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RESUMEN

La bioconservacién con bacterias dcido-ldcticas es una alternativa para la conservacién de productos derivados
pesqueros; en este sentido, es importante conocer las condiciones de proceso que permitan a los microorganismos
ldcticos realizar su funcién biolégica. Por tal razén, el objetivo de esta investigacién fue evaluar el efecto biocon-
servador de Lactobacillus plantarum en masas crudas de corvina (Argyrosomus regius) para la elaboracién de
embutidos. Inicialmente, se realizaron pruebas de caracterizacién fisicoquimicas de L. plantarum (SB17), como
resistencia a diferentes temperaturas (50, 60, 70 y 80 °C), pH (3, 4, 5, y 6), concentraciones de sal y sales de nitro
(30, 60, 80 y 100 ppm). Posteriormente, se estandarizé la formulacién de la masa de pescado con la inclusién
de L. plantarum con proporciones de 0,25, 0,5, 0,75 y 1, y se evalué la estabilidad de las masas durante 8 dias
de conservacién. Los resultados de la caracterizacién mostraron que L. plantarum (SB17) es resistente a bajas
temperaturas, tolera un pH entre 5 y 6 y en cuanto a sal y sales de nitro es resistente a concentraciones hasta de

100 ppm. Asi mismo, se encontré una reduccién significativa del nimero mds probable (NMP) en las masas
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elaboradas con inclusién de L. plantarum (SB17) durante el almacenamiento. En conclusién, L. plantarum de-

mostré ser efectiva como bioconservante en la masa de pescado Argyrosomus regius.
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ABSTRACT

Biopreservation with lactic acid bacteria is an alternative for the preservation of fishery products; in this sense, it
is important to know the process conditions that allow lactic microorganisms to perform their biological function. For
this reason, the aim of this research was to evaluate the biopreserving effect of Lactobacillus plantarum in raw masses
of sea bass (Argyrosomus regius) for the preparation of sausages. Initially, physicochemical characterization tests of L.
plantarum (SB17) were carried out, such as resistance to different temperatures (50, 60, 70 and 80 °C), pH (3, 4,
5, and 6), salt concentrations and nitro salts (30, 60, 80 and 100 ppm). Subsequently, the fish mass formulation was
standardized with the inclusion of L. plantarum with proportions of 0.25, 0.5, 0.75 and 1, and the stability of the
masses was evaluated during 8 days of storage. The results of the characterization showed that L. plantarum (SB17) is
resistant to low temperatures, tolerates a pH between 5 and 6 and is resistant to salt and nitro salts at concentrations of
up to 100 ppm. Likewise, a significant reduction of the Most Probable Number (MPN) was found in the masses ela-
borated with the inclusion of L. plantarum (SB17) during storage. In conclusion, L. plantarum proved to be effective

as a biopreservative in Argyrosomus regius fish mass.

Keywords: lactic acid bacteria, biotechnology, fish, shelf life.
L

1. INTRODUCCION

La industria alimentaria ha creado sistemas de con-
servacion para generar productos seguros y de calidad.
Dentro de estos productos, la carne de pescado es uno
de los alimentos que requieren mayor vigilancia (Hicks,
2016). Durante afnos se han utilizado los conservantes
quimicos para preservacién de los alimentos, pero estos
han demostrado ser un riesgo para la salud publica (An-
giolillo ez al., 2014). Esto ha generado una tendencia ha-
cia el consumo de alimentos saludables que contengan

conservantes naturales (Mesias ez a/., 2021).

En medio de este panorama, se ha incrementado
la investigacién sobre nuevas técnicas de conservacion,
incluidos procesos biotecnolégicos que utilizan mi-
croorganismos vivos o sustancias producidas por estos
a través de técnicas de bioconservacién (Reyes-Reyes ez
al., 2022). Dentro de estos tratamientos se incluyen las
bacterias dcido-ldcticas (BAL) (Zapasnik ez al., 2022).

Las BAL pueden producir diversos compuestos an-
timicrobianos, incluyendo dcido ldctico, dcido acético,
bacteriocinas, entre otros, que se pueden utilizar para
controlar los microorganismos patégenos y el deterio-
ro de los alimentos (Ibrahim et 4/., 2021). Sin embar-
go, la actividad antimicrobiana de las BAL depende
principalmente del genotipo y el origen de la cepa, asi
como de factores ambientales. Las cepas de BAL que
se producen naturalmente en ambientes extremos pue-
den tener una importante actividad antimicrobiana y
por lo tanto pueden ser eficaces como bioconservantes
(Abouloifa et al., 2021).

Las BAL son utilizadas en la industria alimentaria
por su capacidad para producir compuestos antimi-
crobianos como bacteriocinas. Hasta la fecha, algunos
exopolisacdridos péptidos antimicrobianos y sustan-

cias inhibidoras similares a la bacteriocina producidos
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por las BAL, han mostrado beneficios potenciales para
la salud, como un valor nutricional mejorado, control
de infecciones intestinales e inhibicién de bacterias pa-
togenas (Nebbia ez a/., 2021).

L. plantarum es una de las BAL mds importantes
utilizadas para la produccién de productos cdrnicos
mediante diferentes procesos biotecnolégicos. Tam-
bién son utilizadas en la elaboracién de alimentos en
beneficio de la salud de los consumidores (Le ez 4l.,
2019). Tiene multiples usos como preservante natu-
ral, acelerador en procesos fermentativos y probio-
ticos (Jurado-Gdmez et al., 2017), asimismo se ha
comprobado que el género L. plantarum poseen un
efecto inhibidor sobre las bacterias patégenas como
la E. coli. Un ejemplo de ello es el sector de la pesca,
en donde las BAL son utilizadas para la produccién
de ensilado de pescado mediante la bioconversién
de los residuos pesqueros, siendo esta una ruta que
ofrece numerosas ventajas como método de preser-
vacién, permitiendo la recuperacién del valor agre-
gado de subproductos tales como quitina, proteinas
y pigmentos, los cuales tienen un extenso mercado
(Agudelo ez al., 2010). No obstante, los efectos de
bioconservacién del L. plantarum escasamente se
han probado en productos a base de pescado. Te-
niendo en cuenta lo anterior, en el presente estudio
se evalud la capacidad bioconservante de L. plan-
tarum aplicado en masa cruda de pescado corvina

(Argyrosomus regius).

2. MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico: las cepas de Lactobacillus plan-
tarum y Escherichia coli fueron suministradas por el
laboratorio de Microbiologfa y Biotecnologia Aplicada
MIBIA de la Universidad del Valle (Cali-Colombia).
Estds cepas fueron criopreservadas en viales con glice-
rol al 26 % a una temperatura de -20 °C. Fueron man-
tenidas y reactivadas mediante subcultivos sucesivos
en caldo infusién cerebro corazén (BHI) para E. coliy
MRS (Scharlau - Espana) para L. plantarum. Ambas
cepas se clasificaron segtin la forma, elevacién, margen

y coloracién Gram.

La cepa l4ctica se inocul6 en caldo MRS durante
24 h a 35 °C, luego de verificar su crecimiento y las
caracteristicas anteriores. E. coli se inoculé en caldo

BHI por 48 h a 35 °C para su uso.

Materia prima para las masas: el pescado corvina
(Argyrosomus regius) fue comprado en un mercado de
la ciudad de Palmira, Valle del Cauca, transportado al
laboratorio Multiusuario de Microbiologia de la Uni-
versidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD en ca-

jas de icopor con hielo para su procesamiento.

Pruebas de viabilidad frente a condiciones fisico-
quimicas: fueron realizadas de acuerdo con método
de (Franco Garcia 2019). Inicialmente, se sembré L.
plantarum (SB17), en caldo MRS (Scharlau - Espafia)
por 24 h a 35 °C, pasado este tiempo se estandarizé
la concentracién de 10°UFC/mL en escala de McFar-
land, esa concentracién fue empleada para todas las

pruebas fisicoquimicas.

Para todas las pruebas fisicoquimicas se evalud la
viabilidad, por el método de diluciones sucesivas; para
los recuentos de viabilidad se tomé 1 mL de L. plan-
tarum (SB17) cultivada en caldo MRS. Se hicieron di-
luciones en agua peptonada (PanReac, Espafa) hasta
10, de las tres Gltimas diluciones se sembraron por
duplicado, 100 pL en la superficie de las respectivas
cajas de medio agar MRS con azul de anilina 0,3 %
y se homogenizé con perlas de vidrio. Los cultivos se
incubaron a 35 °C durante 48 h, se consideraron los

UFC/mL entre 30 y 300 colonias.

Resistencia a temperaturas: L. plantarum (SB17), se
sometié a diferentes temperaturas 50, 60, 70 y 80 ©C
por media hora, que corresponde al tiempo de pasteu-

rizacién de los productos terminados.

Tolerancia diferentes concentraciones de pH: se eva-
lué la tolerancia de L. plantarum (SB17) a diferentes
valores de pH en caldo MRS con el pH modificando a
3,4, 5y 6, este se incubo a 35 °C por 24 h.

Tolerancia de las BAL a diferentes concentraciones de
sal (NaCl): L. plantarum (SB17), se sembré en caldo
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MRS modificado con sal (NaCl) al 30, 60, 80 y 100
ppm durante 48 h a 35 °C.

Tolerancia de las BAL a diferentes concentraciones de
sal de nitro y nitrato: L. plantarum (SB17), se sembrd
en caldo MRS modificado con sales de nitro al 30, 60,
80y 100 ppm, por 48 h a 35 °C.

Tolerancia de E. coli a diferentes concentraciones de
sales de nitro: Escherichia coli (ATCC 25922), se sembré
en caldo Brain Heart Infusién (BHI) (Sigma Aldrich

- Alemania) modificado con sales de nitro al 30, 60,

80 y 100 ppm, por 48 h a 35 °C.

Formulacion de masa de pescado: una vez carac-
terizadas fisicoquimicamente las cepas, se realizé la
formulacién de las masas de pescado para la elabora-
cién de embutidos de acuerdo con la concentracién de
materia prima e insumos presentada en la Tabla 1. Se
estandarizé en la formulacién de la masa de pescado la
inclusion de L. plantarum con proporciones de 0,25,

0,5,0,75y 1 %.

Tabla 1.

Formulacién de masa cruda de pescado corvina (Argyrosomus regius)

Componente Porcentaje (%) Masa (g) Masa (g)

Pasta base de pescado 65,3 1306 3

Harina 5 100 0,23
Sal 0,8 16 0,04
Aceite vegetal 10 200 0,46
Colorante 0,2 4 0,01
Condimento 0,8 16 0,04
Acido ascérbico o ascorbato 0,03 0,6 0

Nitral 0,4 8 0,02
Polifosfato 0,3 6 0,01
Nuez moscada 0,05 1 0

Ajo en polvo 0,5 10 0,02
Humo liquido 0,1 2 0

Canela en polvo 0,25 5 0,01
Pimienta 0,27 5,4 0,01
Hielo 16 320 0,74
Total 100 2000 4,59

Estabilidad microbiolégica de la masa cruda: se
evalu6 durante un periodo de 0 a 8 dias, midiendo la
concentracion final de L. plantarumy E. coli mediante
diluciones sucesivas y por el método del nimero mds

probable (NMP) de coliformes totales.

Concentracion inicial y final de L. plantarum

(§B17): se tomaron 10 gramos de la masa cruda de

pescado y fueron diluidos en 90 mL de agua pepto-
nada, a partir de esta dilucidn, se hicieron diluciones
en agua peptonada (PanReac, Espana) hasta 107, 100
pL en la superficie de las respectivas cajas de medio
agar MRS con azul de anilina 0,3 % y se homogenizé
con perlas de vidrio. Los cultivos se incubaron a 35
oC durante 48 h, se consideraron los UFC/mL entre
30y 300 colonias.
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Concentracion inicial y final de E. coli: 100 pL de las
diluciones realizadas anteriormente, fueron sembradas
en la superficie de cajas de medio agar EMB y se ho-
mogenizé con perlas de vidrio. Los cultivos se incuba-
ron a 35 °C durante 48 h, se consideraron los UFC/
mL entre 30 y 300 colonias.

Niimero mds probable (NMP) de coliformes totales:
se determiné como se describe en la cuarta edicién del
Compendio de Métodos para el Examen Microbioldgico
de Alimentos (APHA, 2001). Los niveles se calcularon
utilizando las tablas MPN descritas en el Manual Ana-

litico Bacterioldgico.

Anilisis estadistico: para evaluar el efecto conser-
vante de la bacteria acido lactica se utilizé un disefio
experimental factorial de mezclas simple con 2 com-

ponentes, sal de nitro y L. plantarum en dos niveles

=x~P0I=EcH

(inferior 0, superior 1) y con 3 réplicas. El nivel supe-
rior para la sal de nitro fue de 40 mg/L y para la L.
plantarum del 10 % p/p. Se utilizaron dos controles,
un control positivo sin sal de nitro, Sin L. plantarum
y contaminado con E. coli y un control negativo sin
sal de nitro y sin L. plantarum. Como variable res-

puesta se utilizé la concentracién final L. plantarum,

E. coliy el NMP.

3. DESARROLLO

De acuerdo con los resultados de la Tabla 2, a la
temperatura minima de exposicién de 50 °C, se ob-
serva ausencia de bacterias de las disoluciones de 10*y
10°. Sin embargo, a la disolucién de 10° se reporté el
valor mds alto. Generalmente, la temperatura de traba-

jo éptima para las BAL es de 35 °C.

Tabla 2.
Resistencia de L. plantarum (SB17) a diferentes valores de temperaturay pH

Temperatura °C pH
Dilucién
50 60 70 80 3 4 5 6
104 N/C 1,00E+04 6,28E+04 3,33E+03 6,67E+03 N/C N/C N/C
105 N/C 3,89E+04 7,78E+04 1,11E+04 7,11E+05 | 1,30E+06 | 2,02E+06 N/C
106 1,38E+07 N/A 2,67E+06 2,22E+05 2,33E+06 | 2,28E+06 | 7,78E+06 | 2,00E+07

Los datos estdn expresados en UFC/ml, corresponde a las medias de cada dilucién. NC: no contable.

Como se indica en la Tabla 2, el pH evaluado fue
entre 3 y 6. Segun la literatura el pH 6ptimo para el
crecimiento del L. plantarum (SB17) es entre 6y 7. De
acuerdo con los datos obtenidos, la mayor cantidad de
bacterias se dio en entre el pH de 5 a 6 en una dilucién
de 10°.

Los datos reportan que L. plantarum puede resistir
hasta concentraciones de sal de nitro entre 30 y 100
ppm en disoluciones de 10° (Tabla 3). Aunque en este
estudio se pretende evaluar la resistencia de L. planta-
rum (SB17) a las sales de nitro por su presencia en los
productos cdrnicos, también se anade que esta bacteria

puede tener efectos de consumo de sales de nitro.
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Tabla 3.

Analisis de resistencia de L. plantarum a sales de nitro y sal; resistencia de E. coli a sales de nitro

Concentracién de sales de nitro (ppm)

Dilucién
30 60 80 100
104 N/C N/C N/C N/C
105 N/C N/C N/C N/C
106 1,61E+07 N/C N/C 1,04E+07
L. plantarum (SB17)
Concentracién de sal (%)
Dilucién
30 60 80 100
104 N/C N/C N/C N/C
105 N/C N/C N/C N/C
106 N/C 1,14E+07 N/C N/C
Concentracién de sales de nitro (ppm)
Dilucién
30 60 80 100
E. coli 104 N/C N/C N/C N/C
105 N/C N/C N/C N/C
106 N/C N/C N/C N/C

Los datos estdn expresados en UFC/ml, corresponde a las medias de cada dilucién. NC: no contable.

De acuerdo con los datos de anilisis de resistencia de
Lactobacillus alas sales (Tabla 3), la Ginica condicién que
reporta resistencia es la concentracién de 60 ppm a una
dilucién de 10°. Por lo tanto, se tendrd en cuenta en la

formulacién del producto un maximo de 60 ppm.

Si bien es importante la adicién de sales de nitro
para garantizar la vida dtil del producto, por otro lado,
estas sustancias pueden provocar enfermedades como
cdncer, por lo tanto, se hace necesario encontrar nue-

vas formulaciones que incluyan las BAL con efecto

antimicrobiano y de esta forma se puedan reducir los

niveles de sales de nitro.

El andlisis microbiolégico de crecimiento de L.
plantarum (SB17) entre 0 y 8 dias no reporté diferen-
cias significativas para cada una de las proporciones
en que fueron anadidas las bacterias y la sal de nitro
(Tabla 4). Sin embargo, existe una tendencia creci-
miento en la dilucién 10° para el dia 0, lo contrario al
dia 8 en el que la dilucién de 10* tiene mayor canti-

dad de L. plantarum.
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Tabla 4.
Analisis microbioldgico del crecimiento de L. plantarum (SB17) y E. coli

Dilucién en L. plantarum (SB17)

L. plantarum (SB17) Sal de nitro dia 0 dia 8
102 103 102 103 P
Control - Control - 167,00 1330,00 222,00 239,00
Control + Control + 356,00 222,00 1850,00 378,00
1 0 168,40 7687,67 1680,00 400,00 0,3256
0,75 0,25 813,40 8370,00 1715,50 690,33 0,4873
0,5 0,5 667,33 11346,67 819,00 1136,23 0,1615
0,25 0,75 157,33 5462,33 984,00 220,33 0,0693
0 1 507,33 6953,33 326,07 51,97 0,1293
Dilucién en E. coli
L. plantarum (SB17) Sal de nitro dia 0 dia 8 dia 0 dia 8 dia 0
102 103 102 103 102
Control - Control - 2680,00 17900,00 N/C N/C
Control + Control + 617,00 222,00 N/A 1330,00
1 0 1044,73 7687,67 810,00 17333,33 0,0513
0,75 0,25 570,00 5580,00 773,33 15966,67 0,0267
0,5 0,5 1896,67 11346,67 546,33 832,33 0,1735
0,25 0,75 1655,33 5462,33 390,67 1165,33 0,131
0 1 1976,67 6953,33 667,67 2870,00 0,3682

Los datos estdn expresados en UFC/ml, corresponde a las medias de cada dilucién.
Los valores de p< 0.05 se consideran estadisticamente significativos. NA: no aplica.

En la Tabla 4, los datos demuestran que en mayores
concentraciones de L. plantarum inhibieron el creci-
miento en la E. coli a los 8 dias del tratamiento. Sin
embargo, en la proporcién de 0.75/0.25 reporté una
diferencia significativa de p= 0,0267, esto se debe al
incremento de E. coli por el bajo contenido de sales de
nitro. Algunos estudios han demostrado la accién bac-
tericida de L. plantarum frente a E. coli y destacan que
su accién se debe a la reduccién del pH, produccién de
4cidos orgdnicos, produccién de bacteriocinas y buena
capacidad de adherencia a la mucosa intestinal que le

permite competir por espacio.

Los resultados del efecto inhibidor de L. plantarum
(§B17) sobre los coliformes totales se pueden observar en
la Tabla 5, no reportan diferencias entre el dia 0 y el dia
8 debido al tratamiento.

4. DISCUSION

De acuerdo a los resultados de la resistencia de L.
plantarum (SB17) a diferentes valores de temperatura y
pH. Las condiciones de trabajo probablemente afecta-

ron el desarrollo del microorganismo, ya que los valores
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se encuentran por encima de los 6ptimos reportados
en algunas investigaciones las cuales establecen una
temperatura éptima de 37 °C y un pH éptimo entre
6 y 7 para L. plantarum. Por, tanto, las condiciones
del ensayo el metabolismo celular tiende a volverse
mds lento (Franco Garcia, 2019). En comparacién con
los resultados del estudio de Jordan & Cogan (1999),
se demuestra la termorresistencia de otras bacterias del
género Lactobacillus tales L. plantarum. Estas mostra-
ron muy poca reduccién en el nimero de células in-
cluso después de 2 horas y 15 minutos al tratamiento
térmico a 55 y 60 °C, respectivamente. Por otra parte,
segun Victoria Leén ez al. (2006) consideraron en su
estudio como cepas termorresistentes a todas aquellas
que presentaran un crecimiento abundante igual o
mayor que 300 UFC/mL a un tratamiento térmico a
diferentes temperaturas (50, 60 y 70 °C), durante 30,
45 y 60 min.

En el caso de la resistencia de L. plantarum a sa-
les de nitro y sal; resistencia de E. coli a sales de ni-
tro. Segun el estudio realizado por Jiang ez al. (2021),
L. plantarum JBA-3 es un nuevo tipo de bacteria del
4cido ldctico que puede degradar el nitrito y produ-
cir nitrito reductasa. Los resultados mostraron que el
mejor efecto de degradacién del nitrito se obtuvo bajo
las condiciones de 9 % de in6culo, 5 % de salinidad y
30 °C. Segtn Yao ez al. (2020), diferentes cepas de L.
plantarum como la D31 y la T9 son capaces de resistir
la alta presién osmética provocada por el NaCl, hasta

en un 8,0 % de concentracién.

El andlisis microbiolégico del crecimiento de L.
plantarum (SB17) permite determinar la fase exponen-
cial de crecimiento de la cepa, lo que se puede traducir
en el tiempo adecuado para obtener el mayor indculo
de la cepa ldctica para posteriores estudios y el tiempo
mds adecuado para su produccién en forma industrial

(Yimin ez al., 1999).

A partir de los resultados del efecto inhibidor de L.
plantarum (SB17) sobre los coliformes totales se conoce
que el L. plantarum MB 456 es capaz de inhibir todas

las cepas de coliformes segtin el método de formacién
de halo (Savino ez a/., 2011).

5. CONCLUSIONES

L. plantarum (SB17) demostré ser efectivo como
bioconservante en la masa de pescado corvina (Ar-
gyrosomus regius). Estos resultados sugieren que L.
plantarum (SB17) podria ser utilizado en la industria
alimentaria para mejorar la seguridad y la calidad de
los productos a base de pescado. Sin embargo, es nece-
sario realizar mds investigaciones para determinar las
mejores condiciones de aplicacién y evaluar la viabili-

dad econémica de su uso a gran escala.
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