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RESUMEN

El desarrollo y consumo de alimentos inocuos es un aspecto muy importante a tener
en cuenta a la hora de prevenir las enfermedades de transmision alimentaria (ETAS). Estas
enfermedades se producen debido a la presencia de microorganismos patdgenos, asi como
de toxinas, en gran variedad de alimentos, entre los que se encuentran los huevos y
ovoproductos, ampliamente consumidos a nivel mundial. Asimismo, en la industria
alimentaria es frecuente el uso de ingredientes espesantes, como el alginato, el agar o el
carragenato, por ejemplo, en la elaboracion de flanes, tartas o pudines. Los espesantes
permiten obtener alimentos solidos o semisélidos con distinta estructura, que pueden

influir en el desarrollo de posibles microorganismos contaminantes.

El objetivo de este trabajo ha sido analizar el posible efecto que la estructura de un
alimento ejerce sobre el desarrollo de microorganismos patdgenos en un sistema solido.
Para ello, como alimento modelo se emplearon geles de yema de huevo con distintas
concentraciones de «-carragenato y se utilizd Staphylococcus warneri como
microorganismo modelo del patdégeno Staphylococus aureus. Se evalud el crecimiento de
S. warneri en dichos geles con igual composicion nutricional, pero con diferentes
propiedades estructurales, que se caracterizaron mediante técnicas reoldgicas,

texturométricas y microscopicas.

La caracterizacion reologica reveld que el k-carragenato incrementa la
pseudoplasticidad, el caracter elastico, la fuerza de interaccion entre las unidades
reoldgicas y el punto de coagulacién de los geles. El analisis de textura mostrd que a mas
concentracion de k-carragenato mayor es la dureza de los geles. Respecto al desarrollo
del microrganismo modelo, se encontré que S. warneri crece peor en medio liquido que
en presencia del espesante, si bien la velocidad especifica de crecimiento decrece
ligeramente al incrementar la concentracion de k-carragenato. Asimismo, se encontro una
relacién lineal inversamente proporcional entre la velocidad méaxima de crecimiento de

S. warneri y los parametros que determinan la dureza y la elasticidad de los geles.



ABSTRACT

The development and consumption of innocuous foods is a key issue to be
considered in order to prevent foodborne diseases. These diseases are originated by the
presence of pathogen microorganisms and toxins in a huge variety of foodstuffs. Eggs
and egg products, which are widely consumed worldwide, can be found among these
foodstuffs. Additionally, in food industry is common the use of thickening agents, such
as alginate, agar or carrageenan, as ingredients in flan, cakes and puddings, for example.
Thickening agents allow to obtain solid or semisolid foods with different structure, which

can affect the development of contaminant microorganisms.

The aim of this work has been to analyse the potential effect of food structure on
the development of pathogen microorganisms in a solid system. For this purpose, gels of
egg yolk with different concentrations of «-carrageenan were developed and
Staphylococcus warneri was employed as a surrogate of the pathogen Staphylococcus
aureus. S. warneri growth was evaluated in these gels, which presented the same
nutritional composition, but different structural properties. These gels were characterised

by means of rheological, textural and microscopic measurements.

Rheological characterisation revealed that «-carrageenan increases the
pseudoplastic character, the elastic behaviour, the strenght of interaction between
rheological units and the coagulation point in gels. Textural analysis showed that gel
strenght increases with k-carrageenan concentration. Regarding the development of
model microorganism, S. warneri growth was better in solid systems than in liquid media.
In addition, the maximum specific growth rate decreased when «-carrageenan
concentration increased. Moreover, an inverse linear correlation between maximum
specific growth rate of S. warneri and the parameters that determine strength and
elasticity of gels was found.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades de transmisién alimentaria (ETAS) implican un gran abanico de
dolencias, causadas por diversidad de microorganismos y sustancias quimicas toxicas,
que constituyen un problema de salud publica a nivel mundial, tanto en los paises
desarrollados como en los de en vias de desarrollo. Millones de personas enferman y
miles mueren al afio en todo el mundo por esta causa, afectado gravemente a nifios,
ancianos y enfermos. Ademas, suponen un impacto a la economia y desarrollo de los
paises, asi como al comercio internacional. Por lo tanto, el consumo de alimentos que no
sigan un correcto proceso gque asegure una correcta inocuidad alimentaria supone un
riesgo para la salud y la economia. De hecho, la Segunda conferencia Internacional
FAO/OMS sobre Nutricion, celebrada en Roma en 2014, destaco la importancia de la

inocuidad alimentaria para asegurar una mejor nutricion humana (OMS, 2019).

Entre los principales alimentos implicados en las ETAs se encuentran los alimentos
de origen animal no cocinados, las frutas y hortalizas, donde la contaminacion de estos
puede producirse en cualquier fase del proceso productivo. Sin embargo, una gran parte
de las ETAs son causadas por aquellos alimentos que han sido preparados o manipulados
de forma incorrecta en los hogares, en establecimientos que sirven comida o en los
mercados. Los agentes microbioldgicos causantes de ETAs pueden ser bacterias (como
las pertenecientes a los géneros Salmonella, Campylobacter o Echerichia) virus o
parésitos. Las dolencias mas comunes comprenden sintomas gastrointestinales, aunque

de forma menos frecuente se pueden producir cuadros clinicos mas severos (OMS, 2019).

En base a lo anterior, el estudio de los patégenos involucrados en el desarrollo de
las ETAs resulta fundamental para establecer protocolos adecuados de manejo y
produccién de los alimentos. Una de las herramientas de dicho estudio lo constituye la
microbiologia predictiva que, aunque tiene sus limitaciones, permite estudiar la influencia
de determinados parametros (como pH, temperatura o matriz alimentaria) en el desarrollo

de microorganismos perjudiciales (Noriega et al. 2008).

Existe una amplia variedad de estudios sobre el desarrollo de microorganismos
patogenos en distintos alimentos: como carnes, arroces, quesos, huevos y ovoproductos.

En concreto, los huevos son uno de los alimentos de consumo diario ampliamente



producidos a nivel mundial. De hecho, solo en la Uni6n Europea se producen unos 7
millones de toneladas de huevos por afio, donde Espafia es uno de los mayores
productores (Abin et al. 2018). Por lo tanto, resulta interesante estudiar el desarrollo de
microorganismos patdgenos potencialmente transmisibles en huevos y sus derivados.
Entre estos microorganismos se encuentra Salmonella, que es el que ha sido mas
estudiado, asi como Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus. Dada a la escasa
bibliografia sobre S. aureus en relacion con huevos y ovoproductos, es importante evaluar
su desarrollo en estos alimentos, ya que la intoxicacidn por toxinas estafilococicas es una
de las ETAs més comunes a nivel mundial (Yang et al. 2001; Hennekinne et al. 2012;
Kadariya et al. 2014; Sanchez et al. 2019). Estas toxinas pueden provocar desde cuadros

clinicos leves de curacion espontanea hasta afecciones graves (Hennekinne et al. 2012).

Dada la complejidad de los sistemas alimentarios, debido a una estructura a menudo
heterogénea y que cambia con el tiempo, se hace imprescindible el empleo de alimentos
modelo a la hora de realizar estudios sobre ETAs. Un alimento modelo es aquel cuyas
caracteristicas han sido determinadas con el objetivo de simplificar los ensayos (Noriega
et al. 2010; Costello et al 2018; Verheyen et al. 2018). De la misma forma, y dado la
peligrosidad de algunos microorganismos patdégenos transmitidos por alimentos, se
suelen emplear en los estudios microorganismos modelo, los cuales presentan menor
grado de patogenicidad y un comportamiento analogo al microorganismo de interés
(Noriega et al. 2008; Noriega et al. 2010; Sinclair et al. 2012).

Por otra parte, en la industria alimentaria es muy frecuente el uso de polisacaridos
que ofrezcan estabilidad a las suspensiones y emulsiones alimentarias, funcionado como
agentes texturizantes (Costello et al. 2018). Entre los mas empleados se encuentra el
alginato, la goma de xantana, las pectinas, la goma arabica y el carragenato (Mancini et
al. 2002; Zhou et al. 2016; Aguilar et al. 2017). Concretamente, el carragenato es un
agente gelificante ampliamente usado, en concentraciones de 0.005 a 3% (p/v), para la
fabricacion de salchichas, pudings, flanes, helados, etc. (Manuhara et al. 2016; Saha &
Bhhattachharya, 2010). Por lo tanto, resulta interesante el empleo de texturizantes con el
fin de reproducir estas caracteristicas en un sistema alimentario modelo a la hora de

evaluar el desarrollo de microorganismos patdégenos causante de ETAs.



El objetivo de este trabajo ha sido evaluar las caracteristicas de la matriz
alimentariaen el desarrollo de microorganismos contaminantes de alimentos. Para

ello, se han planteado los siguientes objetivos concretos:

- Caracterizar matrices alimentarias elaboradas con yema de huevo y diferentes
concentraciones de k-carragenato mediante técnicas reométricas, texturometricas
y microscopicas.

- Analizar el desarrollo de Staphylococcus warneri, considerado microorganismo
modelo, en las matrices alimentarias de yema de huevo y k-carragenato.

- Evaluar la posible relacion existente entre las cinéticas de crecimiento del
microorganismo Yy las propiedades reoldgicas y texturométricas de la matriz
alimentaria.



2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. ETAs e inocuidad alimentaria

Las ETAs son definidas por la OMS como una diversa variedad de dolencias que
constituyen un problema de salud publica creciente en todo el mundo. Estas enfermedades
se desarrollan como consecuencia de la ingestion de alimentos contaminados por
microorganismos o0 por sustancias quimicas. Dicha contaminacion puede producirse en
cualquier fase del proceso de produccion del alimento. Se estima que cada afio sufren
ETAs unos 600 millones de personas y 420.000 mueren por estas causas. Entre los
alimentos causantes de ETAS se encuentran los de origen animal no cocinados, las frutas
y hortalizas contaminadas con heces y mariscos crudos contaminados con biotoxinas
marinas (OMS, 2019).

Muchas de las ETAs son originadas por infecciones causadas por bacterias, virus o
parasitos de origen alimentario. De entre los patégenos més frecuentes a nivel mundial
implicados en este tipo de enfermedades se encuentra Salmonella, Campylobacter y
Escherichia coli enterohemorragica (Hartman, 2012; Bhaskar, 2017), aunque también se
pueden producir por Clostiridum perfringens, Bacillus antracis y toxinas estafilocécicas,
entre otros (Doyle & Beuchat, 2007; Bhaskar, 2017). Las manifestaciones clinicas mas
comunes implican la aparicion de sintomas gastrointestinales como la diarrea, aunque
también pueden desarrollarse afecciones mas graves como insuficiencia renal y/o
hepatica, trastornos neuroldgicos, artritis reactiva o incluso cancer (Doyle & Beuchat,
2007). Las principales ETAs, asi como sus manifestaciones clinicas mas comunes, y sus

agentes causantes se recogen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales enfermedades de transmision alimentaria (FDA, 2019).

i TIEMPO DE
HUME:IEE;TE:;:[? L APARICION DESPUES DURACION
DELA INGESTA

Bacillus cereus Envenenamiento por consumo De10a16horas | Calambres abdominales, diarrea acuosa, | De24a Cames, guisos, jugo de camne, salsa
de alimentos con B. cereus. nduseas. 48 horas de vainilla.

Campylobacter Campilobacteriosis De2a5dias Diarrea, calambres, fiebre y vomitos; DeZa Carne de aves auda o poco

Jejuni puede tener diarrea con sangre. 10 dias cocida; leche sin pasteurizar, agua

contaminada.

Clostridium Botulismo Del12a72horas | Vomitos, diarrea, vision borrosa, vision Variable Alimentos mal enlatados,

botulinum doble, dificultad para tragar, debilidad especialmente verduras enlatadas en

muscular. Puede causar insuficiencia el hogar; pescado fermentado, papas
respiratoria y la muerte. asadas en papel de aluminio,
ajo envasado.

Clostridium Intoxicacicn de alimentos por Bal16horas Calambres abdominales intensos, diarrea | Habitualmente | Camnes, aves, salsa de carne, alimentos

perfringens Perfringens acuosa '4 horas precocidos o deshidratados, alimentos

con mal uso de la temperatura o del
tiempo de coccidn.

Cryptosporidii Criptosporidiasi De 2 a 10 dias Diarrea (generalmente acuosa), Puede que Alimentos crudos o contaminados por
intestinal calambres estomacales, malestar SE remita y una persona enfermo que la manipulé

estomacal, fiebre leve, hayan recaidas | luego de cocinarla; agua potable
durante contaminada.
semanas o
incluso meses

Cyclospora Cidosporiasis De 1a 14 dias, Diarrea (generalmente acuosa), pérdida | Puede quese | Varios tipos de frutas y verduras

cayetanensis generalmenteal | del apetito, pérdida de peso significativa, | remitayhayan | frescas (bayas, lechuga y albahaca

menos 1 semana | calambres estomacales, nduseas, recaidas importadas).
vomitos, fatiga. durante
semanas o
incluso meses

E. coli (Escherichia | Infecdidn por E. coli De 1a3dias Diarrea acuosa, calambres abdominales, | De3a7 Agua o alimentos contaminados con

coll) productor de | [causa comin dela algo de vémito. omas dias excrementos humanos.

touina ‘diarrea del viajera”)

E. coli O157:H7 Colitis hemorragica o De 1 a8 dias Diarrea aguda (a menudo con sangre), Desa Carme de res poco cocida
infeccion por dolores abdominales y vomitos. Por lo 10 dias (especialmente hamburguesas);

E coliO157HT7 general, no se tiene fiebre o se tiene muy leche y jugo sin pasteurizar; frutas y
poca. Es mds comun en nifios de 4 afios o verduras crudas (e]. brotes); y agua
menos. Puede causar insuficiencia renal. contaminada.

Hepatitis A Hepatitis 28 dias Diarrea, orina oscura, ictericia y sintomas | Variable, Frutasy verduras crudas, agua

en promedio similares a los de la gripe, por gjempls, de 2semanasa | potable contaminada, alimentos sin
(De 15a50dias) | fiebre, dolor de cabaza, nduseasy 3Imesas cocer o alimentos cocidos qua no
dolores abdominales. son recalentados luego de haber
estado en contacto con una persona
infectada que los manipulé.
Listeria Listeriosis De3a48 horas Fiebre, dolores musculares y nduseas Variable Leche sin pasteurizar, quesos blandos
menacytogenes para sintomas o diarrea. Las mujeres embarazadas hechos con leche sin pasteurizar,
gastrointestinales, | puadan tener sintomas leves similaras carnas preparadas listas para comar.
deza6 alos dela aripe, y la infeccién podria
semanas para ocasionar un parto prematuro o de un
enfarmeadades bebé muerto. Los ancianos o pacientas
invasivas con deficiencias inmunitarias podrian
contraer bactaremia o meningitis.

Noroviruses Sele llama de distintas maneras: | De12a48 horas | Mauseas, vomitos, calambres Della Frutasy verduras crudas, agua
gastroenteritis viral, diarrea abdominales, diarrea, fiebre, dolor de 60 horas potable contaminada, alimentos sin
invernal, gastroenteritis aguda cabeza. La diarrea es mds frecuente en cocer o alimentos cocidos que no
no bacteriana, envenanamiento los adultos y los vémites en los nifios. son recalentados luego de haber
por consumo de alimentos estado en contacto con una persona
ainfaccién por consumo de infectada que los manipuls; mariscos
alimentos de aguas contaminadas.

Salmonella Salmonelosis De 6 ad8 horas Diarrea, fiebre, calambres abdominales, | Deda Huewvos, avas, came de ras; no

vémitos 7 dias pasteurizados leche o jugos;
quesas, frutas y verduras crudas
contaminadas.

Shigella Shigelosis o disentaria bacilar De4 a7 dias Calambres abdominales, fishre y diarrea. | Dz 24a Frutasy verduras crudas, agua

La materia fecal puede contener sangre | 48 horas potable contaminada, alimantos sin

y mucosidad. cocer o alimentos cocidos gue no
son recalentados luego de haber
astado en contacto con UNa persona
infectada que los manipulé.

Staphylococeus Envenanamiento por consumo de | De 1 a6 horas Inicio repenting de nuseas y vomitos De24a Cames de res, ensaladas de papa

aureus alimentos con estafilococos severos. Calambres abdominales. 48 horas y huevo, y pasteles con crema

Pueden presentarse diarreay fiebre. no refrigerados o refrigerados
incorrectamente.

Vibrie Infeccién por De4a% horas Diarrea acuosa (ocasionalmenta con DeZa Mariscos poco cocidos, tales como los

parahaemolyticus | ¥ parahaemolyticus sangre), calambres abdominales, Sdias moluscos.

nauseas, vémitos, fizbre.

Vibrio vulnificus | Infaccién por De1 a7 dias Viémitos, diarrea, doloras abdominales, | DeZa Mariscos poco cocidos, tales como los
W vulnificus infaccian transmitida por la sangre. Bdias moluscos.

Fiebre, sangrado bajo la piel, ulceras
que deben extirparse quirirgicamente.
Puede ser fatal en el caso de'personas
con enfermadades hapaticas o sistemas
inmunitarios débiles.
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En base a lo anteriormente comentado, resulta fundamental asegurar la inocuidad
de los alimentos para prevenir la aparicion de las ETAs. En este sentido, la OMS ayuda a
los Estados Miembros por medio de la Red Internacional de Autoridades en Materia de
Inocuidad de los Alimentos (INFOSAN) a capacitarse para prevenir, detectar y gestionar
los riesgos de origen alimentario. Ademas, la OMS, consciente de la necesidad de
concienciar a los manipuladores de alimentos sobre sus responsabilidades en cuanto a
inocuidad alimentaria, a principios de los noventa formul6 las diez reglas de oro para la
preparacion de alimentos inocuos. Sin embargo, a efectos practicos se hizo necesario
elaborar unas normas mas simples y de aplicacion mas general. Por lo que la OMS
presento en 2001 el manual con las cinco claves para lograr la inocuidad de los alimentos.
Estas cinco claves son: mantener la limpieza, separar alimentos crudos y cocinados,
cocinar completamente, mantener los alimentos a temperaturas seguras y usar agua y

materias primas seguras (OMS, 2007).
2.2. El huevo

El huevo de gallina es un ingrediente popular en la produccion de alimentos debido
a sus numerosas propiedades funcionales, especialmente su habilidad natural para
incorporarse en los alimentos mediante la formacion de geles (Zhang et al. 2019).
Ademas, los huevos son una fuente econémica de proteinas de alta calidad que se
comercializan tanto en forma de huevos con céscara, asi como en productos liquidos,

congelados y deshidratados (Sanchez et al. 2019).

2.2.1. Estructura y composicion del huevo

El huevo de gallina estd compuesto fundamentalmente en un 60% (p/p) por la clara,
un 30% (p/p) por la yemay un 10% (p/p) por la cascara y membranas (IEH, 2019). En un
corte transversal se pueden diferenciar sus partes mas detalladamente (ver Figura 1), las

cuales se comentaran a continuacion.
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Figura 1. Esquema de un corte transversal de un huevo de gallina. 1: Disco germinal. 2: Membrana vitelina.
3: Chalaza, 4: Clara o albumen denso, 5: Albumen fluido. 6: Poros, 7: CAmara de aire. 8: Membrana testacea
interna, 9: Membrana testacea externa, 10: Cuticula, 11: capa calcérea de la cascara. Modificado de Belitz
et al. (2008).

- Cascara

Constituye la cubierta exterior del huevo, mantiene su integridad fisica y actla
como barrera bacterioldgica. Esta estructura se encuentra constituida fundamentalmente
por una matriz calcica, aunque, en menor concentracion, se encuentran minerales como
sodio, magnesio, manganeso, cinc, hierro, cobre, aluminio y boro. Ademas, la cascara
esta atravesada por numerosos poros (entre 7000 y 15000) que permiten el intercambio
gaseoso con el exterior. Recubriendo la superficie de la cascara, asi como los poros, se
encuentra una cuticula formada principalmente por proteinas (hasta un 90%) y, en menor
cantidad, por lipidos y carbohidratos. Por la cara interna de la céscara, y rodeando a la
clara o albumen, se encuentran dos membranas: membrana testacea interna y externa.
Ambas membranas se encuentran fuertemente unidas entre si en todo el huevo salvo en

una zona, denominada camara de aire (IEH, 2019).
- Claraoalbumen

En la clara se distinguen dos partes segun su densidad: el albumen denso y el fluido.
El primero rodea fundamentalmente a la yema y es la principal fuente de riboflavina y
proteina en el huevo, mientras que el segundo se encuentra mas proximo a la cascara. La

composicion de la clara es fundamentalmente agua (88%) y proteinas (12%), donde la
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proteina mas importante es la ovoalbumina (54% del total proteico), seguida de la
ovotransferrina (12%) y el ovomucoide (11%) (IEH, 2009; Zhang et al. 2019). Aunque
también se encuentran presentes otras proteinas como la lisozima, la avidina, el
ovinhibidor, la ovomucina (contribuye a la viscosidad de la clara) y la flavoproteina (se
une a la riboflavina facilitando su entrada desde la sangre de la gallina al huevo en
formacion). Las tres primeras tienen funcion antibacteriana, protegiendo a la yema de
posibles contaminaciones externas. Otros constituyentes no proteicos de la clara, que se
encuentran en muy baja concentracion, son los lipidos, carbohidratos (como glucosa,
galactosa, etc.), minerales (como sodio, potasio, calcio, etc.) y vitaminas (Belitz et
al.2008). Ademas, el albumen forma unos filamentos enrollados de naturaleza proteica,
denominados chalazas, que van desde la yema hasta los polos opuestos del huevo y

mantienen a la yema centrada (IEH, 2019).
- Yema o vitelo

La yema, que es la parte central del huevo, se encuentra rodeada por la membrana
vitelina, la cual le da forma y la separa de la clara. La yema se distribuye uniformemente
debajo de dicha membrana salvo en un punto con forma de disco, denominado disco
germinal, en donde se comenzaria a desarrollar el embrion en caso de fecundacion (IEH,
2019). La yema de huevo, que se encuentra constituida fundamentalmente por una
compleja asociacion de lipidos y proteinas en agua, puede separarse por centrifugacion
en dos fracciones, los granulos y de plasma. Los granulos (que constituyen un 22% de la
materia seca del huevo) son agregados proteicos formados por un 70% de lipoproteinas
de alta densidad (HDL) y un 16% de fosvitina (con funcion quelante del hierro). El plasma
(que constituye un 78% de la materia seca del huevo) estd compuesta por un 85% de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y un 15% de livetinas (procedentes del suero
sanguineo de la gallina) (Belitz et al., 2008; Aguilar et al. 2017; Zhang et al. 2019).

2.2.2. Huevo y ETAs

La produccion mundial de huevo y su consumo se ha ido incrementando en los
ultimos veinte afios, por lo que establecer una correcta seguridad alimentaria en la
produccién y manufactura de huevos es un tema de interés principal. De hecho, en los
ultimos afios, aproximadamente el 40% de los brotes notificados estan relacionados con

el consumo de huevos y productos derivados (Sanchez et al. 2019).
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La calidad microbioldgicay la seguridad del huevo y ovoproductos depende en gran
medida de un cocinado, manejo, enfriamiento y almacenamiento adecuados (Sanchez et
al., 2019; IEH, 2019). En la produccion de huevos, las medidas de prevencion de
contaminacion microbioldgica se basan en el control de las aves. De forma concreta, en
Espafia, las gallinas deben ser vacunadas obligatoriamente contra Salmonella, llevarse a
cabo buenas précticas de higiene en el manejo de la explotacion, asi como realizar
controles periddicos para asegurar que las medidas de prevencion funcionan
adecuadamente. Sin embargo, también deben llevarse a cabo unas correctas practicas de
manejo tras el proceso de produccion. Esto es asi porque una vez se rompe la cascara del
huevo las principales defensas contra la colonizacion microbiana presentes en este

disminuyen drasticamente (IEH, 2019).

Estudios epidemioldgicos muestran que los huevos son fuentes importantes
exposicién de microorganismos patégenos a los consumidores. El principal riesgo
alimentario que se relaciona con el consumo de huevos o sus derivados es la toxiinfeccién
por Salmonella, ya que, aunque esta bacteria no es demasiado resistente a condiciones
ambientales desfavorables, puede encontrarse en el medio ambiente y transmitirse a
través de alimentos de origen animal (IEH, 2019). En concreto, Salmonella y
Campylobacter han recibido especial atencion en cuanto a su presencia en huevos y
productos derivados de estos, siendo foco de numerosos estudios (Sanchez et al., 2019).
También han sido desarrollados otros trabajos con el objetivo de analizar el
comportamiento de bacterias como Bacillus, Serratia, Staphylococcus o Pseudomonas en
ovoproductos. El género Staphylococcus en particular produce enterotoxinas
estafilocdcicas que estan relacionadas con ETAs como la intoxicacion alimentaria o el
sindrome de shock toxico. Estas toxinas son producidas principalmente por
Staphylococcus aureus, aunque se ha encontrado otras especies pertenecientes a este
género, como S. epidermis, S. haemolyticus y S. warneri, con capacidad para producir
este tipo de toxinas. Por lo tanto, la prevencion de la proliferacion de Staphylococcus en
alimentos es un tema de gran interés. Sin embargo, en la bibliografia publicada hasta la
fecha se ha prestado muy poca atencién a la relacion entre este género bacteriano con el

huevo y los ovoproductos (Yang et al., 2001; Sanchez et al., 2019).
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2.3. El carragenato como texturizante alimentario

Los polisacaridos son macromoléculas comdnmente usadas como ingredientes
texturizantes con el fin de que contribuyan a la estructura, textura y estabilidad de los
sistemas alimentarios a través de sus propiedades gelificantes y/o espesantes (Saha &
Bhattacharya, 2010; Aguilar et al. 2017). Entre los polimeros utilizados en la industria
alimentaria se encuentran, entre otros, los alginatos, la goma de xantana, goma arabica,

las pectinas y el carragenato (Mancini et al. 2002; Zhou et al, 2016; Aguilar et al. 2017).

El carragenato es un polisacarido anionico, extraido de varios tipos de algas rojas
(como los géneros Cottoni, Spinosum y Chondrus), formado por unidades repetidas de D-
galactosa y 3,6-anhidro-D-galactosa unidas por enlaces glicosidicos a. (123) y p (12>4).
Es un polimero de alto peso molecular (superior a 100 kDa) con un contenido variable en
su estructura de grupos éster sulfato (CPKelco, 2001).

En cuanto a sus propiedades, el carragenato es un polisacarido soluble en agua e
insoluble en muchos solventes organicos. Esta solubilidad se encuentra influenciada por
el tipo de carragenato, los iones presentes, otros solutos, la temperatura y el pH. Aunque
el carragenato es un polisacarido hidrosoluble, en agua fria (por debajo de 30°C)
habitualmente forma aglomerados entre las moléculas del polimero que dificultan su
dispersion. Esto se debe a que las moléculas del polimero se agregan entre si formandose
una capa acuosa alrededor del aglomerado resultando dificil para las moléculas de agua
entrar y romper dichos grumos. Sin embargo, en agua caliente (aproximadamente a 50°C
y temperaturas superiores) dichos aglomerados se rompen y el polisacarido se encuentra
ya en disolucién. En cuanto al pH, el carragenato es estable a pH neutro y alcalino,
mientras que a pH &cido comienza a hidrolizarse (CPKelco, 2001).

Dentro del carragenato se encuentran varios tipos, lambda, kappa, iota, épsilon y
mu, los cuales contienen entre un 22 - 35% de grupos sulfato. Esta cantidad de grupos
sulfato determina la mayor o menor hidrosolubilidad de cada tipo de carragenato. La
estructura de los tres tipos principales (lambda, kappa e iota), usados en la industria
alimentaria, se muestran en la Figura 2. En general, las propiedades de cada tipo de
carragenato se ven influenciadas por la cantidad y la posicion de los grupos de éster
sulfato en la 3,6-anhidro-D-galactosa (Manuhara et al. 2016). Asi, en el kappa

carragenato (k-carragenato) algunas de las D-galactosas pueden contener grupos éster 4-
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sulfato y algunas de las 3,6-anidro-D-galactosa contienen grupos éster 2-sulfato. El iota
carragenato se caracteriza por tener grupos éster 4-sulfato en todos los residuos de D-
galactosa y grupos éster 2-sulfato en todos los residuos de la 3,6-anidro-D-galactosa. El
lambda carragenato se diferencia del kappa e iota en tener un grupo bisulfatado en la
(1->4)-D-galactosa y cantidades variables de grupos éster 2-sulfato en la o (1->3)-D-
galactosa, a diferencia de kappa e iota que tienen un grupo éster 4-sulfato (ver Figura 2).
Por lo tanto, dado que el k-carragenato presenta menor nimero de grupos sulfato que el

resto, es menos soluble e hidrofilico que el iota y lambda carragenato (CPKelco, 2001).

Kappa Carragenato

OH

D-galactosa-4-sulfato 3,6-anhidro-D-galactosa

Lambda Carragenato Tota Carragenato

0%0;

D-galactosa-2-sulfato D-galactosa-2,6-disulfato D-galactosa-4-sulfate  3.6-anhidro-D-galactosa-2-sulfato

Figura 2. Principales tipos de carragenato usados en la industria alimentaria. Modificado de CPKelco
(2001).

El mecanismo de gelificacidn del carragenato no se comprende completamente. Sin
embargo, se sabe que el k-carragenato forma geles termorreversibles en soluciones
acuosas y en presencia de cationes como el Ca?*, Na* y el K*, formandose geles mas
fuertes si la solucién tiene K* (N(fiez-Santiago & Tecante 2007; Aguilar et al. 2017).
Cuando el polimero se encuentra de disolucion, las unidades que conforman el «-
carragenato se encuentran distribuidas aleatoriamente y a medida que la temperatura
disminuye se induce el giro de las secuencias de 3,6-anhidro-D-galactosa en dobles
hélices. Estas se unen en cadenas formando una red tridimensional, el gel (CPKelco,
2001; Nufiez-Santiago & Tecante, 2007; Agoda-Tandjawa et al. 2017). EI mecanismo de

formacion de gel se muestra esquematizado en la Figura 3.
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Disolucién

Figura 3. Mecanismo de formacién de gel de k-carragenato. Modificado de CPKelco (2001).

El x-carragenato, que forma geles fuertes y quebradizos (CPKelco, 2001), se
emplea ampliamente como agente espesante y gelificante en la industria alimentaria. Por
ejemplo, es utilizado en fabricacién de tartas, flanes, pudines, carnes, salchichas, etc.
(Manuhara et al. 2016).

2.4. Alimentos modelo

Los alimentos se pueden considerar como un ecosistema, que varia en funcion del
tipo de entorno que constituyen y de los microorganismos que albergan. Dicho entorno
se compone de una matriz compuesta de maltiples constituyentes y fases que le confiere
una gran complejidad estructural. Asimismo, en base a esta estructura los

microorganismos se comportaran de manera distinta (Aspridou et al 2014).

Los alimentos modelo se pueden definir como sistemas alimentarios cuya
composicion, complejidad y propiedades reoldgicas son controladas con el objetivo de
poder realizar ensayos en el laboratorio (Costello et al 2018; Verheyen et al. 2018). El
trabajo con estos sistemas permite obtener informacion tan importante como la influencia
de la estructura del sistema en relacion con el desarrollo de microorganismos. Los
sistemas alimentarios mas utilizados estdn compuestos por la adicion de un agente
gelificante (como la gelatina, agar, goma de xantana o carragenato) en un medio nutritivo

(Costello et al. 2018). Un ejemplo de esto lo constituye la evaluacion del efecto de
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diferentes estructuras alimentarias en la cinética microbiana de Listeria monocytogenes
(Noriega et al. 2008; Verheyen et al. 2018).

Hay gran variedad de publicaciones que estudian el desarrollo de microorganismos
patdgenos en diversos alimentos. Entre ellos se encuentra el estudio del desarrollo de
Bacillus cereus en arroz (Hariram et al. 2016; Juneja et al. 2019), el efecto de la
temperatura en el desarrollo de E. coli en carne (Redemann, et al .2018) o el crecimiento
de Listeria en quesos (Callon et al. 2014). Respecto al desarrollo de ETAs en
ovoproductos, la mayoria de los estudios se centran en el desarrollo de patégenos como
Salmonella, aunque también sobre Listeria o Escherichia coli en huevo u ovoproductos.
En cuanto a Salmonella, se encuentran numerosos ejemplos de publicaciones que se
enfocan en como coloniza esta bacteria el interior del huevo a través de la cascara y qué
condiciones (como la temperatura, humedad o tiempo de almacenamiento) favorecen
dicha colonizacion (Chemaly & Salvat, 2011; Raspoet et al. 2011; Samiullah et al. 2013,;
Gross et al. 2015; Liu et al. 2016). También hay estudios que evallan el crecimiento de
Listeria en huevos cocidos (Fang & Huang, 2014) o en otros ovoproductos (Rivoal et al.
2013; Hwang et al. 2019). Sin embargo, hay pocos estudios que evallen el desarrollo de
patdgenos pertenecientes al género Staphylococcus en huevo u ovoproductos (Yang et al
2001; Sanchez et al. 2019).

2.5. Microorganismos modelo, cinética microbiana y microbiologia

predictiva
2.3.1. Microorganismos modelo

En el laboratorio en vez de trabajar con microorganismos patdgenos, resulta muy
frecuente el empleo de especies menos peligrosas que se comportan de manera similar al
patdgeno, consiguiéndose asi reducir los riesgos derivados del manejo de especies
patdgenas (Sinclair et al. 2012). Por ejemplo, hay numerosos estudios en la bibliografia
gue emplean Listeria innocua en lugar del patégeno en alimentos Listeria monocytogenes
(Noriega et al. 2008; Noriega et al. 2010). También hay investigaciones que emplean
cepas de E. coli no patégenas como microorganismo modelo de Salmonella en carnes
(Redemann et al. 2018) y en frutas (Danyluk et al. 2019) o el empleo de Clostridium
sporogenes como microorganismo modelo de Clostridium botulinum en mantequilla
(Taylor et al., 2013).
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El género Stapylococcus comprende a microorganismos anaerobios facultativos, es
decir, que pueden crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno. Son gram
positivos, comensales comunes y patdégenos oportunistas de humanos y animales y
ocasionalmente causan infecciones graves. En humanos se encuentras dos especies
principales: Staphylococcus epidermidis (microorganismo comensal en la piel y
membranas mucosas) y Staphylococcus aureus. (Mandigan et al., 2015). De forma
concreta, S. aureus puede causar un gran abanico de infecciones, desde afecciones
superficiales en la piel hasta enfermedades invasivas y potencialmente mortales. Su
patogenicidad viene dada por su capacidad para producir toxinas, por su invasividad y su
resistencia a antibioticos. Esta bacteria puede contaminar los alimentos durante la
preparacion y el procesado de estos. Ademas, es capaz de crecer en condiciones extremas
(temperatura hasta 48 °C; pH 4,2 a 9,3; NaCl hasta 15%), lo cual facilita que pueda estar
presente en numerosos productos alimentarios, como en carnes, ovoproductos, asi como
en otros alimentos de consumo diario (Hennekinne et al. 2012; Kadariya et al. 2014). De
la misma forma que se emplea L. innocua como organismo modelo de L. monocyogenes,
se puede estudiar el comportamiento de S. warneri en productos alimentarios en vez
utilizar S. aureus. S. warneri es un patdgeno oportunista que ha sido aislado de huevos y
que tiene menor capacidad para causar enfermedad que S. aureus, y presenta ademas un
comportamiento similar. De hecho, recientemente se ha empleado S. warneri como
microorganismo modelo para estudiar el comportamiento de S. aureus en ovoproductos
(Sanchez et al. 2019).

2.3.2. Cinética microbiana

La cinética microbiana comprende cuatro fases de crecimiento: lag o latencia,
exponencial o logaritmica, estacionaria y muerte. El nimero de microrganismos se
cuantifica como el nimero de unidades formadoras de colonias por mililitro o gramo
(UFC/ml 0 UFC/qg) y estas se representan en escala logaritmica frente al tiempo (Doyle
& Beuchat 2007; Mandigan et al., 2015). Estas cuatro fases, que se detallaran a

continuacion, se representan en la Figura 4.
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Fases de crecimiento

Lag  Exponencial Estacionaria Muerte

Logude UFC/g o UFC/ml

Tiempo

Figura 4. Cinética microbiana donde se representan las UFC/g o UFC/ml en escala logaritmica frente al
tiempo. Se representan la fase lag, exponencial, estacionaria y de muerte. Modificado de Mandigan et al.
(2015).

- Fase lag

Cuando un microorganismo se inocula en medio fresco, el crecimiento comienza
tras un periodo de tiempo, méas o menos extenso, denominado fase lag o de latencia. La
duracion de esta fase depende del tipo de indculo, del medio al que se transfiere y del tipo

de microorganismo (Mandigan et al., 2015).
- Fase exponencial

Durante la fase exponencial, la poblacion de células se duplica en intervalos de
tiempo regulares por un corto o largo periodo de tiempo, ya que depende, entre otros
factores, de la disponibilidad de recursos en el medio. Es en esta fase, sobre la que se
basan estudios sobre microbiologia alimentaria, permite el uso de ecuaciones cinéticas de
primer orden para describir las caracteristicas de este crecimiento exponencial. La tasa de
crecimiento es muy variable en funcion de las condiciones ambientales (temperatura,
composicion del medio, etc.), asi como de las caracteristicas propias del microorganismo
(Thompson et al. 2013; Mandigan et al., 2015).
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- Fase estacionaria y de muerte

En la fase estacionaria no hay un incremento o descenso neto en el nimero de
células y, por lo tanto, la tasa de crecimiento de la poblacion es cero. Sin embargo, el
metabolismo energético y los procesos de biosintesis en esta fase continGan, pero a una
tasa mucho més baja que en la fase exponencial. Segin avance el tiempo la poblacién
microbiana entrara en fase de muerte, con una tasa de muerte que ocurrird de forma
exponencial. Sin embargo, la tasa de muerte de las células es mucho mas lenta que el

crecimiento observado en la fase exponencial (Mandigan et al., 2015).
2.3.3. Microbiologia predictiva

La microbiologia predictiva es una herramienta que permite evaluar a potenciales
microorganismos patdgenos en un determinado medio, asi como los factores que regulan
el crecimiento microbiano. Esto es Util para controlar la posible aparicién de eventos

indeseables de contaminacidon microbiana en los alimentos (Noriega et al. 2008).

La mayoria de los modelos predictivos disponibles para el crecimiento microbiano
estan basados en datos experimentales sobre medio liquido en el laboratorio (Dos Santos,
2007; Theys et al. 2008; Aspridou et al. 2014). Por lo tanto, no consideran el efecto que
tendria la difusion de nutrientes, de oxigeno y productos metabdlicos, asi como las
restricciones mecanicas que los microorganismos podrian experimentar debido a la
microestructura de un sustrato. Esto limita la habilidad de cualquier modelo predictivo de
crecimiento microbiano para predecir adecuadamente la seguridad y calidad de alimentos
solidos. Un fallo en los modelos predictivos podria conducir a perjuicios tanto en salud y
seguridad como econdémicos (Theys et al. 2008; Noriega et al. 2008; Aspridou et al.
2014).

Los modelos predictivos microbioldgicos pueden dividirse en modelos cinéticos y
modelos de probabilidad. Los primeros calculan la vida microbioldgica de los alimentos,
es decir, el periodo de tiempo durante el cual el nimero de microorganismos en el
alimento se encuentra por debajo de un determinado valor. Los modelos de probabilidad
determinan si el microorganismo puede crecer e identifica que condiciones de
almacenamiento del alimento conllevan a una baja o nula probabilidad de crecimiento.

Ambos modelos suelen estar estrechamente relacionados porque la probabilidad de
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detectar el crecimiento de un microorganismo en un determinado periodo de tiempo

depende de su cinética microbiana (Dos Santos, 2007).

2.4. Reologia y textura de los alimentos

Los estudios reologicos de los alimentos tienen un papel importante no solo en el
control de la calidad, sino en determinar en muchos casos la aceptacion de estos por parte
del consumidor. Ademas, permiten predecir los a menudo complejos cambios que puede
sufrir la estructura de un alimento durante los procesos de acondicionamiento y
elaboracion de un determinado producto (Gallegos & Franco, 1999; Day & Golding,
2016; Joyner, 2018).

2.4.1. Reologia de los alimentos

La reologia es una rama de la fisica que estudia la ciencia de la deformacion y flujo
de la materia. Es, por tanto, el estudio de la manera en la cual los materiales (fluido, solido
0 gas) responden a un estrés o esfuerzo aplicado (Steffee 1996; Schramm 2004). Existen
numerosas areas donde se aplican analisis reoldgicos a la industria alimentaria, como es
la determinacidn de la funcionalidad de un ingrediente en el desarrollo de un producto o

en la evaluacion de su calidad, entre otros (Steffee 1996).

Los solidos ideales se deforman elasticamente, esto es que la energia requerida para
la deformacidn se recupera cuando el estrés es eliminado. Los fluidos ideales deforman
irreversiblemente, es decir, fluyen y la energia requerida para la deformacion se disipa en
el fluido en forma de calor sin recuperarse tras eliminar el estrés aplicado. Los s6lidos y
los fluidos reales no presentan estas caracteristicas ideales, sino que tienen propiedades
intermedias (Steffee 1996; Schramm 2004).

La viscosidad es una propiedad importante de los fluidos alimentarios, ya que tiene
numerosas implicaciones en la tecnologia alimentaria, como es el desarrollo de procesos
alimentarios, el control de productos y la evaluacion de la calidad de estos, asi como para
entender la estructura de un alimento (Arana 2012). La viscosidad se define como la
resistencia interna de un fluido cuando se le aplica un esfuerzo. En funcién del modo de
fluir, los fluidos se clasifican en dos grupos principales: newtonianos y no newtonianos.

En los primeros la viscosidad es constante, independiente del esfuerzo aplicado y la
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relacién entre la velocidad de deformacion y el esfuerzo es lineal. En los fluidos no
newtonianos la viscosidad varia en funcion del esfuerzo, el tiempo y la relacion entre el
esfuerzo y la velocidad de deformacion no es constante (Steffee 1996). Los fluidos no

newtonianos se pueden clasificar segun la Figura 5.

— Herchel-Bulkey (pasta de pescado)

— Plastico Bingham (salsa de tomate)

— Pseudoplastico (compota de manzana)
— Dilatante (miel)

Independientes del tiempo =

Fluidos no newtonianos - Dependientes del tiempo 4 TlXDtI:Op_lCOS
— Reopecticos
— Maxwell
Viscoeldsticos — Burgers
— EKelvin

Figura 5. Clasificacion de los fluidos no newtonianos. Modificado de Steffee (1996).

De forma general para describir el comportamiento de los fluidos no newtonianos,
se utiliza el modelo de Herchel-Bulkley, que es apropiado para muchos fluidos

alimentarios:
c=K@)"+ g,

Donde o es el esfuerzo cortante aplicado, K es el coeficiente de consistencia, y es
la velocidad de deformacion, n es el indice de comportamiento del fluido y o, es el
minimo esfuerzo necesario para iniciar el movimiento del fluido (limite de fluencia o
esfuerzo umbral). Por lo tanto, obteniendo a partir de datos experimentales el valor de
dichas variables se puede determinar el tipo de fluido del que se trata (Steffee 1996).

Los ensayos para estudiar el comportamiento de una muestra desde un punto de
vista reoldgico pueden ser de dos tipos: estacionarios y oscilatorios. En los ensayos
estacionarios el esfuerzo o la velocidad de deformacion se aplica de manera constante.
Sin embargo, en los dinamicos u oscilatorios se caracterizan porque el esfuerzo o la
velocidad de deformacidn se aplican de manera oscilatoria a una determinada frecuencia
(Steffee 1996).
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Los ensayos dinamicos se utilizan para caracterizar sustancias viscoelasticas. De
forma concreta, los fluidos viscoelasticos son sustancias que tiene comportamiento tanto
elastico como viscoso. Este tipo de fluidos se pueden caracterizar determinando el médulo
complejo (G*), el elastico (G°) y el viscoso (G ). EI médulo G* representa la resistencia
de una sustancia a una deformacion aplicada; el modulo G’ representa la parte del
esfuerzo de deformacion aplicado que se almacena temporalmente y luego se recupera;
el mddulo G’ representa el esfuerzo de deformacién aplicado que no se recupera,
perdiéndose en forma de calor. Para determinar estos tres parametros se pueden hacer
ensayos de viscoelasticidad, donde se debe trabajar en la zona lineal viscoelastica, que es
aquella region en que el médulo G* es constante (Steffee 1996).

Uno de los ensayos estacionarios mas comunes es la curva de flujo donde la
correlacion entre el esfuerzo cortante y la velocidad de deformacién definen el tipo de
flujo de un liquido, representandose el esfuerzo cortante en el eje de las ordenadas y la
velocidad de deformacion en el de abscisas. Por otra parte, dentro de los ensayos
oscilatorios, los barridos de frecuencia y de temperatura se emplean habitualmente para
caracterizar muestras viscoelasticas. El barrido de temperatura se lleva a cabo
incrementando o reduciendo la temperatura a una determinada velocidad, siendo la
frecuencia y el esfuerzo aplicado constantes. Este ensayo es de gran importancia en el
estudio del proceso de gelificacion de diferentes productos, ya que permite determinar el
punto de coagulacion en funcion de la evolucion de los médulos G’y G . El barrido de
frecuencia aporta informacion relacionada con las caracteristicas estructurales de la
sustancia analizada. Este ensayo se realiza aplicando un esfuerzo cortante constante a
temperatura también constante, partiendo de una frecuencia inicial que se va

incrementando progresivamente hasta alcanzar una frecuencia final (Steffee 1996).

Los reémetros son los instrumentos usados para el analisis de las propiedades de
los alimentos, como aquellas implicadas en la calidad. Aunque hay distintos tipos
(redbmetros oscilatorios, rotacionales, elongacionales, capilares y reoscépicos), los
redmetros rotacionales se usan con diferentes instrumentos (como, por ejemplo, platos
paralelos o cilindros concéntricos) que permiten adecuarse a las heterogéneas condiciones

que pueden presentar los alimentos (Steffee 1996).
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2.4.2. Textura de los alimentos

La textura de los alimentos se pude definir como la sensacion derivada del
comportamiento reoldgico de un alimento durante la masticacion y la deglucion (Steffee
1996). Es un atributo muy importante para la aceptacion de un producto por el
consumidor, asi como para evaluar la calidad de un alimento (Tunick 2011; Day &
Golding, 2016).

Los parametros que definen la textura son dificiles de determinar debido a su
caracter frecuentemente subjetivo, ya que es funcion de la percepcion por los sentidos.
Entre los principales parametros que definen la textura se encuentran la dureza,
cohesividad, viscosidad, elasticidad, adhesividad, fracturabilidad, masticabilidad y
gomosidad (ver Tabla 2) (Steffee 1996; Szczesniak 2002; Tunick 2011).

Tabla 2. Propiedades primarias que definen la textura. Modificado de Szczesniak (2002).

Propiedad Caracteristicas fisicas Caracteristicas sensoriales

Fuerza que se necesita para | Fuerza requerida para comprimir
Dureza alcanzar una  deformacion | una sustancia entre los dientes o la

determinada. lengua y el paladar.

Alargamiento de un material que | Grado en que una sustancia se

Cohesividad | puede deformarse antes de | comprime entre los dientes antes

romperse. de romperse.
_ _ Velocidad de flujo por unidad de | Fuerza que se requiere para llevar
Viscosidad o
fuerza. un liquido de la cuchara a la lengua
Velocidad con la que un material | Grado en que un producto vuelve a
o deformado retorna a su estado | su estado inicial tras  ser
Elasticidad

inicial tras eliminar la fuerza | comprimido con los dientes.

aplicada.

Trabajo necesario para superar | Fuerza que se requiere para
las fuerzas atractivas entre la | eliminar el material que se adhiere
Adhesividad | superficie del alimento y la de | a la boca.

otros materiales en contacto con

este.
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Obtener informacion cuantitativa que describa la textura usando datos
instrumentales es muy complicado debido a que ningun instrumento puede reproducir
fielmente los sentidos humanos. Sin embargo, se combinan dos métodos para evaluar la
textura en los alimentos: sensoriales e instrumentales. Los métodos sensoriales utilizan
paneles de cata por expertos. Los métodos instrumentales, mas baratos y répidos,
permiten correlacionar atributos sensoriales criticos de los alimentos para la aceptacion
por parte de los consumidores. Por lo tanto, en los ensayos de textura no se realizan con
una unica prueba, sino que suelen ser combinacion de paneles de cata con ensayos
instrumentales (Steffee 1996).

Los texturémetros son los instrumentos empleados en el andlisis de la textura, cuya
funcién es la de simular los sentidos humanos para proporcionar informacion objetiva
sobre determinadas caracteristicas sensoriales de un alimento. Durante el ensayo, el
equipo somete a la muestra a un esfuerzo entre dos placas, donde una de ellas esta fija, y
mide el tiempo, la fuerza y la distancia. Esto permite obtener informacion sobre las

propiedades texturales primarias y secundarias de un alimento (Joyner, 2018).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Cepa bacteriana, condiciones de cultivo y toma de muestras

Todos los procedimientos que se describen a continuacion se llevaron a cabo bajo
condiciones de esterilidad, utilizando una cabina de flujo laminar (Telstar PVV-100) y un
autoclave modelo AES-75 (Raypa) para esterilizar el material.

3.1.1. Cepa bacteriana

Los ensayos fueron realizados con la cepa comercial de Staphylococcus warneri
(CECT 236), suministrada por la Coleccién Espafiola de Cultivo Tipo (CECT), empleado

como microorganismo modelo de S. aureus.
3.1.2. Condiciones de cultivo

El microorganismo S. warneri fue primeramente cultivado en medio liquido como
preindculo durante un dia, a 37°C y 250 rpm, para posteriormente inocularlo en geles de
yema de huevo/x-carragenato. Ademas, para mantener el microorganismo activo se
hicieron resiembras en placas de medio Nutrient Broth (NB) (Biokar) aproximadamente
cada 15 dias.

- Preparacion del preinéculo

El medio liquido empleado en el preindculo se elabord diluyendo yema al 10% (v/v)
en agua destilada al que se inocul6 S. warneri. Para ello, se cogieron huevos frescos
(categoria A, clase L y peso entre 60 y 73g) adquiridos en un comercio local y se les pasé
etanol por la superficie para eliminar cualquier posible contaminacion. Después, con un
separador de yemas, se elimind la clara y con unas pinzas se perfor6 la yema para verter
su contenido en un vaso, eliminando cuidadosamente la membrana vitelina. A
continuacion, se echo con una probeta 10 mL de yema de huevo y 90 mL de agua destilada
en un matraz Erlenmeyer de 500 mL (ver Figura 6). Tras homogenizar la disolucién
manualmente, se inocularon dos colonias de S. warneri a partir de placas de medio NB
con el asa de siembra previamente flameada en la Ilama. Tras la inoculacién se llevaron

los matraces a incubar a 37°C y 250 rpm durante un dia.
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Figura 6. Preindculo en matraz Erlenmeyer de 500mL con medio yema 10% (v/v) y S. warneri en una
concentracion de 107 UFC/ml tras ser incubado durante 1 dfa.

- Preparacion geles yema de huevo/k-carragenato

En la industria alimentaria el carragenato se usa en concentraciones entre 0.005%
y 3% en diferentes productos. En estas concentraciones, el carragenato estabiliza las
suspensiones y emulsiones, generando ademas una textura agradable para el consumidor
(CPKelco, 2001; Saha & Bhhattachharya, 2010). Por otro lado, la yema de huevo es un
ingrediente ampliamente usado en la industria alimentaria, debido fundamentalmente a
sus caracteristicas organolépticas y a su capacidad emulsificante, coagulante y gelificante
(Aguilar et al. 2017; Zhang et al. 2019). Por tanto, el alimento modelo ensayado se
elaboré combinando yema de huevo y diferentes concentraciones de «k-carragenato
(Sigma-Aldrich). Las concentraciones de empleadas se encontraron dentro del intervalo
antes mencionado. Ademas, el k-carragenato ofrece Unicamente restricciones mecanicas
al microorganismo, ya gque Staphylococcus no tiene capacidad para degradarlo (Chauhan
& Saxena, 2016).

Concretamente, se prepararon ocho geles de yema de huevo/x-carragenato
manteniendo la concentracion de yema de huevo al 10% (v/v) y variando la concentracion
de x-carragenato, para alterar asi la estructura de los geles sin modificar su composicién
nutritiva. Las concentraciones de k-carragenato ensayadas fueron de 0%, 0.5%, 0.75%,
1%, 1.25%, 1.5%, 1.75% y 2% (p/v). Sin embargo, la concentracion del 0.5% fue
descartada debido a que la baja concentracion del polimero no hizo posible que se formase
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un gel, originando ademas una muestra heterogénea en la que se aprecian diferentes fases
(ver Figura 7). ElI medio del 0% no forma un gel, pero se empled como control para
comparar el crecimiento del microorganismo en medio liquido respecto al sélido. El

medio de yema se preparé de la misma forma a la descrita para el preindculo.

Figura 7. Tubo Falcon con medio yema de huevo/ k-carragenato al 0.5% (p/v)

El gel del 0% se prepard cogiendo un volumen de 400 mL de medio de yema al
10% (v/v) al que se le afiadieron 40 mL de preindculo. Desde 0.5% a 1.25% (p/v) se
prepard un concentrado de k-carragenato en 200 mL (calculando la concentracion de -
carragenato correspondiente para obtener una concentracion final de 0.5%, 0.75%, 1%y
1.25% (p/v)) que se autoclavé y atemperd a unos 40°C, después se le afiadieron 200 mL
de yema al 10% (v/v) y 40 mL de preindculo. A partir de 1.25% (p/v), debido a las altas
concentraciones de k-carragenato, para evitar su gelificacion antes de mezclarlo con la
yema, se preparo el concentrado sobre un volumen mayor, 360 mL, al que se le afiadieron
directamente los 40 mL de yema y 40 mL de in6culo. Aunque los procedimientos de
preparacion de los geles presentaron ligeras variaciones dependiendo de la concentracion

final de k-carragenato, el volumen final ensayado siempre fue de 440 mL.

Tras afadir el inoculo y la yema a la disolucion de «x-carragenato, se agito
vigorosamente a fin de homogenizar bien mezcla que se distribuyo en tubos Falcon
estériles de 11.5 cm de longitud, 3.3 cm de diametro y 50 mL de capacidad (30 mL en
cada tubo) (ver Figura 8). Por ultimo, se llevaron a incubar en condiciones estaticas a 25

°C con el objetivo de simular la temperatura ambiente.
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Figura 8. Tubos Falcon con medio yema de huevo/x-carragenato al 2% (p/v)

3.1.3. Toma de muestras

El recuento del microorganismo se realizo a los tiempos 0, 3, 7, 14, 20, 24, 48y 72
horas. Para ello, se cogi6 con una cuchara estéril lo mas exactamente posible un gramo
de gel procedente de los tubos Falcon previamente preparados y se eché en una bolsa de
Stomacher. Después se le echaron 9 mL de una solucion de NaCl al 0.7% (p/v) y se
homogenizo la mezcla en el Stomacher durante 2 minutos. Se analizaron dos tubos Falcon
a cada uno de los tiempos indicados y para cada uno de los tubos se realizaron diluciones
seriadas en placa (NB), haciendo triplicados en aquella dilucién 6ptima para hacer el

recuento del microorganismo.
3.2. Reometria

Los ensayos de reometria que se describen a continuacién fueron realizados en el
redbmetro rotacional HAAKE MARS Il (ThermoFisher Scientific) (ver Figura 9),
empleando platos serrados PP35 con 1 mm de espacio entre ambos. Ademas, los analisis
fueron realizados a cada muestra en el orden que se describe a continuacion: curva de
flujo, ensayo de coagulacion y barrido de frecuencia. Entre cada uno de los ensayos, asi
como tras colocar la muestra en el equipo, transcurrieron al menos 20 min de espera para
gue la muestra se recuperase de las tensiones sufridas. Todos los anélisis fueron realizados

al menos por duplicado.
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Figura 9. Redmetro HAAKE MARSS Il (ThermoFisher Scientific) empleado en los ensayos de reometria.

- Curvade flujo y viscosidad

La temperatura de la placa se fijo a 45 °C para evitar la coagulacion de los geles
durante el ensayo. Se realiz6 el analisis incrementando la velocidad de deformacion desde
0.01 s* hasta 100 s en 300 segundos.

- Barrido de temperatura

El ensayo de coagulacion del gel se realizé a una frecuencia constante de 1 Hz y un
esfuerzo cortante constante de 1 Pa. El barrido de temperaturas se hizo desde 45°C a 25

°C durante 600 segundos.
- Barrido de frecuencia

Una vez coagulado el gel, el barrido de frecuencia se realiz6 a una temperatura
constante de 25°C y un esfuerzo cortante constante de 1 Pa. El barrido de frecuencias se
hizo desde 0.01 rad/s hasta 500 rad/s.

Los datos obtenidos en el barrido de frecuencia permitieron calcular el coeficiente
de proporcionalidad (A) y el nimero de coordinacion (z). EI primero esta relacionado con
la fuerza de interaccion entre las unidades reologicas que componen el gel, mientras que

el segundo refleja las unidades reoldgicas relacionadas con otras en dicha red
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1
tridimensional. Estos parametros se relacionan segun la ecuacion G* = A - vz , donde G*
es el mdédulo complejo en Pa y v la frecuencia en Hz (Gabrielle et al., 2001; Mancini et
al. 2002).

3.3. Texturometria

El ensayo de textura se realizdé en TA XTplus (Stable Micro Systems) (ver Figura
10) con una sonda Cylinder Probe (P/0.5R) en jarras “Bloom”. Se midié la fuerza
“Bloom” de los geles de acuerdo con el estdndar internacional 1ISO 9665 Adhesives-
Animal glues-Methods of sampling and testing. La altura de la sonda se calibr6 a 30 mm

y la profundidad de penetracion en el gel fue de 4 mm.

Figura 10. Texturdmetro TA XTplus (Stable Micro Systems) con sonda Cylinder Probe (P/0.5R) empleado
en los ensayos de texturometria.

Las muestras fueron preparadas haciendo los distintos tipos de geles de yema de
huevo/x- carragenato de la misma forma a la descrita en el apartado 3.1.2. Una vez hecho
el gel y atemperado a 45°C se llenaron cuatro jarras “Bloom” a una altura de 2 cm (ver
Figura 11) y se llevaron a incubar aproximadamente 1 hora en una estufa a 26 °C para su
gelificacién. Trascurrido ese tiempo, el gel, ya sélido, se midi6 en el texturometro. Se

realizaron al menos cuatro medidas de cada gel.
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Figura 11. Jarras Bloom con gel de yema de huevo/x-carragenato al 1% (p/v)

En este ensayo, se obtiene una gréafica en la que se representa la fuerza en gramos
en el eje de ordenadas frente al tiempo en segundos en el eje de abscisas. EI punto maximo

se corresponde con la dureza del gel (fuerza “Bloom™) y el minimo con la pegajosidad.

3.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras se analizaron en el microscopio electronico de barrido modelo JEOL-

6610LV (ver Figura 12).

Figura 12. Microscopio electronico de barrido JEOL-6610LV empleado en el ensayo de microscopia.

Se prepararon geles a las concentraciones de 1%, 1.25%, 1.5% y 1.75% (p/v) de
igual manera a la descrita en el apartado 3.1.2 y se incubaron a 25 °C durante 24 horas.
No se prepararon concentraciones de 0.75% y 0% porque en el primer caso el gel era
demasiado débil y no permitia realizar el protocolo de preparacion necesario para

observar las muestras al SEM y en el segundo caso porque el medio es liquido. Se tomaron
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muestras de los indculos empleados, asi como de los geles a las 0 y 24 horas a fin de
determinar las UFC presentes tanto en el indculo, como en la muestra que se iba a llevar
al microscopio. Una vez transcurridas 24 horas se cortaron con un cater fragmentos
rectangulares de cada gel y se introdujeron en un tubo Falcon con una solucién de tampon
fosfato 25 mM (VWR) y glutaraldehido (Panreac) al 3% (v/v). Se dejaron en dicha
solucion durante una noche. Tras ese tiempo se realizaron tres lavados con el tampon
fosfato para eliminar el glutaraldehido, trascurriendo 15 minutos entre cada lavado.
Posteriormente se deshidrataron las muestras afiadiendo de forma sucesiva disoluciones
de etanol (Panreac) en agua al 20%, 40%, 60%, 80% y 100% (v/v), esperando 15 minutos
entre cada pase. Finalmente se pasaron sucesivamente las muestras deshidratas a
soluciones de acetona (Sigma-Aldrich) en etanol al 30%, 50%, 70%, 90% y 100% (V/v),
esperando 10 minutos entre cada pase. Los pases del 100% tanto para el etanol como para

la acetona se realizaron dos veces.

Una vez hecho esto, se procedié al secado de las muestras empleando CO:
supercritico (Critical Point Dryer Balzers CPD 030, Polaron). Una vez secas, se montaron
sobre soportes de aluminio con cinta de carbon adhesiva de doble cara y se bombardearon
con oro en un evaporador al vacio (Sputtering Balzers SCD 004).

Se repitid todo el procedimiento de preparado de muestras, pero sin inocular al
microorganismo a fin de observar la microestructura de las muestras en presencia y
ausencia de Staphylococcus. Para ello se prepararon las concentraciones de k-carragenato
de 1%, 1.25%, 1.5% y 1.75% Yy «k-carragenato diluido en agua destilada al 1.5% (p/v)

(para tener referencia del gel formado por el k-carragenato por separado).

Por lo tanto, se realizaron fotos de geles de yema de huevo/k-carragenato al 1%,
1.25%, 1.5% y 1.75% en presencia y ausencia de S.warneri, asi como de k-carragenato

al 1.5% en agua destilada.
3.5. Medida del pH

El pH es un parametro importante tanto en la viabilidad celular de S. warneri como
en la estructura de los geles. Por ello, se midié el pH de todos los geles ensayados, asi

como del preinoculo, con un pH-metro (Crison BASIC 20).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion del alimento modelo
4.1.1. Ensayos de reometria

La caracterizacion reoldgica de los geles de yema de huevo/k-carragenato, asi como
del medio sin k-carragenato, se realizé mediante tres pruebas: curva de flujo, barrido de
temperaturas y barrido de frecuencias. Las condiciones de los ensayos se detallan en el

apartado 3.2. Los resultados obtenidos para cada prueba se comentan a continuacion.
4.1.1.1. Curva de flujo

La curva de flujo permitié determinar qué tipo de fluido se trata, asi como comparar
el efecto de la concentracion de k-carragenato en los geles. Se obtuvo una curva de flujo
en la que se representa el esfuerzo (o) frente la velocidad de deformacion (y) y otra curva
de viscosidad en que se representa la viscosidad (n) frente a la velocidad de deformacién
(¥). Los resultados obtenidos de la curva de flujo y de viscosidad para todos los medios

ensayados se muestran en la Figura 13 y Figura 14 respectivamente.

Las muestras que contienen k-carragenato muestran un comportamiento claramente
pseudoplastico, donde la viscosidad disminuye al incrementarse la velocidad de
deformacion. Esta caracteristica coincide con la informacion encontrada en la
bibliografia, ya que este comportamiento es tipico de muchos hidrocoloides, incluyendo
el carragenato (CPKelco, 2001). Ademas, se observa que a medida que se incrementa la
concentracion de k-carragenato los valores de o y de n también lo hacen, observandose

un aumento mayor a partir del gel de yema de huevo/x-carragenato al 1.25% (p/v).
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Figura 13. Curva de flujo para los geles yema de huevo/x-carragenato. Los datos se corresponden con el
valor medio de dos medidas.

500 -
400 -
—e— k-carragenato 0%
300 - ——k-carragenato 0.75%
0 K-carragenato 1%
£ ,00 | K-carragenato 1.25%
= ——K-carragenato 1.5%
——Kk-carragenato 1.75%
100 - N —e—K-carragenato 2%
N«q—_,—v—,—\,_ﬁ_v_ﬂ_
0 ‘\_ —— T T T T hd
0 20 40 60 80 100
Y ()

Figura 14. Curva de viscosidad para los geles de yema de huevo/x-carragenato. Los datos se corresponden
con el valor medio de dos medidas.

Para obtener mas informacidn sobre el tipo de fluido, los datos de la curva de flujo
se ajustaron al modelo Herchel-Bulkey, descrito en el apartado 2.4.1. A partir de este
modelo se obtienen los valores de n y K (Pa s") mostrados en la Tabla 3. Debe sefialarse

que, en todos los casos, excepto en la muestra liquida, el ajuste fue muy bueno (r>=0.999).
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Tabla 3. Datos de la n, K y ajuste de r? obtenidos para los seis geles de yema de huevo/x- carragenato segun
el modelo de Herchel-bulkey Los datos que se muestran se corresponden con los valores medios de dos
medidas.

K-carragenato (%o) n(-) K (Pas") r?
0 0.9609 + 0.1226 0.0011 + 0.0006 0.800
0.75 0.8202 + 0.0122 0.0697 + 0.0052 0.999
1 0.8570 + 0.0567 0.0611 + 0.0028 0.999
1.25 0.7626 + 0.0233 0.1578 + 0.0352 0.999
1.5 0.6884 + 0.0478 0.4975 +0.1216 0.999
1.75 0.6124 + 0.0478 0.9851 + 0.2798 0.999
2 0.6226 + 0.0089 1.14 +0.05 0.999

Cuando el fluido es pseudoplastico la n se encuentra entre 0 y 1, si es dilatante la n
es superior a 1y para los fluidos newtonianos la n es igual a 1. Por otro lado, el indice de
consistencia K es un pardmetro relacionado con la viscosidad de un fluido, de manera que
cuando mas alta sea la K, mas viscoso es el fluido (Steffee 1996). De este modo, en base
a los datos obtenidos del ajuste recogidos en la Tabla 3, se observa que K aumenta y que
la n disminuye a medida que se incrementa la concentracion de k-carragenato. Por lo
tanto, los valores de n indican que a mayor cantidad de k-carragenato, mayor es el caracter
pseudopléstico del sistema alimentario. De hecho, se ha observado una relacién lineal
(r>=0,9283) entre la n y la concentracién de k-carragenato (ver Figura 15). Los valores
crecientes de K indican que la viscosidad también se incrementa con la concentracién del

polimero, lo cual también se observa en la Figura 14.
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Figura 15. Relacion entre la n y la concentracion de k-carragenato de los geles de yema de huevo/x-
carragenato. Los datos de n que se muestran se corresponden con el valor medio de dos medidas.

4.1.1.2. Curva de coagulacion

La curva de coagulacion muestra como, mediante la evolucion del modulo elastico
(G") y viscoso (G*) en funcién del tiempo y la temperatura, una solucion pasa de un

estado de sol a estado de gel.

Los resultados obtenidos para las curvas de coagulacion de los seis geles y del
medio liquido se muestran en las Figura 16, Figura 17, Figura 18, Figura 19, Figura 20, Figura
21y Figura 22. Durante el enfriamiento de las muestras con k-carragenato, los valores de
los modulos G’ y G’ se van incrementando ligeramente debido a una pérdida de
movilidad de las moléculas que conforman la solucién. Se observa ademas que el médulo
G’ presenta inicialmente valores superiores a los de G, lo que indica que todas las
muestras a 45°C se encuentra en estado liquido (o de sol). Tras un periodo mas o menos
largo en el que los valores de ambos médulos permanecen aproximadamente constantes,
segun sigue disminuyendo la temperatura, tanto G’ como G’’ se incrementan
bruscamente, aumentando G’ mas rapidamente que G’’. Por lo tanto, en un determinado
punto G’ y G”’ se cruzan, pudiéndose obtener el valor de la temperatura de coagulacion
a partir de este punto. Por debajo de esta temperatura, G’ y G’ se contintan
incrementando y G’ presenta ahora valores superiores a los de G, lo cual indica que la
muestra se encuentra en estado de gel. Aunque este punto, en el que G’ es igual G, es
una buena estimacion del punto de coagulacion, existen también otras formas de
calcularlo segun se recoge en la bibliografia (Winter & Chambon 1986; Nufiez-Santiago
& Tecante, 2007; Aguilar et al., 2017; Yang et al., 2018).
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Como era de esperar, en el medio sin k-carragenato no se produce la formacion de
gel (no existe cruce entre ambos médulos y los valores de G’ siempre son superiores a
G’) (ver Figura 16). Los puntos de coagulacion de los geles analizados se encuentran
comprendidos entre los 34 y 44°C. Ademas, se encontr6 una relacion lineal positiva (r?=
0,9664) entre la concentracion de k-carragenato y la temperatura de coagulacion (ver
Figura 23). En otros estudios se ha visto que las soluciones con solo k-carragenato
presentan una temperatura de coagulacion inferior que si este se encuentra en presencia
de otros componentes, como otro polisacarido (Chen et al., 2019) o sacarosa (Yang et al.,
2018). De acuerdo con estos autores, en este trabajo se comprobd si la presencia de yema
contribuye a incrementar el punto de coagulacion en los geles analizados. Para ello, se
realizo este ensayo para el gel con k-carragenato al 1% (p/v) sin yema y se observo una
temperatura de coagulacion inferior a aquel con yema (29,8 °C sin yema; 35,5°C con

yema).

Segun plantean, Chen et al. (2019) y Yang et al. (2018), la presencia de otras
moléculas, como la sacarosa u otro polimero, lo que hacen es favorecer la formacién de
una red mas fuerte y la union de las cadenas de k-carragenato cuando se encuentran en
disolucion. En el caso de la presencia de otro polimero podria ocurrir porque este ejerceria
un efecto mecanico que haria que las moléculas de k-carragenato estuviesen mas juntas,
favoreciendo que se unieran entre ellas méas rapidamente en el proceso de enfriamiento
(Chen et al., 2019). En el caso de la sacarosa esto ocurriria mediante la exclusion de las
moléculas de agua unidas al k-carragenato al ser sustituidas por el disacarido cuando se
encuentran en disolucion, lo que favoreceria nuevamente esta mayor agregacion del

polimero incrementandose la temperatura de coagulacién (Yang et al., 2018).

Los resultados obtenidos con los geles de yema de huevo/x-carragenato indican que
la presencia de yema permite la formacién de un gel mas fuerte, al tiempo que favorece
la formacion de gel a una temperatura de coagulacion mayor para cada una de las
concentraciones de k-carragenato (ver Figura 23). Esta influencia de la yema en la
formacion del gel con k-carragenato también ha sido observada por Aguilar et al. (2017)
en un estudio similar. Esto podria estar relacionado con las interacciones electrostaticas
entre las proteinas de la yema y el x-carragenato, que haria que las moléculas del polimero
se encontrasen mas juntas, favoreciendo el incremento en la temperatura de coagulacion
observado. A pesar de que se sabe que el pH juega un papel fundamental en estas

interacciones (Aguilar et al., 2017; Le et al., 2017), en este caso no es un factor a
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considerar ya que el pH de todos los geles se encontraba entre 6 y 6.5 y el k-carraganeto

comienza a hidrolizar a pHs muy inferiores (en torno a 3.5) (Aguilar et al., 2017). Sin

embargo, todos estos procesos son complejos y no estan del todo claros, por lo que seria

interesante realizar mas estudios tanto para la yema, como para otros componentes que

formen gel con el k-carragenato.
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Figura 16. Curva de coagulacion para el medio sin k-carragenato. Los resultados obtenidos se corresponden

con valores medios de dos medidas.
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Figura 17. Curva de coagulacion para gel de yema de huevo/k-carragenato al 0.75% (p/v). Los resultados

obtenidos se corresponden con valores medios de dos medidas.
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Figura 18. Curva de coagulacion para gel de yema de huevo/x-carragenato al 1% (p/v). Los resultados
obtenidos se corresponden con valores medios de dos medidas.
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Figura 19. Curva de coagulacion para gel de yema de huevo/k-carragenato al 1.25% (p/v). Los resultados
obtenidos se corresponden con valores medios de dos medidas.
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Figura 20. Curva de coagulacién para gel de yema de huevo/x-carragenato al 1.5% (p/v). Los resultados
obtenidos se corresponden con valores medios de dos medidas.
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Figura 21. Curva de coagulacion para gel de yema de huevo/k-carragenato al 1,75% (p/v). Los resultados
obtenidos se corresponden con valores medios de dos medidas.

K-carragenato 2%
10000 -~ r 50
- 45
1000 - 40 O
< - 35 TU’
Q100 ~ - 30 5 ——G"
: r 25 ® G'
S
% 10 1 (20 g —— Temperatura
ot r15 £
11 - 10 2
5
01 T T T 0
0 200 400 600 800
Tiempo ()

Figura 22. Curva de coagulacion para gel de yema de huevo/x-carragenato al 2% (p/v). Los resultados
obtenidos se corresponden con valores medios de dos medidas.
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Figura 23. Ajuste lineal entre la temperatura de coagulacién y la concentracién de «-carragenato. Los
resultados obtenidos se corresponden con la media de dos medidas.
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4.1.1.3. Barrido de frecuencia

El barrido de frecuencia es un ensayo de gran utilidad ya que proporciona
informacidn sobre la estructura de un sistema alimentario. Se muestra en las Figura 24 y
Figura 25 la evolucién de los modulos G’y G al variar la frecuencia desde 0.6 a 60 rad/s.
En todos los casos, excepto para el medio sin k-carragenato, el moédulo G’ se encuentra
por encima de G, indicando un comportamiento predominantemente el&stico para todas
las matrices alimentarias, lo cual concuerda con los resultados de la curva de coagulacion
una vez se ha formado el gel. De acuerdo con otros estudios sobre geles compuestos por
K-carragenato sin aditivar (Ikeda & Nisinari, 2001; Nufiez-Santiago & Tecante, 2007),
mezclado con gelatina (Derkach et al., 2015) o con yema (Aguilar et al., 2011), en
general, el comportamiento de los modulos elastico y viscoso no depende de la frecuencia.
Sin embargo, puede observarse que en el caso de las muestras con concentraciones de K-
carragenato comprendidas entre 1.25 y 2%, el valor de G’ tiende a aumentar ligeramente
al incrementarse la frecuencia. Por el contrario, en el medio liquido (0% k-carragenato)
los valores de los modulos G’y G’ muestra una clara dependencia con respecto a la
frecuencia, ya que ambos se incrementan al aumentar la frecuencia. Asimismo, en este
caso, a valores de frecuencia por debajo de 5 rad/s, se observa que la muestra tiene un
comportamiento predominantemente viscoso, mientras que a valores por encima de esta
frecuencia la muestra es predominantemente elastica (ver Figura 24). Aungue hay que
tener en cuenta que a partir de la frecuencia 1.56 rad/s (linea roja, Figura 24) los valores

de ambos médulos son muy cercanos.
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Figura 24. Barrido de frecuencias para el medio sin k-carragenato. Los valores de frecuencia se representan
enrad/s, frenteaG" y G™" en Pa. Los valores se corresponden con medias de dos medidas. Linea roja marca
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Figura 25. Barrido de frecuencias para los seis geles de yema de huevo/k-carragenato. Los valores de
frecuencia se representan en rad/s, frente a G™ y G™" en Pa. Los valores se corresponden con medias de dos

medidas. kC=k-carragenato.
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Figura 26. Ajuste lineal entre el médulo eléstico G'y la concentracion de k-carragenato (%) para los seis
geles de yema de huevo/k-carragenato ensayados.

En la Figura 25 se observa que al incrementarse la concentracion de k-carragenato
también lo hacen los valores de los mddulos eléstico y viscoso. De hecho, se ha
encontrado una relacion lineal (r>=0.9241) entre la concentracion de k-carragenato y el
valor del médulo G’, que se mantiene para todo el rango de frecuencias ensayado (0.01 a
500 rad/s) (ver Figura 26), lo que indica que el polisacéarido contribuye a incrementar la
elasticidad del gel. Este resultado es consistente con otros estudios, donde se ha visto que
a partir de una determinada concentracion de gelatina se produce un aumento de G’
(Derkach et al., 2015) y también para concentraciones crecientes de k-carragenato sin

aditivar y mezclado con otro polisacéarido (goma garrofin) (Turquois et al., 1992).
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Figura 27. Representacion del médulo complejo frente a la frecuencia para los seis geles ensayados. La
region lineal, donde G* es constante, se encuentra entre las frecuencias 0.6 a 60 rad/s. kC=«-carragenato.

Tal y como se observa en la Figura 27, el médulo complejo (G*) muestra en todos

los casos un comportamiento lineal entre los valores de frecuencia de 0.6 y 60 rad/s. A

partir de esta zona lineal, donde el mddulo G* se mantiene constante, se calculé en todos

los sistemas ensayados el nimero de unidades reolégicas (z) y la fuerza de interaccién

1
entre ellas (A), en funcidon del ajuste de los datos a la ecuacién G* = A - vz , descrita en

el apartado 3.2 (Gabrielle et al., 2001). En todos los casos, incluyendo la matriz liquida

el ajuste fue bueno (r>0.90) (ver Figura 28, Figura 29, Figura 30, Figura 31, Figura 32, Figura

33y Figura 34).
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Figura 28. Gréfica con los ajustes de la ecuacion indicada en el texto para el medio sin k-carragenato.
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Figura 29. Gréafica con los ajustes de la ecuacion indicada en el texto para el medio con k-carragenato

0.75% (p/v).
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Figura 30. Gréfica con los ajustes de la ecuacion indicada en el texto para el medio con «-carragenato al

1% (p/v).
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Figura 31. Grafica con los ajustes de la ecuacion indicada en el texto para el medio con x-carragenato al
1.25% (p/v).
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Figura 32.Gréfica con los ajustes de la ecuacidn indicada en el texto para el medio con «-carragenato al
1.5% (p/v).
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Figura 33. Gréfica con los ajustes de la ecuacion indicada en el texto para el medio con k-carragenato
1.75% (p/v).
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Figura 34. Gréafica con los ajustes de la ecuacidn indicada en el texto para el medio con k-carragenato 2%
(p/v).

Tabla 4. Parametros A y z obtenidos del ajuste para barridos de frecuencia indicada en el texto. Se muestran
los valores medios con sus desviaciones estandar.

K-carragenato (%o) A (kPa) z(-) I
0 0.0005 + 0.00001 0.43+0.02 0.964
0.75 0.41+0.01 28.85 + 3.39 0.926
1 0.87 £ 0.09 45.08 + 5.56 0.913
1.25 2.27+£0.04 36.38 £ 13.12 0.904
1.5 3.27+£0.02 3242 £ 3.76 0.971
1.75 4.74 +0.38 27.58 +£2.83 0.981
2 4.18 +0.45 33.17 +£6.04 0.932

Los valores obtenidos de A y z para los distintos geles, asi como para medio liquido,
se recogen en la Tabla 4. Se observa que a medida que se incrementa la concentracion de
k-carragenato también lo hace el coeficiente de proporcionalidad (A), indicando que las
uniones entre los componentes del gel se hacen mas fuertes. Sin embargo, no se observa
ninguna tendencia en los valores del niUmero de coordinacion (z), siendo del mismo orden
de magnitud y oscilando entre 27 y 45, excepto para medio liquido que tiene valores
cercanos a cero. El incremento de A con la concentracion de k-carragenato podria deberse

a las interacciones entre las proteinas del huevo con el polisacéarido, que parecen alcanzar

50



un valor maximo para el gel yema de huevo/k-carragenato 1.75% (p/v). A esta
concentracion debido a la proporcion de yema y k-carragenato parece alcanzarse un
equilibrio entre las interacciones de ambos componentes, siendo la diferencia con
respecto al gel de 2% muy pequefia. Con el fin de determinar el efecto de la yema, se
calcularon los valores de A 'y z para el gel de k-carragenato al 1% (p/v) sin yema. Los
valores de Ay z obtenidos fueron mucho méas bajos en comparacion al mismo gel con
yema (A = 0.060 £ 0.012 kPa 'y z = 9.52 + 1.60; con yema Ver Tabla 4), lo que indica que
la yema favorece que se formen un mayor nimero de interacciones entre las unidades
reoldgicas, asi como maés fuertes. Asimismo, en el caso del medio liquido se observan
unos valores de A 'y z mucho més bajos que en medio sélido (ver Tabla4). Dada la ausencia
de k-carragenato y que la yema en este medio no coagula las uniones que se forman son

mucho menores, asi como mas débiles.

Por Gltimo, la tangente delta (tan 8) mide la contribucion relativa de los
componentes viscosos a las propiedades mecanicas de un material (tan 6=G"’/G"). Si la
tan o es igual a 1 significa que el material es tan el&stico como viscoso, si es superior a 1
se comporta predominantemente como un fluido mientras que si es inferior a 1 se
comporta fundamentalmente como un sélido. Asimismo, los geles que presentan valores
de tan & por debajo de 0.1 se denominan geles verdaderos, mientras que si estan por
encima se trata de geles mas “débiles” (lkeda & Nishinari, 2001; Apridou et al., 2014;
Diafiez et al., 2019). Estos geles “débiles” se caracterizan por un cambio en las uniones
de las moléculas que componen el gel cuando se somete a un determinado esfuerzo
durante un tiempo, lo que provoca una fluctuacion en el estado del gel (Diafiez et al.,
2019).

La tan 6 de los geles de yema de huevo/k-carragenato ensayados (ver Figura 35)
muestra que para concentraciones por encima de 1.25% predomina el componente
elastico en los geles (tan 6 <0.1), tratandose de geles verdaderos. Las concentraciones de
0.75 a 1.25%, donde la tan 6 es superior a 0.1, indica que se trata de geles con un caracter
“débil”. Esta disminucion de la tan 8 al aumentar la concentracion de k-carragenato se ha
visto en otro estudio que emplea yema y k-carragenato con distintas concentraciones
(Aguilar et al., 2011).

En los geles evaluados en este estudio, se observa que la tan 6 disminuye al

aumentar la concentracion de k-carragenato desde 0.75% hasta 1.75%, volviendo a
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aumentar ligeramente para el gel de 2% de k-carragenato (ver Figura 35). Esto parece
indicar que a 1.75% se alcanza un equilibrio entre las interacciones de proteinas de la
yema Y el polisacarido, lo que estd en concordancia con los valores obtenidos para el
parametro A (Tabla 4) donde el valor de mayor fuerza de interaccién entre las moléculas
que componen el gel coincide con dicha concentracién. Sin embargo, como se comento
anteriormente, se debe tener en cuenta que la diferencia observada con la concentracién

de 2% es pequefia.

0.3 1

0.25 A

0.15 A

tan &

0.1

0.05 A

0 T T T
0.5 1 15 2

K-carragenato (%o)

Figura 35. Relacion entre la tan 8 y la concentracion de k-carragenato (%). La linea roja marca el limite de
tan 6=0.1.

4.1.2. Ensayo de texturometria

El ensayo de textura realizado, descrito en el apartado 3.3, permitié obtener los
valores de la fuerza “Bloom” para los seis geles ensayados. Al medio sin k-carragenato
no se le analizo la textura porque es liquido. A partir de este ensayo se obtienen graficas
del tipo de la que se muestra como ejemplo en la Figura 36, donde el pico maximo de la
grafica se corresponde con el valor de la fuerza “Bloom” del gel. A partir de estas gréaficas
se calcularon los valores medios de la fuerza “Bloom” de los alimentos modelo
(realizadas al menos por cuadruplicado) junto con su desviacion estandar, recogidas en la

Tabla 5.
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Figura 36. Grafica obtenida del programa del texturdmetro utilizado en este estudio. Se representa la Fuerza

(g) frente al tiempo para cuatro muestras del gel de yema de huevo/k-carragenato al 1% (p/v).

Tabla 5. Valores medios junto con la desviacion estandar de la fuerza “Bloom” (g) para los seis geles de
yema de huevo/x-carragenato ensayados.

K-carragenato (%) Fuerza “Bloom” (Q)
0.75 17.5+15
1 141+04
1.25 529+ 11.7
1.5 93.9+135
1.75 103.8 +19.1
2 163.2+11.5

Los resultados obtenidos para la fuerza “Bloom” (ver Tabla 5) muestran que a
medida que se incrementa la concentracién de k-carragenato la fuerza “Bloom” aumenta.
Esto es debido a que a medida que se incrementa la concentracion del polimero el gel se
vuelve mas firme, lo que esta en concordancia con los valores de A obtenidos a partir de
los barridos de frecuencias, que indican que la fuerza de interaccién entre las moléculas
€s mayor para mayores concentraciones de k-carragenato. Este incremento de la firmeza

de geles de yema de huevo/x-carragenato al aumentar la concentracion de k-carragenato
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ha sido observado por Aguilar et al. (2017) en un trabajo previo. Por otra parte, Valverde
et al. (2016) obtuvieron valores de dureza mayores en geles con carragenato y yema a los

geles que Unicamente contenian carragenato.

4.1.3. Observacion microscopica (SEM)

La microestructura de los geles de yema de huevo/k-carragenato fue evaluada
mediante microscopia electronica de barrido, tal y como se describe en el apartado 3.4.

Los resultados se muestran en la Figura 37 Yy Figura 38.

Figura 37. Imagen al microscopio electrénico de barrido de las muestras de geles de yema de huevo/k-
carragenato al 1% (A), 1.25% (B), 1.5% (C) y 1.75% (D) tras ser incubados con S. warneri durante 24
horas. Se muestra detalle posible S. warneri para el gel A. Las cabezas de flecha blancas indican posibles
agrupaciones de proteina globular de yema de huevo y las rojas posibles células correspondientes a S.
warneri.
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16,000

Bum

Figura 38. Imagen al microscopio electronico de barrido de la superficie de geles de yema de huevo/k-
carragenato al 1% (A), 1.25% (B), 1.5% (C) y 1.75% (D) sin inocular a S. warneri. También se muestra
una imagen de k-carragenato al 1.5% sin yema (E) y sin inocular. Cabezas de flecha blancas sefialan
estructuras globulares correspondientes a la yema de huevo.
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En todos los geles se observa la presencia de unas estructuras esféricas de tamafio
variable. En un principio cabria pensar que las esferas con un diametro entre 1y 2 um se
corresponden con S. warneri. Sin embargo, segun se indica en otros trabajos, estas
estructuras también se pueden formar debido a las proteinas globulares presentes en la
yema de huevo (Aguilar et al., 2017; Laca et al., 2010; Valverde et al., 2016). Por esta
razén, se analizé la estructura de geles sin inocular a S. warneri, donde se observaron las

mismas estructuras globulares (ver Figura 38).

Se cree que estos agregados se forman debido a las interacciones electrostaticas que
tienen lugar entre las proteinas de la yema y el k-carragenato, que contribuirian al
atrapamiento de estos agregados proteicos en la red del polisacarido (Aguilar et al., 2017).
En el caso de aquellas particulas esféricas de tamafio superior a 2 um esta claro que se
corresponden con proteinas globulares de la yema, mientras que aquellas en torno a dicho
tamafio podrian corresponderse tanto con S. warneri como con yema. Por lo tanto, seria
necesario realizar pruebas complementarias para comprobar de que se trata en cada caso

particular.

Otro aspecto a tener en cuenta es que a medida que se incrementa la concentracion
de k-carragenato se observa que la matriz del polimero con la yema presenta un aspecto
mas ‘“compacto”, encontrandose grandes diferencias para la concentracion de «-
carragenato de 1.5% y 1.75% con respecto a las concentraciones inferiores. Esto
concuerda con los resultados obtenidos para la fuerza “Bloom” (ver apartado 4.1.2)
Ademas, se observan numerosas cavidades las cuales podrian secuestrar aire durante el
proceso de preparado del gel y contribuir a la disponibilidad de oxigeno para los
microorganismos indculados. Las posibles células se encuentran rodeadas por la matriz

de gel como se puede observar en la Figura 37. (A).
4.2. Crecimiento de Staphylococcus warneri

En un trabajo previo (Sanchez et al., 2019) en el que se estudio el desarrollo de S.
warneri en alimentos modelo preparados con clara y yema de huevo, asi como con el
huevo completo, se observo que el mayor crecimiento se obtenia en medio liquido de
yema a 25°C y 250 rpm, alcanzando concentracion al cabo de 24 horas del orden de 108
UFC/mL. Teniendo en cuenta el riesgo que suponen los alimentos que tienen yema para

el desarrollo de contaminacion microbiana, en el presente trabajo se analizd el
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crecimiento de S. warneri en seis geles empleados como alimento modelo y elaborados
con yema y k-carragenato, tal y como se describe en el apartado 3.2.1., e incubados a
temperatura ambiente (25°C). A partir de los resultados obtenidos de los recuentos en
placa para todas las muestras de yema de huevo/kx-carragenato se obtuvo una curva de

crecimiento del microorganismo en cada medio (ver Figura 39).

Cinética S. warneri
1.00E+08 A
e
® -carragenato 0%
o 2
: s ® i—carragenato 0.75%
1.00E+07 - ® k-carragenato 1%
2
&) K-carragenato 1.25%
LL
- ® -carragenato 1.5%
1.00E+06 ded k-carragenato 1.75%
@ -carragenato 2%
1.00E+05 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (h)

Figura 39. Curva de crecimiento de S. warneri donde se representan las UFC/g en escala logaritmica frente
al tiempo para los siete medios de yema de huevo/k-carragenato. Los datos se corresponden con valores
medios de triplicados. En linea discontinua se muestran los resultados del ajuste para los valores de ;.
recogidos en la Tabla 6.

La Figura 39 muestra que en todos los casos el microorganismo alcanza la fase
estacionaria a las 24 horas aproximadamente, donde se alcanza una concentracion celular
del orden de 107 UFC/g (UFC/mL en el caso del medio sin k-carragenato). En el estudio
de Sanchez et al., 2019 antes mencionado, S. warneri inoculado en medio liquido de yema
al 10% (v/v) alcanzaba una concentracion celular similar trascurridas unas 24 horas,
observandose presencia de fase lag. Sin embargo, como muestra la Figura 39, no hay fase
lag en ninguno de los sistemas ensayados. Esto probablemente sea debido a que, en este
trabajo, el preindculo se ha realizado en un medio con la misma composicion, por lo que
el microorganismo se encontraria ya totalmente adaptado, a diferencia de los resultados
obtenidos por Sanchez et al., 2019, donde el microorganismo era incubado a partir de un

medio distinto (Nutrient Broth). Como se puede observar, las diferencias entre medios,
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tanto en la velocidad de crecimiento del microorganismo como en la concentracién

méaxima alcanzada, son pequefias.

Con el fin de poder comparar las curvas de crecimiento de una manera cuantitativa

se obtuvieron los valores de la velocidad de crecimiento méxima especifica. Para ello, la
.. . . , ., . - . dx
fase de crecimiento exponencial se ajusto a una ecuacion cinética de primer orden: e

Umax - X, donde X se corresponde con el nimero de células en UFC/g (UFC/mL en el
caso del medio sin k-carragenato) Yy pumqx €S la tasa de crecimiento maximo especifico
del microorganismo. Tras integrar la ecuacion cinética anterior se obtiene la
expresion: InX = InXy + Uy - t, donde Xo Se corresponde con el numero de células en
UFC/g (0 UFC/mL) en el tiempo inicial. Al representar el InX frente al tiempo (t) se
obtiene una recta cuya pendiente se corresponde con ., 4, Y la ordenada en el origen con
el InXo. En la Figura 40 se muestra como ejemplo esta recta en el ajuste realizado para el
gel yema de huevo/k-carragenato al 1% (p/v), que se realizé de la misma forma para todos
los geles, asi como para el medio liquido. De esta manera se obtuvieron los valores de

Umasx T€COQIdOS en la Tabla 6. En la Figura 39 se muestran las rectas de ajuste.

K-carragenato 1%
18 -~ .
o I— R
14 1 e R
oW
> 12 y = 0,1669x + 13,018
8 10 - s
2 8-
£ 5.
4 -
2
0 . | | | I
° 5 10 s - )

Figura 40. Representacion de In (UFC/g) frente al tiempo para el gel de yema de huevo/x-carragenato del
1% (p/v) segln el ajuste de la ecuacion de primer orden indicada en el texto. Los datos de recuento UFC/g
son medias de triplicados en la fase exponencial de crecimiento.
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Tabla 6. Datos de umax Obtenidos a partir del ajuste de los datos de crecimiento en la fase exponencial a la
ecuacion cinética de primer orden indicada en el texto.

K-carragenato (%) Hmax (1) r?
0 0.1320 0.901
0.75 0.1712 0.905
1 0.1669 0.958
1.25 0.1601 0.935
15 0.1519 0.981
1.75 0.1501 0.981
2 0.1440 0.913

Aunque como era de esperar, los valores obtenidos de f,,., Son todos del mismo
orden sin que existan grandes diferencias, se puede realizar algunas observaciones. En
primer lugar, se puede ver que la presencia del k-carragenato mejora el crecimiento de S.
warneri, ya que en todos 10s casos p,q, €S mayor en medio sélido que en liquido.
Sanchez et al. 2019 describio valores de p,,,4, €n medio liquido de huevo superiores a los
obtenidos en medio s6lido para una temperatura de incubacion similar, si bien hay que
destacar que se trataba de un medio sélido que simulaba una tortilla de patatas muy
distinto al gel aqui analizado. De la misma forma, Aspridou et al., 2014 encontré que
Listeria monocytogenes crecia mejor en medio liquido que en geles de gelatina y alginato.
Asimismo, Verheyen et al. (2018) encontrd para el mismo microorganismo un mayor
crecimiento en medio liquido que en geles (un gel acuoso y emulsion de gel). Sin
embargo, cabe destacar que este mismo autor observo un crecimiento mayor de L.
monocitogenes en un medio suplementado con goma de Xanthana que en medio liquido.
Sin embargo, el crecimiento en cada sistema a 4°C era similar. Las razones que da este
autor para estas diferencias son la diferente disponibilidad de oxigeno en cada sistema,
ya que la incubacion se hizo en condiciones estaticas en ambos casos. Las diferencias
observadas en el presente trabajo entre los valores de p,, 4, obtenidos para medio liquido
y solido podrian deberse a que, durante el proceso de preparacion del gel, se agita con
fuerza la disolucién para mezclar los componentes, lo que favorece la entrada de aire en
el interior. Como tras agitar la mezcla ésta se solidifica rapido, podria ocurrir que el aire

quedase secuestrado en el interior del gel, lo que se confirma por la presencia de cavidades
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en la estructura observadas por SEM (apartado 4.1.3). De esta forma, el microorganismo
tendria mayor disponibilidad de oxigeno en los sistemas con presencia de k-carragenato
que en medio liquido, ya que, al ser incubado en reposo, los componentes de la yema se
separan en fases; observandose claramente una fase superior de naturaleza lipoproteica
que dificultaria la difusion de oxigeno desde la superficie a las capas inferiores del
sistema. S. warneri es un microorganismo aerobio facultativo que crece mejor en
presencia de oxigeno (Sanchez et al. 2019), por lo que la escasa disponibilidad de oxigeno
en el medio liquido podria explicar la menor tasa de crecimiento especifico observada.
En estudios anteriores (Hooijmans et al. 1990, Noriega et al. 2008, Verheyen et al. 2018),
se destaco la importancia de la difusion de oxigeno y nutrientes en sistemas sélidos y su
relacién con el crecimiento microbiano. Concretamente, Hooijmans et al. (1990) evalud
los perfiles de oxigeno a lo largo de dos geometrias diferentes de geles de k-carragenato
y como esto influia en la w,,4, de E. coli. Lo que vio es que se producia una difusion de
oxigeno desde la superficie del gel hacia el interior y, a medida que avanzaba el tiempo,
la profundidad a la que llegaba el oxigeno en el gel disminuia hasta alcanzar los 100 um
de profundidad, donde se estabilizaba. Segun el autor, el establecimiento de estos perfiles
de oxigeno se relacionaba con el crecimiento E. coli. Ademas, recalcé influencia de la

geometria y concentracidn del gel en esta difusion del oxigeno.

La siguiente observacion que se puede extraer de los valores de p,,,,, recogidos en
la Tabla 6 es que existe un ligero descenso en la velocidad de crecimiento del
microorganismo al incrementarse la concentracion de k-carragenato. De hecho, como se
muestra en la Figura 41, existe una relacién lineal inversamente proporcional entre los
valores de pq, v 1a concentracion de x-carragenato (r>=0.9817). Este resultado podria
deberse a que las restricciones mecanicas que ofrece el polimero dificulten ligeramente
el crecimiento de S. warneri ya que, como se mencioné en el apartado 3.1.2., se asume
que el microorganismo Gnicamente se nutre de los componentes de la yema de huevo, que
pueden presentar conformaciones distintas a través de la estructura del gel. Como se ha
visto en el apartado 4.1.3, las posibles células se encuentran rodeadas por una matriz de
K-carragenato, que se vuelve mucho mas compacta al aumentar la concentracion del
polimero, lo que podria indicar un mayor estrés mecanico para el microorganismo que se
relacionaria con el descenso en los valores de u,,,, Observados. Ademas, es necesario
tener en cuenta que el propio entorno del microrganismo puede modificar su capacidad
para desarrollarse (Noriega et al., 2010). Aunque en este caso se ha observado una
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relacion lineal entre w,,., Y 1a concentracion de k-carragenato, en la bibliografia se han
encontrado otros trabajos donde no lo es. Antwi et al. (2006) vio que al aumentar la
concentracion de gelatina hasta un determinado valor los valores de p,,4, €n Listeria
inocua disminuian, aunque a concentraciones superiores se mantenia estable hasta
alcanzar una determinada concentracion donde disminuia de nuevo. Este mismo resultado
también se observd en un trabajo de Bracklehurst et al. (1997) para Salmonella
typhimurium. Sin embargo, Aspridou et al. (2014), encontrd una relacion lineal entre la
concentracion de gelatina y el crecimiento de Listeria monocytogenes. De manera similar
a la observado en este trabajo, parece claro que el tipo de comportamiento depende de
diversas variables que interfieren entre si tales como el tipo de microorganismo y la

composicion y estructura del medio.

0.175 ~

0.17 - y =-0.0222x + 0.1879
0.165 - . R =0.9817
0.16 - .

—

0.155 A

Hmax (h )

0.15 - |

0.145 A .

0.14 T T
0.5 1 15 2

K-carragenato (%)

Figura 41. Ajuste lineal entre la concentracion de k-carragenato frente a p,,,, para los seis geles de yema
de huevo/x- carragenato.

4.3. Analisis del efecto de la estructura de la matriz alimentaria sobre

el crecimiento de S. warneri

En un estudio anterior se evaluo el efecto de la microestructura de un alimento en
el desarrollo de Listeria monocytogenes (Aspidou et al., 2014). En dicho estudio se
menciona como la microestructura de un alimento puede influir en el crecimiento
microbiano, mediante una limitacion en la difusion de nutrientes o la bajada de pH por
acumulacién de determinados metabolitos, lo que unido a la microestructura del alimento

dara lugar a entornos diferentes que pueden influir significativamente sobre la capacidad

61



para desarrollarse de los microorganismos. En este trabajo, el empleo de geles con
distintas concentraciones de k-carragenato pero con la misma composicion nutricional
(yema de huevo) ha permitido evaluar el efecto de la estructura sobre el crecimiento.
Como se ha comentado en el apartado anterior, se ha observado una dependencia entre
los valores de u,,q, Y la concentracion de k-carragenato. Distintas concentraciones de k-
carragenato propician geles con distintas propiedades reoldgicas y estructurales, luego es
l6gico pensar en la existencia de una dependencia de la velocidad de crecimiento en
funcién de los parametros que describen estas propiedades. Asi, se analizé la relacién
entre el médulo G’y la fuerza “Bloom” del gel con el crecimiento de S. warneri para los
seis geles de yema de huevo/x-carragenato. Los resultados se muestran en la Figura 42 y
Figura 43 respectivamente. De la misma forma a la observada por Aspridou et al. (2014)
para L. monocitogenes, se encontré una relacion inversamente proporcional entre el
modulo G’ y fmax (r?=0.9944), ver Figura 42. Ademas, se observo también una relacion
lineal inversa para la fuerza “Bloom” y la velocidad de crecimiento de S. warneri
(r?=0.9448), ver Figura 43. Se observa por tanto que la velocidad de crecimiento se reduce
a medida que aumenta la elasticidad y la firmeza de los geles, lo que coincide con una
mayor concentracion de k-carragenato. Este comportamiento podria estar relacionado con
las restricciones mecanicas que ofrece el k-carragenato en presencia de yema al
crecimiento del microorganismo, de tal manera que la estructura del sistema podria
ofrecer un estrés adicional que haga que el microorganismo no sea capaz de destinar la
misma energia para la multiplicacion celular a concentraciones de k-carrageanto mayores.
Sin embargo, se deberian considerar otros factores que también influyen, como la difusion
del oxigeno comentada anteriormente, el pH, la temperatura o la acumulaciéon de
metabolitos. Varios autores han indicado que la temperatura puede tener un efecto
sinérgico en disminuir el crecimiento celular junto con las restricciones mecénicas de un
alimento estructurado (Robins & Wilson 1994; Wilson et al. 2002; Aspidou et al. 2014).
A la vista de los resultados, resultaria interesante profundizar en la influencia de estos
parametros en el crecimiento de microorganismos patdgenos en este y otros sistemas

estructurados.
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Figura 42. Relacion lineal entre la pumax Obtenida del recuento del microorganismo frente al médulo eléstico
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Figura 43. Relacion lineal entre la pmax Obtenida del recuento del microorganismo frente a la fuerza

“Bloom” obtenida en los ensayos de texturometria
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5. CONCLUSIONES

1. Los ensayos reoldgicos muestran que el incremento de la concentracion de «-
carragenato aumenta el carécter pseudoplastico del sistema alimentario (n<1), el
punto de coagulacién de los geles, asi como el valor del médulo elastico y la fuerza
de interaccion entre las unidades reoldgicas de la red tridimensional (A). Los
valores de tan 0 revelan un comportamiento de gel “débil” (tan 6>0.1) para
concentraciones de k-carragenato inferiores a 1.5%, mientras que por encima de

dicha concentracion se comportan como gel verdadero (tan 6<0.1).

2. El ensayo de textura muestra que a medida que se incrementa la concentracion de
K-carragenato también lo hace la dureza de los geles (fuerza “Bloom™). Esto es
corroborado por las imagenes al SEM, ya que se observa una estructura mas

compacta para los geles con mayores concentraciones de k-carragenato.

3. La presencia de k-carragenato mejora el desarrollo de S. warneri en comparacion
con el medio liquido. Esto posiblemente es debido a una mayor disponibilidad de
oxigeno en el medio s6lido que quedaria atrapado en las cavidades observadas en
la microestructura de los geles, mientras que en el medio liquido esta
disponibilidad de oxigeno puede verse comprometida debido a la formacion de
fases, al separarse los componentes de la yema, generadas por las condiciones
estaticas de incubacion. Sin embargo, el incremento de la concentracion del
polimero reduce ligeramente la velocidad especifica de crecimiento de la bacteria,
lo que probablemente se deba a las restricciones mecénicas que ofrece la
estructura del gel al desarrollo del microorganismo.

4. Existe una relacion lineal inversamente proporcional entre el modulo eléstico y la
fuerza “Bloom” con los valores de 4. ESto refleja que un incremento en las
restricciones mecanicas del medio sélido, junto con otros factores, reduce la

velocidad especifica de crecimiento de S. warneri.
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