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Resumen

La refrigeracion es una de las estrategias mas aplicadas
para conservar la leche cruda de la descomposicion. Sin
embargo, esto favorece la seleccion de microorganismos
psicrotrofos, muchos de los cuales son capaces de pro-
ducir enzimas extracelulares (como proteasas y lipasas)
que pueden ser termoestables. La accion de dichas enzi-
mas afecta la composicidon quimica y nutricional de la
leche, repercutiendo en los rendimientos durante la ela-
boracion de productos derivados. La aplicacion de sus-
tancias naturales antimicrobianas podria proveer una
nueva estrategia para controlar este problema. El obje-
tivo del trabajo fue evaluar la actividad antimicrobiana
de goma arabiga y B-caroteno microencapsulado en
goma arabiga adicionados en leche, frente a cepas ATCC
de Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa, y frente
a microorganismos aislados de leche cruda,
Enterococcus spp. y enterobacterias. El aislamiento se
realizd a través de siembra en profundidad, de una dilu-
cion 10-2 de leche cruda, empleando agar de recuento
total. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 48
horas y a 4°C durante diez dias. Las bacterias aisladas
fueron identificadas en base a la morfologia de colonia,
tincion de Gram y pruebas bioquimicas. La velocidad de
crecimiento se determind empleando la técnica de
recuento en placa. Los resultados obtenidos indican que
goma arabiga y B-caroteno microencapsulado en goma
arabiga poseen una actividad antimicrobiana moderada
frente a los microorganismos evaluados, presentando un
efecto bacteriostatico, convirtiéndolos en un preservan-
te alternativo de origen natural, que permite mantener
la calidad nutricional de la leche.
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Introduccion

La pérdida de la calidad nutricional de un alimento
muchas veces esta originada en el desarrollo microbia-
no durante las diferentes etapas de produccion. Debido
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a que la leche y los productos lacteos son alimentos con
una compleja matriz -ricos en sustancias nutritivas,
como proteinas, glucidos, lipidos y sales- a una determi-
nada temperatura de almacenamiento se convierten en
blancos susceptibles a estas alteraciones, constituyendo
un medio favorable para el desarrollo de microorganis-
mos psicrotrofos (temperatura optima de crecimiento
0-7°C) y psicrotrofos-mesofilos (temperatura dptima de
crecimiento >20°C).

El crecimiento microbiano genera alteraciones
en los componentes de la leche, lo que se traduce en
pérdidas del “flavor" (sabor y aroma) asociadas a la
generacion de compuestos volatiles de aroma indesea-
do. Ademas, la alteracion de la composicion de la matriz
produce una pérdida en el valor nutricional (Karatapanis
et al,, 2006) y una reduccion del rendimiento en la ela-
boracion de productos derivados.

Si bien la leche posee una proteccion natural
contra las degradaciones microbioldgicas, ésta es débil y
puede alterarse facilmente durante el procesamiento y
almacenamiento, por lo que deben ser adicionados com-
puestos antimicrobianos. Existe una nueva tendencia a la
preservacion de los alimentos mediante el empleo de
compuestos naturales que puedan actuar como antimi-
crobianos. Estos compuestos pueden ser vitaminas, acei-
tes esenciales, carotenoides, polifenoles, etc.

Existen indicios de que los carotenoides presen-
tan actividad antimicrobiana (Fleischer et al,, 2003), ade-
mas de su conocida capacidad antioxidante, lo que cons-
tituye una ventaja adicional. Sin embargo, debido a su
estructura quimica, no son facilmente dispersables en sis-
temas acuosos y son altamente labiles y reactivos bajo las
condiciones ambientales. Debido a esto, se emplea una
técnica efectiva para estabilizarlos y solubilizarlos en
matrices acuosas para su utilizacion en medios biologicos:
la microencapsulacion con biopolimeros.

Un polisacarido natural ampliamente usado en
la industria alimentaria es la goma arabiga (GA), que es
el exudado de los arboles de acacia, Acacia senegal (L.)
y Acacia seyal. Su estructura quimica consiste basica-



mente en un grupo de macromoléculas caracterizadas
por una elevada proporcion de carbohidratos (97%)
-siendo D-galactosa y L-arabinosa los monosacaridos
predominantes- y una baja proporcion de proteinas (1-
3%). Numerosos trabajos han demostrado que la GA
posee efectos biologicos benéficos sobre el metabolis-
mo de los lipidos, enfermedades renales, cardiovascula-
res y gastrointestinales, siendo principalmente atribui-
dos a la composicion aminoacidica de la fraccion pro-
teica (Glover et al,, 2009).

En cuanto a la actividad antimicrobiana (AAM)
de la GA, han sido realizados pocos estudios, informan-
do principalmente que presenta actividad inhibitoria del
crecimiento de ciertas especies patdgenas periodontales
(agente implicado en la placa bacteriana), tales como
Prophyromonas gingivalisy Prevotella intermedia (Clark
et al, 1993). Sin embargo, hasta el momento no se han
realizados estudios de la AAM de GA con el fin de ser
adicionada a una matriz alimenticia, tal como la leche,
para protegerla del desarrollo microbiano. Los microor-
ganismos de principal interés son aquellos capaces de
resistir condiciones de pasteurizacion y provistos de
enzimas hidroliticas, que generan off-flavour en el ali-
mento, tales como Bacillus subtilis (Bs), aquellos cuya
temperatura de almacenamiento es 6ptima para su de-
sarrollo, como Pseudomonas aeruginosa (Ps) y, por ulti-
mo, los microorganismos autdctonos que estan presen-
tes naturalmente en la leche cruda.

El objetivo del trabajo es evaluar la capacidad
antimicrobiana de GA pura y -caroteno microencapsula-
do en goma arabiga (BC-GA) para reducir la velocidad de
crecimiento del microorganismo mesdfilo Bacillus subtilis
(Bs), del psicrotrofo Pseudomonas aeruginosa (Ps) y de los
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microorganismos aislados de leche cruda Enterococcus
spp. (EN) y Citrobacter amalonaticus biog. 1 (C. am).

Materiales y métodos

Biopolimeros

Se empled B-caroteno rodeado por GA como material de
pared (BC-GA), obtenido a través de secado por aspersion
(Lab Plant SD-04) en Laboratorio de Quimica de Alimentos
(FEAUNICAMP, Brasil). Ademas se empled GA pura para
determinar el efecto de la microencapsulacion.

Microorganismos

Las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 vy
Bacillus subtilis ATCC 6066 (obtenidas de la American
Type Culture Collection, Rockville, MD) fueron usadas
como cultivos de referencia.

Aislamiento e identificacion de

microorganismos de leche

El aislamiento de los microrganismos a partir de leche
cruda (almacenada a 4°C inmediatamente luego del
ordefo) se realizo a través de siembra en profundidad
de una dilucion 10-2 de la muestra, empleando agar de
recuento total (ART) y medios selectivos como agar
cetrimide (AC), agar glucosa-peptona (AGP) y agar KF.
Las placas fueron incubadas a 4°C durante diez dias. Para
poder purificar algunas cepas, se empleo la adicion de una
solucion 0.1% de tween 20 estéril en tubos con solucion
de agua peptonada al 0.1%. Las bacterias aisladas fueron
identificadas en base a la morfologia de colonia, tincion
de Gram y pruebas bioquimicas (catalasa, oxidasa, oxida-
cion o fermentacion de diferentes azucares, crecimiento
en medios selectivos y diferenciales).
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Determinacion de actividad antimicrobiana
Para determinar la curva de crecimiento de los microor-
ganismos de referencia (Bs y Ps) y de los aislados de
leche cruda (EN y C. am), con y sin la adicion de los anti-
microbianos (AM) GA y BC-GA, se desarrolld la técnica
de recuento microbiano con cada uno de ellos.
Empleando cultivo "over night" en fase exponencial, con
una concentracion 106 UFC/ml, se inoculd un volumen
determinado por densidad optica, a una muestra de
leche que luego fue dividida en porciones, de manera de
obtener la misma concentracion inicial del in6culo. A
cada una de ellas se le adicion6 el compuesto AM en
diferentes concentraciones (1,37; 3,42 y 6,85 mg/ml,
correspondiente a 10, 25 y 50 pM de BC-GA y el equi-
valente en peso de GA pura). Una porcion permanecio
sin adicion, actuando como control positivo del desarro-
[lo microbiano. Para el desarrollo de Bs se incubaron a
32°C durante 30hs, mientras que para Ps y los otros psi-
crotrofos (EN y C. am) se incubaron a 4°C durante diez
dias. A determinados intervalos de tiempo se realizo el
recuento a través de siembra en profundidad de cada una
de las muestras de leche con y sin AM, en AGP como
medio de cultivo especifico para Bs; en AC para Ps; en KF
para EN; y en ART para C. am. Las placas se incubaron
durante 48hs a 37°C. Luego de dicho periodo, se realizo el
recuento en UFC/ml y se grafico en funcion del tiempo. La
velocidad de crecimiento (y, (h-1)) de un cultivo microbia-
no en leche se determind a partir de la porcion lineal de la
pendiente de las curvas de crecimiento del microorganis-
mo, con y sin agregado de GA y BC-GA.

Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado en cabina de seguridad microbioldgica
Biohazard Clase Il (BIO-II-A) bajo flujo laminar.

Inhibicion del crecimiento microbiano

El porcentaje de inhibicion del crecimiento microbiano
(%) ejercido por el compuesto antimicrobiano fue cal-
culado a través de la siguiente ecuacion:

km,o+|\a‘lc
% | =100 - [(L) X 100]

m.o
kobs

Donde Kobsm-oy kobsm0o+MCson |as constantes de velocidad
de crecimiento bacteriano de primer orden, sin y con la
adicion del microencapsulado, respectivamente.

Resultados y discusion

Aislamiento e identificacion de

microorganismos de leche

De los microorganismos que se desarrollaron en medios
ricos a 4°C (psicrotrofos) fueron aisladas y purificadas
13 cepas, siguiendo la metodologia y pasos anterior-
mente explicados. A partir de los cultivos puros, las
cepas fueron identificadas para su clasificacion en base
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a la morfologia de colonia, tincion de Gram, filancia y
pruebas bioquimicas, tales como: catalasa, oxidasa, oxi-
dacion o fermentacion de diferentes azucares, creci-
miento en medios selectivos y diferenciales, y formacion
de esporas. De ellas, fue seleccionado un coco Gram
positivo, catalasa y oxidasa negativo, que fue identifica-
do como EN debido a su crecimiento diferencial en agar
KF (colonias rojas con halo amarillo), crecimiento en
caldo a 45°Cy en caldo 6,5% NaCl. Ademas, para cubrir
un amplio espectro microbiano, se selecciond un bacilo
Gram negativo, catalasa positivo, oxidasa negativo. Esto
es indicativo de una enterobacteria, por lo que para su
identificacion se realizé un set de pruebas bioquimicas,
denominado Enterotest (Brizula S.A). Los resultados
obtenidos fueron: utilizacion de glucosa y lactosa posi-
tivos, con produccion de gas y sin produccion de SH2,
urea positivo, citrato negativo, movilidad positivo, indol
positivo. Esto indica que la bacteria aislada corresponde
a un Citrobacter amalonaticus biog. 1(C. am).

Determinacion de actividad antimicrobiana

La AAM de GA y BC-GA fue evaluada a la temperatura
de almacenamiento de la leche de 4°C (excepto Bs, a
37°C) frente a cepas puras ATCC y a microorganismos
aislados de leche.

La figura 1 muestra las curvas de crecimiento
de Bs a 37°C en leche, con y sin adicion de GA y BC-GA.
En la figura 1 A se observa una disminucion de la velo-
cidad de crecimiento de Bs con la adicion del biopolime-
ro GA, principalmente posterior a las ocho horas de
incubacion, siendo mayor la reducciéon de la velocidad
de crecimiento con una concentracion de 50uM, refle-
jando un porcentaje de inhibicion mayor al 50% (Tabla
1). Con la adicion de los microencapsulados de BC-GA,
el efecto fue similar, aunque ocurri6 a tiempos mas cor-
tos. Ademas, se observa un efecto de concentracion,
siendo mayor la AAM a medida que aumenta la canti-
dad de microencapsulado (Figura 1 B). Con el agregado
de 50uM de BCGA, el %I fue superior al 50%, compara-
ble al obtenido con la adicion de la misma concentra-
cion de GA, lo que indica que la AAM provendria basi-
camente del biopolimero que constituye el material de
pared de la microcapsula.

En la figura 2 se muestran las curvas de creci-
miento de Ps en leche, a 4°C, con y sin adicion de GA y
BC-GA. En cuanto a la velocidad de crecimiento de Ps
en leche a 4°C, se vio disminuida con la adicion de GA
en todas las concentraciones (Figura 2 A), siendo mayor
el %I obtenido (37%) con la concentracion de 50uM.
Mientras que, como se observa en la figura 2 B, solo fue
evaluada la AAM de BC-GA en una concentracion de
10°M, resultando en la inhibicion de un 22% (Tabla 1).
Dicho valor es practicamente igual al de GA 10uM
demostrando, al igual que frente a Bs, que la AAM pro-
vendria principalmente del material de pared, GA.



Figura 1 - Curva de crecimiento de Bs en leche a 37°C, con y sin adicién de GA (A) y BC-GA (B)
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Tabla 1. Velocidad de crecimiento y porcentaje de inhibicion de Bs y Ps, en leche

[GA-p](uM) Bs (37°C) Ps (4°C) EN (4°C)
0 1 Bs=0,276 1 Ps=0.03687 i EN=0,08441
10 n=0197 %I1=28.62  p=002876 %I=21.99 n=0.06531  %I1=22.63
25 p=0203 %I1=2645 p=002857 %I1=22.55 u=0.05996  %I1=28.97
50 u=0125 %I=5478 p=002323 %I=36.99 w=0.0815 %I=3.45
[BC-GA](uM)
0 1 Bs= 0,276 1 Ps=0.03687 u EN= 0,08441
10 n=0134 %I=5145 n=0.02885 %I=21.72 u=0.06655 %I1=21.16
25 u=0.168 %I1=39.13 = = n=00598 %I1=29.16
50 pn=0.1318 %I=5225 = = n=0.08214 %I=2.69

Se ha realizado la determinacion de la AAM frente al
microorganismo aislado de leche cruda, C. am. Sin
embargo, los resultados no fueron los esperados. No se
observa efecto antimicrobiano con la adiciéon de GA y
BCGA frente al desarrollo de dicho microorganismo en
leche a 4°C en ninguna de las concentraciones adicio-
nadas (graficos no presentados). Esto podria deberse a
que las bacterias Gram negativas presentan dos mem-
branas citoplasmaticas que las hacen mas rigidas y difi-
cultan el acceso de las moléculas antimicrobianas. La
membrana externa conforma una barrera con permea-
bilidad selectiva, lo que las convierte en microorganis-
mos mas resistentes frente a la accion de numerosos
antibidticos y compuestos con accion antibacteriana
(Hiroshi 1989). Esa membrana presenta canales inespe-
cificos, denominado porinas, que la atraviesan y permi-
ten el paso de solutos hidrofilicos pequefios. Si bien
-como ya se conoce- GA es un biopolimero hidrofilico,
tiene gran tamafo, su peso molecular es de alrededor de
3,5x105 Da, lo que puede explicar el hecho de que no
ejerza AAM sobre dicho microorganismo.

En cuanto a la determinacion de AAM del otro
microorganismo aislado de leche, en la figura 3 se
muestra la curva de crecimiento de EN, almacenado a
4°C en leche, con y sin adicion de GA y BC-GA. En todas

las concentraciones ejerce un efecto sobre la velocidad
de crecimiento de la cepa aislada, siendo mayor a una
concentracion de 25uM, demostrando un %l del 30%
(Tabla 1). Sin embargo, a concentraciones mayores
(50uM) no ejerce practicamente un efecto inhibitorio
del crecimiento. Esto puede deberse a que la adicion del
biopolimero en altas concentraciones podria estar sien-
do empleado como fuente de carbono por el microorga-
nismo, favoreciendo su desarrollo.

Esto puede ser sustentado por la composicion
quimica de la GA, que consiste en un grupo de macro-
moléculas caracterizado por una elevada proporcion de
carbohidratos (97%) -de los cuales D-galactosa y L-ara-
binosa son los monosacaridos predominantes- y una
baja proporcion de proteinas (1-3%) (Williams, 2000;
Montenegro et al., 2012).

Conclusiones

Se ha demostrado que GA y BC-GA poseen un efecto
bacteriostatico frente a microorganismos de referencia
y a microorganismos aislados de leche cruda, todos ellos
contaminantes de alimentos, con la excepcion de C. am,
que demostro resistencia. De los resultados se despren-
de que la AAM con la adiciéon de GA y BC-GA comienza
a ser efectiva cuando el microorganismo se encuentra
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Figura 2 - Curva de crecimiento de Ps en leche, a 4°C, con y sin adicidon de GA (A) y BC-GA (B)
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Figura 3 - Curva de crecimiento de EN en leche a 4°C, con y sin adicion de GA (A) y BC-GA (B)
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en la fase exponencial de crecimiento. La AAM mostrada
por GA puede atribuirse a enzimas tales como oxidasas,
peroxidasas y pectinasas presentes en la fraccion proteica
de la misma. Para algunas de estas enzimas se han demos-
trado propiedades antimicrobianas (Clark et al, 1993).
Los resultados obtenidos indican que la aplica-
cion de GA y BC-GA en leche ejerce un importante efec-
to antimicrobiano, reduciendo en un 30-50% la veloci-
dad de crecimiento de diversas bacterias psicrotrofas.
Esto podria potenciar las aplicaciones de la GA, no sdlo
como un agente emulsionante y protector que constitu-
ye la pared de microcapsulas, sino también como un
agente antimicrobiano, pudiendo ser adicionada como
una preservante de alimentos para proteger la calidad
higiénica y nutricional y prolongar la vida util.
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