentracio-
nes de cada aditivo sobre u y A. Con el fin

de establecer las diferencias por parejas, entre
las medias de cada variable, se realizé un test
de Tukey. El nivel de significacién estadistico
fijado para todos los andlisis fue de p<0.05.
Se utiliz6 el programa estadistico SPSS version
15.0 para Windows.

RESULTADOS

En la Figura 1 se muestra la grifica ob-
tenida al representar el Aabs frente al tiempo
para las diferentes concentraciones de lactato.
En la Figura 2 se muestra la grafica obtenida
al representar el Aabs frente al tiempo para las
diferentes concentraciones de diacetato sédico.

Para el caso del lactato sédico los pardme-
tros u y A obtenidos se han representado en
la Tabla 1. Se puede observar que, tan solo se
encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (P<0.05) en el pardmetro y del medio
al que se le habia adicionado una concentracién
de 2,5% de lactato sddico, siendo en este caso
significativamente menor (0,0657 + 0,0031) en
comparacién con la del medio sin lactato o con
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Figura 1. Incremento de la absorbancia, medida a 600 nm, con respecto al tiempo del medio inocu-
lado con Listeria monocytogenes y distintas concentraciones de lactato sédico
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Figura 2. Incremento de la absorbancia, medida a 600 nm, con respecto al tiempo del medio inocu-
lado con Listeria monocytogenes y distintas concentraciones de diacetato sédico

Tabla 1. Valores de los parametros u (tasa maxima de incremento de absorbancia) y A
(tiempo minimo requerido para detectar un incremento en la densidad optica del medio)
para las diferentes concentraciones de lactato sédico empleadas

Concentracién N
de aditivo
0% 0,0746 + 0,0045* 5454 £0,174
1,5% 0,0722 + 0,0046* 6,756 +0,128°
2% 0,0716 +0,0021* 6,961 +0,188°
2,5% 0,0657 +£0,0031" 6,269 +0,035¢
3.5% 0,0745 + 00,0034 9,094 +0,197¢

(a-d) Diferentes letras como superindice indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) dentro de la misma
columna entre cada una de las concentraciones de lactato sédico empleadas (0% - 3,5%).

la de los medios que posefan otras concentra-
ciones ensayadas de este aditivo. En cuanto al
pardmetro A, se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas entre el medio sin
lactato y el medio con cualquiera de las con-
centraciones estudiadas de lactato sédico. Se
observé que en el medio control, A fue menor
que en el medio al que se le afiadi6 este conser-

vante, aumentando de forma significativa al ir
incrementando la concentraciéon de lactato s6-
dico hasta alcanzar un valor de (9,094 + 0,197
horas) para el medio con una concentracién de
lactato de 3,5%.

Los pardmetros y y A para el diacetato s6-
dico son los representados en la Tabla 2. Se
encontraron diferencias estadisticamente signi-
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Tabla 2. Valores de los parametros y (tasa maxima de incremento de absorbancia) y A

39

(tiempo minimo requerido para detectar un incremento en la densidad 6ptica del medio)
para las diferentes concentraciones de diacetato sodico empleadas

Concentracién
de aditivo # g
0% 0,0358 +0,0045* 5454 +0,174*
0,1% 0,0594 + 0,0046° 6,756 £ 0,128°
0,15% 0,037 £0,0036¢ 9,531 +£0,139¢
0,2% N.D. e
0,25% N.D. e
0,3% N.D. e

(a-c) Diferentes letras como superindice indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) dentro de la misma
columna entre cada una de las concentraciones de diacetato sédico empleadas (0% - 0,3%).

ficativas (p<0,05) en el valor de y para todos
los niveles de diacetato evaluados. En concre-
to se observo que, a medida que aumenta la
concentracion de diacetato sodico, el valor de
este parametro disminuy0, llegando a alcanzar
valores que pueden considerarse despreciables
a partir de una concentracién de 0,2% de diace-
tato sédico. En cuanto al pardmetro A, también
se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas para todos los niveles de diacetato,
aumentando de forma significativa conforme
aumenta la concentracién del aditivo. A par-
tir de una concentracion de 0,2% de diacetato
sddico consideramos que la fase de latencia se
prolonga durante todo el tiempo del ensayo (),
al no detectarse crecimiento.

DISCUSION

En el presente estudio se ha observado que,
a medida que se incrementa la concentracion de
lactato sédico en el medio de cultivo a 37°C en
aerobiosis, se ejerce un efecto negativo sobre el
crecimiento de L. monocytogenes, encontrando
la maxima inhibicién de dicha bacteria a una
concentracion de lactato sodico de 3,5%. Es-

tos resultados coinciden con los obtenidos por
Blom et al. (1997), Jofré et al., (2008), Marcos
et al., (2008) y Maks et al., (2010) en estudios
realizados sobre la adicién de este aditivo en
distintos alimentos. En concreto se observo que,
el lactato no modificé de forma significativa el
valor p, obteniendose curvas de incremento de
absorbancia con fases de incremento exponen-
ciales de trayectorias paralelas. El mayor efecto
se observd sobre A, el cual se incrementd de
forma significativa a medida que aumentd la
concentracién de lactato, pasando de un valor
inicial aproximado de 5h en el control, a un
valor aproximado de 9h con la médxima con-
centracion del aditivo (3,5%). Esto se traduce
en que el lactato alarga el tiempo que necesita
L. monocytogenes para adaptarse al medio de
cultivo aunque una vez que se ha adaptado no
afecta de forma negativa a la tasa de incremento
de la absorbancia en la fase exponencial.

Por otro lado, segin los resultados obteni-
dos en nuestro estudio, el diacetato presenta
un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de L.
monocytogenes, confirmando estos resultados
otros estudios previos (Schlyter et al., 1993;
Blom et al., 1997; Marcos 2007). Asi se encon-
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tr6 que este efecto inhibitorio fué mayor con-
forme aumentd la concentracion de diacetato,
disminuyendo de forma significativa el valor de
p y aumentando el valor de A, lo que se traduce
en un incremento en el tiempo de adaptacion
de la bacteria al medio de cultivo y una menor
tasa de crecimiento de la misma. En concre-
to, bajo las condiciones del presente estudio, el
diacetato inhibi6 totalmente el crecimiento de
L. monocytogenes a partir de una concentracién
del 0,2%.

Con todo ello, se puede concluir que, el
lactato y diacetato sédico son antimicrobianos
naturales capaces de inhibir de forma parcial o
completa, en funcién de la concentraciéon em-
pleada, el crecimiento de L. monocytogenes.
Debido a su inocuidad para el consumidor y a
la ausencia de limites legales de uso, se hace
necesaria la evaluacién de su empleo en la fa-
bricacién de alimentos listos para el consumo.
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