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Resumen

El objetivo del ensayo fue determinar la efectividad de la
bacteriocina sakacina Q aplicada a salchichas mediante
inmersion en suspensiones con distinta concentracion de
bacteriocina y forma de incorporacion. Los sistemas de
inmersion fueron: a) suspension de L curvatus ACU-1
(cepa productora de bacteriocina); b) Sobrenadante Libre
de Células (SLC) de ACU-1 conteniendo la bacteriocina; c)
SLC ACU-1 mas suspension ACU-1; d) control (caldo MRS).
La mitad de cada lote de salchichas se sumergi6 en una
suspension de Listeria innocua. Las salchichas se envasa-
ron al vacio y se almacenaron a 7+1°C durante 29 dias. Se
realizaron recuentos periddicos de: bacterias lacticas (BL);
aerdbicos totales; enterobacterias; Brochothrix spp. y
Listeria. Los distintos tratamientos fueron efectivos frente
a BL, mesodfilos totales, Brochothrix spp. y Listeria. El
numero de enterobacterias estuvo por debajo del limite de
deteccion. Los sistemas con el SLC tuvieron el mayor efec-
to inhibitorio. Se infiere entonces que la sakacina Q apli-
cada de esta forma resultaria promisoria para la biopreser-
vacion de estos productos.

Palabras clave: sakacina Q, salchichas tipo Viena, fun-
cionalidad de bacteriocina.
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Introduccion

En la industria de alimentos existe una tendencia crecien-
te en cuanto al empleo de antimicrobianos de origen
natural a fin de lograr el reemplazo total o parcial de los
antimicrobianos sintéticos. Las industrias procesadoras de
alimentos de |a provincia del Chaco, si bien no desconocen
esta tendencia, continuan produciendo alimentos aplican-
do tecnologias de preservacion tradicionales vy, por ende,
necesitarian adecuarse a las exigencias del mercado. La
creciente utilizacion de bacterias y/o de sus sustancias
antagonicas producidas, entre ellas bacteriocinas, como
parte de un sistema de barreras multiples para la biopre-
servacion de alimentos constituye una alternativa viable
en el marco de la produccion local de productos carnicos.
Consecuentemente, el empleo de estas sustancias natura-
les podria contribuir a mejorar la calidad y sequridad de los
mismos. En el caso de las industrias elaboradoras de pro-
ductos carnicos, seria de gran provecho el uso de técnicas
de biopreservacion a fin de poder ofrecer productos con
caracteristicas sensoriales tipicas y de buena calidad.

Al evaluar un cultivo bacteriocinogénico para
la fermentacion y/o la biopreservacion de la carne y sus
productos, la naturaleza compleja de los mismos es un
factor clave a tenerse en cuenta. Se debe considerar si
la produccion de bacteriocina es in situ o ex situ, ya que
muchos parametros ambientales influyen en el creci-
miento y la produccion metabdlica. Por lo tanto, para la
seleccion de una cepa bacteriocinogénica se deben
tener en cuenta su capacidad para crecer y producir la
bacteriocina in situ; la difusion de la bacteriocina través
de la carne (Dicks y col., 2004); su adsorcion a compo-
nentes de los alimentos, tales como proteinas y grasas
(Aasen y col., 2003); la influencia de los ingredientes
especificos, a saber cloruro de sodio y nitrito (Verluyten
y col., 2003); y también las condiciones que podrian
desestabilizar la actividad biologica de la bacteriocina
(Sarantinopoulos y col., 2002).



En los productos carnicos cocidos, los cultivos protecto-
res han sido evaluados principalmente por su potencial
para inhibir los patégenos alimentarios tales como
Listeria monocytogenes (Amezquita y Brashears, 2002;
Budde y col., 2003; Mataragas y col., 2003). Sin embar-
go, se sabe menos sobre la posibilidad de utilizar culti-
vos protectores para prolongar la vida util de estos pro-
ductos (Vermeiren y col., 2006).

Como el desarrollo de la poblacion microbiana
responsable del deterioro de las carnes curadas envasa-
das al vacio se produce esencialmente en la superficie
de los productos, la eficacia de un tratamiento antimi-
crobiano puede ser mejorada mediante la aplicacion del
compuesto antimicrobiano en la superficie de las carnes
cocidas. En los productos carnicos minimamente trata-
dos con calor, curados, envasados al vacio y refrigera-
dos, tales como las salchichas de Viena, las bacterioci-
nas se pueden aplicar para inhibir el deterioro por BL
seleccionadas por la baja temperatura de almacena-
miento, la presencia de nitrito y sales de curado, y con-
diciones de microaerofilia (Barros y col., 2010).

La salchicha es el producto mas antiguo y de
mayor arraigo de la carne procesada; para su elaboracion
se han utilizado durante miles de afios como cubierta pro-
tectora los intestinos de ovejas, de cerdos y de terneras
(Wijnker y col., 2006). Estas carcasas naturales estan con-

taminadas con bacterias de importancia para la salud
publica, tales como estreptococos fecales, enterobacterias
y coliformes (Byun y col., 2001). Estos microorganismos
podrian representar un riesgo para la salud del consumi-
dor. Estas cubiertas normalmente se conservan mediante
salazon, curado, secado y/o congelado (Houben y col
2005). La congelacion y la salazon, al ser procedimientos
bacteriostaticos, no son eficaces en la eliminacion de con-
taminantes y microorganismos patogenos. En funcion de
lo expuesto, el empleo de tripa ovina natural como sopor-
te para la aplicacion de bacteriocinas en la bioconserva-
cion de salchichas tipo Viena resulta prometedor.

En trabajos previos, se verifico que el empleo
de la cepa bacteriocinogénica Lactobacillus curvatus
ACU-1 sobre la superficie de carne de cerdo cocida inhi-
be el crecimiento de Listeria innocua sin perder efecti-
vidad por adsorcion a los tejidos grasos o carnicos
(Rivas y col., 2014). En consecuencia, su aplicacion en
productos carnicos como cultivo protector o como parte
de un cultivo iniciador resulta prometedora. Es por esto
que el objetivo de este ensayo fue determinar la efecti-
vidad de la bacteriocina sakacina Q aplicada superfi-
cialmente en salchichas, mediante inmersion de las
mismas en suspensiones con distintas concentraciones
de bacteriocina y forma de incorporacion.
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Materiales y métodos

Efectividad de la bacteriocina aplicada

sobre salchichas por inmersion

Las salchichas tipo Viena utilizadas en este estudio fue-
ron elaboradas en wuna planta industrial local
(Cooperativa “La Union" Ltda., Presidencia Roque Saenz
Pena, Chaco), bajo las condiciones operativas normales.
Las mismas fueron transportadas al laboratorio en
forma aséptica e inmediatamente después se sometie-
ron a ocho tratamientos diferentes, sumergiéndolas en
500 ml de los siguientes sistemas: a) Suspension de L.
curvatus ACU-1 (108 UFC/ml); b) Suspension de L. cur-
vatus ACU-1 (108 UFC/ml), luego en suspension de
Listeria innocua (108 UFC.ml-1); c) Sobrenadante Libre de
Células (SLC) de ACU-1 (800 unidades arbitrarias/ml
(UA/ml) de bacteriocina) obtenido mediante centrifuga-
cion (4000 rpm, 10 minutos) y posterior filtrado (0,22
micrones de tamafio de poro); d) SLC ACU-1 (800 UA/ml
de bacteriocina), luego en suspension de Listeria (108
UFC/ml); e) SLC ACU-1 (800 UA/ml de bacteriocina) +
suspension ACU-1(108 UFC/ml); f) SLC ACU-1 (800
UA/ml de bacteriocina) + suspension ACU-1, luego en
suspension de Listeria (108 UFC/ml); g) Control (caldo
MRS); h) Suspension de Listeria (108 UFC/ml). Las salchi-
chas fueron envasadas al vacio en bolsas de polietileno
(permeabilidad al oxigeno: 70 [cm3/m224h'atm?] a 25°C
y 75% HR) y almacenadas a 7+1°C durante 29 dias. Se
tomaron muestras después de 0, 2, 4, 6, 8, 13, 16, 23 y
29 dias de almacenamiento. Los ensayos se realizaron
por duplicado. Para realizar los recuentos se tomd un
gramo de muestra, se coloco en bolsas de stomacher y
se agregaron 9 ml de agua de peptona estéril, luego se
procedio a homogeneizar. A partir de este homogenato
se realizaron las diluciones correspondientes para el
recuento microbiano, en los siguientes medios: MRS (de
Man, Rogosa & Sharpe; Biokar Diagnostics, Francia)
para recuento bacterias lacticas; PCA (Plate Count Agar,
Agar para Recuento en Placa, Oxoid, Reino Unido) para
aerdbicos totales; VRBg (Violeta Rojo Bilis glucosa Agar,
Britania, Argentina) para enterobacterias; STAA
(Estreptomicina Talio Acetato Actidiona agar, Britania,
Argentina) para Brochothrix spp, y Palcam agar (Biokar
Diagnostics, Francia) para L innocua. Los resultados
obtenidos se expresaron como Log UFC/g.

Analisis estadisticos

El ensayo se repitid dos veces y cada determinacion se
realizo por triplicado. El analisis estadistico de los datos
se realizo mediante un analisis de varianza (pv <0,05) y
se aplico el test de Tukey para establecer la existencia de
diferencias significativas. Todos los analisis se realizaron
con el software Statgraphics Plus version 5.0
(Manugistics Inc., EE.UU.).
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Resultados y discusion

Funcionalidad de la bacteriocina aplicada

sobre salchichas por inmersion

El objetivo de este estudio fue determinar la efectividad
de la bacteriocina adsorbida sobre la tripa ovina luego
de ser embutida, bajo las condiciones normales de
manufactura de las salchichas a escala industrial, es
decir, aplicar la bacteriocina o la cepa productora para
generar la produccion de la misma sobre el producto
terminado. Los resultados se muestran en la figura 1. La
microbiota deteriorante asociada a estos productos car-
nicos cocidos esta representada principalmente por BL,
que colonizan la superficie carnica una vez que el pro-
ducto esta listo para consumo. Su proliferacion a lo
largo del almacenamiento trae aparejado la formacion de
exudados lechosos, hinchamiento de los envases, enver-
decimiento, mal olor y flavor desagradable. EI predominio
de las BL continua a lo largo del almacenamiento refrige-
rado y el control de los procesos de alteracion en carnes
procesadas se hace dificil por la naturaleza psicrotrofica,
microaerofilica, resistencia a nitritos, sales y ahumado de
estas bacterias (Cayré y col., 2003).

En base a las caracteristicas mencionadas, cabe
enfatizar que en este estudio se observo que la aplica-
cion de bacteriocinas por inmersion produjo una reduc-
cion en los recuentos de BL. La efectividad de los dis-
tintos tratamientos con el biopreservador frente a las BL
se comprobd desde el inicio hasta los ocho dias de ensa-
yo, mostrando diferencias significativas respecto al con-
trol sin inocular y al control con Listeria (Figura 1, panel
A). El sistema con el SLC fue el mas efectivo. A partir de
los 16 dias, se presentd una inhibicion significativa de
las BL en el sistema que contenia el SLC (con y sin la
suspension bacteriana de ACU-1). Cabe resaltar estos
resultados en comparacion con otros estudios, donde
Barros y col. (2010) no reportan una inhibicion de BL al
tratar las salchichas con nisina en medio acido, condi-
cion que facilitaria su actividad.

En lo que respecta al recuento total de micro-
organismos (Figura 1, panel B), desde el tiempo inicial se
observaron diferencias significativas entre los sistemas
tratados y el control. Los tratamientos mas efectivos
resultaron los realizados con el SLC (ya sea con el agre-
gado de la suspension de ACU-1como sin la misma). La
suspension de ACU-1 (sistema a) mostré menor efecti-
vidad, pero significativa en la reduccién del recuento
total a partir de los dos dias hasta los 13 dias de alma-
cenamiento. Resultados similares fueron reportados por
otros autores (Martinez y col., 2002; Geonaras y col.,
2006), sin embargo, éstos atribuyen dicha actividad
inhibitoria a los bajos valores de pH de las soluciones de
las bacteriocinas. En nuestro estudio, es de resaltar que
los SLC usados fueron neutralizados antes de los ensa-
yos pertinentes, por ende las actividades antimicrobia-
nas observadas son atribuibles a la accion especifica de



Figura 1 - Evolucion de los recuentos microbianos realizados sobre salchichas tipo Viena, expresados como Log
(UFC/g). Panel A: Bacterias Lacticas; Panel B: Mesdfilos Totales; Panel C: Brochothrix spp.; Panel D: Listeria innocua
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la bacteriocina. Cayré (2006) al analizar salchichas tipo
Viena envasadas en bolsas de polietileno cuya permeabi-
lidad concuerda con las utilizadas en nuestro estudio,
reportd recuentos de mesofilos totales y BL que se incre-
mentaron en una semana hasta 7,5-8,2 (Log UFC.g-1),
recuentos similares fueron presentados por nuestro sis-
tema control, considerando el mismo periodo de tiempo.
Mientras que los sistemas que fueron tratados con el
antimicrobiano disminuyeron y retrasaron estos recuen-
tos 2 ciclos Log hasta los 14 dias de almacenamiento.
En todos los casos, el numero de enterobacterias estuvo
por debajo del limite de deteccion, caracteristica dese-
ada ya que la presencia de este género bacteriano es
indicio de contaminacion.

Ademas de las BL, Brochothrix thermosphacta
también se encuentra como un componente numérica-
mente significativo en la microbiota de los productos
carnicos almacenados al vacio y refrigerados (Samelis y
col., 2000). El crecimiento y el metabolismo de B. ther-
mosphacta en productos carnicos dependen de factores
tales como pH, temperatura, ambiente gaseoso y dispo-
nibilidad de nutrientes (Cayré y col., 2005). En este
estudio, el recuento de Brochothrix spp. a partir de los
cuatro dias de almacenamiento mostro diferencias sig-
nificativas entre el sistema control y los distintos siste-
mas tratados con la bacteriocina, siendo los mas efecti-
vos los sistemas tratados con SLC, con vy sin la suspen-
sion celular de ACU-1 (Figura 1, panel C). Al cabo de 13
dias de almacenamiento, se presentd una reduccion sig-
nificativa del microorganismo indicador en cuestion por
parte del sistema constituido por el SLC mas la suspen-
sion microbiana de la bacteria lactica, pero en ninguno

de los sistemas se logré una inhibicion tan marcada
como en el ensayo de adsorcion de la bacteriocina a la
tripa ovina tratada con el SLC concentrado, donde se
registro una reduccion de 4 ciclos log en el recuento de
Brochothrix spp. (Rivas, 2014). Al estudiar salchichas
tipo Viena en iguales condiciones a las utilizadas en
nuestro sistema control, Cayré (2006) registrd recuen-
tos de Brochothrix spp. de 7,07 (LogUFC/g) a los 15 dias
de almacenamiento, sequido por una reduccion del
recuento; el mismo comportamiento fue presentado por
el sistema control en nuestro estudio, mientras que los
sistemas tratados reportaron las reducciones citadas.
En relacion a los recuentos de Listeria (Figura
1, panel D), se observo una reduccion significativa en los
sistemas con SLC (con y sin suspension de ACU-1) res-
pecto al sistema no inoculado (sistema control) a partir
de los dos dias de almacenamiento. Cabe resaltar estos
resultados con respecto a los presentados por Ben
Hammou y colaboradores (2010), quienes reportan que
cuando se aplico nisina sin ninglin coadyuvante, ésta no
present6 ningun efecto antilisterial antes de los 20 dias
en salchichas elaboradas con tripa ovina tratada. En
trabajos previos de aplicacion de sakacina Q sobre tripa
ovina antes de la fabricacion de las salchichas (Rivas,
2014), recién a los 16 dias de almacenamiento se regis-
tro una reduccion significativa de Listeria. En el presen-
te estudio se observo que, en los recuentos correspon-
dientes a los 6, 8, 13 y a partir de los 23 dias, se presen-
ta un efecto listericida también en el sistema constitui-
do por la suspension de la cepa bacteriocinogénica. Se
comprueba de esta forma la efectividad de los tres sis-
temas que contienen la bacteriocina, siendo el mas efi-
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ciente el sistema del SLC mas la suspension, sequido por
el que solo contenia el SLC y por ultimo el sistema cons-
tituido por la suspension de la cepa bacteriocinogénica.
Resultados similares fueron reportados por Geonaras y
col. (2004), quienes realizaron un estudio sobre salchi-
chas tipo Frankfurt inoculadas con Listeria monocytoge-
nes sumergidas en solucion de nisina, encontrando que
esta bacteriocina redujo significativamente el recuento
de Listeria.

Conclusiones

La bacteriocina en estudio, sakacina Q, es efectiva para
el control de Listeria. El tratamiento mas eficiente con-
tra esta microbiota patogena lo constituyo la aplicacion
del sistema conteniendo el SLC junto con la suspension
de la cepa productora de bacteriocina. Ademas, cabe
destacar que la aplicacion por inmersion de las salchi-
chas en los distintos sistemas que contenian la bacterio-
cina mostrd inhibir tanto las bacterias lacticas alteran-
tes como los microorganismos mesofilos. Respecto al
recuento total de microorganismos, los tratamientos
mas efectivos resultaron los realizados con el SLC (ya
sea con el agregado de la suspension de ACU-1 como en
ausencia de la misma). Los SLC usados fueron neutrali-
zados antes de los ensayos pertinentes, por ende las
actividades antimicrobianas observadas son atribuibles
a la accion especifica de la bacteriocina estudiada.

En base a los resultados obtenidos en este estu-
dio, se infiere que la bacteriocina sakacina Q, producida
por Lactobacillus curvatus ACU-1, resulta altamente
efectiva para |a biopreservacion de salchichas tipo Viena
envasadas al vacio y almacenadas bajo refrigeracion.
Esta bacteriocina inhibe microorganismos deteriorantes
caracteristicos de estos productos, tales como
Brochothrix spp. y Bacterias Lacticas, como asi también
a Listeria monocytogenes, bacteria patégena ubicua con
una elevada prevalencia en muchos alimentos. De este
modo, este trabajo sienta las bases para introducir inno-
vaciones tecnoldgicas en las operaciones industriales,
favoreciendo la insercion de los productos carnicos pro-
vinciales en nuevos mercados. La aplicacion de ésta téc-
nica de bioconservacion en las salchichas permitiria a
las industrias provinciales adecuarse a las exigencias de
los consumidores actuales de productos “mas naturales”
o con menor cantidad de aditivos quimicos.
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