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RESUMEN

Entre Rios presenta un destacado potencial para la piscicultura. Entre los peces que se desarrollan en
la region, es posible destacar a la boga (Megaleporinus obtusidens), especie autéctona, migratoria, muy
difundida y altamente demandada. En este contexto, los alimentos a base de pescado constituyen una
buena alternativa debido a su mejor perfil lipidico.

La carne de pescado es altamente perecedera; en este sentido, la incorporacién de sobrenadantes
libres de células de Lactiplantibacillus plantarum por impregnacién a vacio representa una alternativa
de conservacién. Para establecer las condiciones de impregnacion, se aislaron cepas de Pseudomonas
de la boga entera y se realizaron pruebas de inhibicién. La impregnacién se estudié utilizando dos SLC
que presentaron mayor capacidad de inhibicién frente a las cepas aisladas: uno proveniente de cepas de
aislado de maiz (LpM2) y otro de sorgo (LpS10). A las muestras impregnadas se les determiné variacién
de peso, color, pH, nitrégeno basico volatil total (NBVT), bacterias psicrotrofas y bacterias proteoliticas
cada 3 dias durante un periodo de 15 dias de almacenamiento. La impregnacion a vacio con el SLC de
LpS10 resulté ser la mejor alternativa en términos del control del crecimiento microbiano y permitié
disminuir los valores de pH y NBVT.

Palabras clave: extractos libres de células; Lactiplantibacillus plantarum; tecnologias de barrera; Me-
galeporinus obtusidens
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1. Marco teérico y metodolégico

Argentina cuenta con una gran area de pesca continental, la cuenca del Rio de la Plata, que incluye
los rios Parana y Uruguay, sus densas redes de afluentes, subafluentes y tributarios menores, que abar-
can sectores de 12 provincias y mas de 4.000 km de cauces. Mas del 90 % de la produccién pesquera
continental del pais proviene de las pesquerias de esta cuenca, integrada por especies de comporta-
miento migratorio, en su gran mayoria, y con poblaciones de diferentes peces y areas de distribucién
superpuestas (Scarabotti et al., 2021).

El total comercializado declarado por 9 plantas pesqueras en el mercado interno durante el afio
2019 fue de 5.635 t de productos y subproductos, donde el 63 % proviene de los frigorificos de la provin-
cia de Entre Rios y aproximadamente el 20 % corresponde a exportaciones. Los pescados se comerciali-
zan frescos o refrigerados enteros, congelados enteros, fileteados frescos o refrigerados, fileteados con-
gelados, curados, en conserva, preparados, reducidos a harina y aceites, etc. (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, 2021).

Los productos pesqueros son esenciales en la lucha contra el hambre y la pobreza. EL consumo de
carne de pescado tiene que integrarse mejor en las estrategias de seguridad alimentaria y nutriciéon en
el contexto de sistemas alimentarios sostenibles y transformadores (FAQ, 2020).

Diferentes organismos a nivel mundial, como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA,
2015) y la Asociacion Estadounidense del Corazén (Rimm et al,, 2018), recomiendan el consumo de un
minimo de dos porciones de pescado por semana. En Argentina, el Ministerio de Salud de la Nacién
(2020), a través de las Guias Alimentarias para la Poblacién Argentina (GAPA), también aconseja ese
nivel de consumo. Estas recomendaciones se basan en que los productos de la pesca, de la piscicultura
y de la acuicultura representan un valioso aporte de nutrientes en la dieta humana por ser fuente de
proteinas, minerales, vitaminas y por su calidad de acidos grasos (Fonseca Rodriguez y Chavarria Solera,
2017).

Seglin la FAO (2020), el consumo de pescado en la poblacién general adulta reduce el riesgo de
muerte por coronariopatias, y en mujeres en edad fértil reduce el riesgo de deficiencias en el desarrollo
neurolégico del nifio durante la gestacién, en comparacion con las mujeres que no comen pescado.

Respecto al valor nutricional, los pescados son una excelente fuente de proteinas de alta calidad y
digestibilidad (Huss, 1998). Los lipidos de los peces estan compuestos por acidos grasos de cadena larga
(14-22 atomos de carbono) con un alto grado de instauracion, cuatro, cinco o seis dobles enlaces. EL
porcentaje total de acidos grasos poliinsaturados es levemente menor en los lipidos de peces de agua
dulce (aproximadamente 70 %) que en los lipidos de peces de agua de mar (aproximadamente 88 %). Sin
embargo, la composicién de lipidos no es completamente fija, sino que puede variar con la alimentaciéon
del animal y la estacién del afio (Huss, 1998).

Los efectos benéficos asociados al consumo de pescado son atribuidos, principalmente, al conteni-
do en acidos grasos esenciales de la familia de acidos grasos omega-6, o AG né (C18:2, omega-6, acido
linoleico) y omega-3, o AG n3 (C18:3, omega-3, acido alfalinolénico) que deben ser ingeridos a través de
la dieta, ya que el cuerpo humano no puede introducir insaturaciones en dichas posiciones y, ademas,
su carencia o desequilibrio en la ingesta puede producir serias alteraciones metabélicas. EL consumo de
AG n3 es recomendado para prevenir enfermedades cardiacas en la poblacion general; sin embargo, en
la dieta occidental, se ingieren cantidades insuficientes de AG n3 y excesivas de AG né, con una relacion
asociada a enfermedades cardiovasculares e inflamatorias. En este sentido, la importancia del consumo
de pescados de rio, como surubi, boga y dorado, radica en que presentan, en comparacién con otras car-
nes, una mejor relacién n3/né, que se ha demostrado que es mas equilibrada que la presentada en los
pescados de mar y cercana a la ideal recomendada (Abib et al., 2003; Gatti et al., 2020). Ademas, poseen
un bajo contenido de grasas totales, colesterol y acidos grasos saturados, con predominio de acidos gra-
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sos n9, né y n3, eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), segin Ciappini et al., 2019.

La alimentacién argentina muestra un consumo superior de carne vacuna que no resulta indispensa-
ble y contribuye al exceso relativo de grasas saturadas en la alimentacién, lo que se traduce en la cada
vez mayor incidencia de dislipemias. En este contexto, resulta necesaria la diversificacion en los tipos de
carne consumida, y los alimentos a base de pescado constituyen una buena alternativa debido, funda-
mentalmente, a su mejor perfil lipidico (Britos et al., 2012).

El Codigo Alimentario Argentino (CAA) en el Articulo 272 (Res. Conj. SRyGS y SAB N° 6/2019) define fi-
lete o filet de pescado a la porcién de masculo de forma y dimensiones irregulares que ha sido separada
del cuerpo mediante cortes paralelos a la columna vertebral, con o sin espinas y/o piel.

Los musculos que forman los filetes de los peces reciben el nombre de grandes musculos laterales:
la parte superior del filete se denomina musculo dorsal y la parte inferior misculo ventral o abdominal
(Huss, 1998). Por lo general, son de tonalidad blanquecina. Estan cubiertos por capas musculares mas
delgadas, que se extienden por debajo de la piel. El musculo subcutaneo contiene mucha mioglobina,
recibiendo el nombre de musculo rojo u oscuro. La cantidad y distribucion de la carne oscura en el cuer-
po del pez es una caracteristica de las diferentes especies (Monterrosa Arias, 2007).

Esta carne esta constituida por aproximadamente 20 % de proteinas, de las cuales las estructurales
(actina, miosina, tropomiosina y troponina) corresponden al 70-80 % de las totales, las sarcoplasmaticas
(mioalbUmina, globulina y enzimas) al 25-30 % y las proteinas del tejido conectivo (colageno y elastina)
al 3-10 % (Huss, 1998). En general, la carne del pescado contiene menos colageno que la carne de los
animales terrestres y estd menos polimerizado (incluso en los peces viejos), gelatinizandose al cocinar
alrededor de los 40 °C, lo cual contribuye decisivamente en su digestibilidad y blanda textura (Espindola,
2008).

Esta constitucién la hace altamente perecedera. Inmediatamente después de la muerte, el masculo
del pescado esta totalmente relajado, la textura flexible y elastica persiste durante algunas horas vy,
posteriormente, el musculo se contrae. Cuando se torna duro y rigido, todo el cuerpo se vuelve inflexi-
ble por la contraccién de las proteinas miofibrilares y se dice que el pescado esta en rigor mortis. Esta
condicién generalmente se mantiene durante uno o mas dias y luego se resuelve; el masculo se relaja
nuevamente y recupera la flexibilidad, pero no la elasticidad previa. La velocidad y la duracién del rigor
mortis dependen de factores tales como especie, variables fisiolégicas, grado de agotamiento, tamafio
del pez, si es nativo o cultivado, condiciones de captura y matanza, entre otros (Minozzo, 2011). Durante
esta etapa, los valores de pH del musculo llegan a su valor minimo. Aqui los sarcémeros se encuentran
contraidos y existe una formacién irreversible de actomiosina. EL pH del musculo se encuentra alrededor
del valor 6 (Monterrosa Arias, 2007).

La microflora aislada en los productos pesqueros depende de la época del afio, el area geografica,
la alimentacion, la especie, el sistema de captura empleado, el tipo de producto (pescado entero, evis-
cerado, filetes), las condiciones de manipulacion y almacenamiento. En este sentido, los principales res-
ponsables del deterioro durante el almacenamiento en refrigeracién son los organismos psicrotréficos
(Boziaris y Parlapani, 2017). La mayoria de estos microorganismos poseen actividades proteoliticas, res-
ponsables de desintegrar los tejidos y contribuir a reacciones bioquimicas que producen caracteristicas
indeseables en la carne de pescado (Soares y Gongalves, 2012).

La influencia bacteriana en el pescado enfriado comienza después de la muerte, pero el efecto sobre
el deterioro a través de los cambios bioquimicos, inducidos por el crecimiento bacteriano, no es pro-
nunciado hasta que los organismos especificos del deterioro han aumentado a un cierto nivel. Ademas,
a medida que aumentan los recuentos microbianos, las enzimas secretadas por los microorganismos
también pueden causar ablandamiento adicional del pescado (Jessen et al., 2014).

Estos hechos motivaron el desarrollo de métodos de conservacion para extender la vida util del pes-

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°14 | AdoXIll | 2023 | 461



NaefElisaetal.|Aplicacion de laimpregnacionavacio en la biopreservacion de carne de pescado de rio

cado. En este contexto, la tecnologia de obstaculos irrumpié en el escenario alimentario respondiendo
a la creciente demanda de alimentos saludables, generalmente relacionados con un procesamiento mi-
nimo para reducir las pérdidas nutricionales. Esta tecnologia combina barreras de baja intensidad para
crear un ambiente hostil para los microorganismos.

La impregnacién a vacio es una técnica que ha sido disefiada a fin de mantener las caracteristicas
del producto fresco y favorecer la conservacion y generacién de nuevos productos. Es una tecnologia
que utiliza una atmosfera artificial de baja presién con ausencia de oxigeno, que permite extraer los
gases o liquidos extracelulares de los alimentos y el ingreso de soluciones a la estructura interna. Crea
un ambiente ideal, ya que, al regenerar la presion atmosférica, se absorbe de manera natural y uniforme
el liquido que tiene alrededor (Carciofi et al., 2012). La cantidad de liquido impregnado en la estructura
dependera del nivel de desgasificacién del material y, por lo tanto, de la presién de trabajo.

La impregnacion a vacio ha sido ampliamente estudiada y aplicada en matrices porosas como la
de frutas y verduras, por ejemplo, para deshidratar, enriquecer o evitar el pardeamiento enzimatico y
oxidativo (Erihemu et al., 2014; Castagnini et al., 2015; Lima et al., 2016; Song et al., 2017). En referencia
a estudios aplicados a tejidos musculares, incluido el pescado, no son tan comunes y tienen el potencial
de arrojar resultados interesantes. La impregnacion a vacio podria usarse para reducir el tiempo de
procesamiento industrial en procesos tradicionales como salazén, marinado y ahumado e introducir
compuestos novedosos y bioactivos en tejidos musculares (Tomac et al., 2019).

En cuanto a los productos pesqueros, si bien los datos aln son escasos en la literatura cientifica
internacional, algunos ejemplos son las investigaciones en salmén, o Salmo salar y bacalao, o Gadus
morhua (Chiralt et al.,, 2001) y piraruct, o Arapaima gigas (Galvao Martins et al., 2019). Otros ejemplos
son el uso en el ahumado y de sustancias antimicrobianas y bioconservantes (Andrés-Bello, 2015; Bugue-
fio et al,, 2019).

Desde hace tiempo, las bacterias lacticas bacteriocinogénicas y/o sus metabolitos antimicrobianos
estan recibiendo una gran atencion por su posible aplicacién como bioconservantes en la industria ali-
mentaria, como una barrera adicional en las estrategias combinadas de conservacién de los alimentos
(tecnologia de obstaculos). A este respecto, esta estrategia permitiria incrementar la vida atil e inocui-
dad de los alimentos, asi como reducir el empleo de aditivos quimicos y la intensidad de los tratamientos
tecnologicos que pudieran interferir negativamente en su calidad organoléptica y/o nutricional (Todo-
rov, 2009).

La bioconservacién se basa en la aplicacion de metabolitos antimicrobianos que son producidos por
microorganismos que estan presentes de forma natural en los productos fermentados. Principalmente,
existen dos formas de aplicacion de estos metabolitos en los alimentos, ya sea directamente como un
compuesto purificado, como la nisina, o a través de un producto fermentado crudo libre de células, o in-
directamente a través del microorganismo productor de bacteriocina. La aplicacion de un sobrenadante
libre de células tiene la ventaja de incorporar diferentes sustancias con actividad antimicrobiana con
posible efecto sinérgico (Hartmann et al., 2011).

En general, las bacterias del acido lactico se reconocen como seguras para su uso en alimentos, por
lo que la mayoria de ellos han sido considerados GRAS (generalmente reconocido como seguro) por la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos y con Presuncién Cualificada de Se-
guridad (QPS) en la Unién Europea (Noguerol et al., 2021). Ademas, los sobrenadantes libres de células
de estas bacterias no son considerados como aditivos, sino como ingredientes alimentarios, y éstos no
estan sometidos a las aprobaciones y regulaciones de los organismos estatales de control. Tratandose
ademas de SLC obtenidos de cultivos de bacterias que ostentan el grado de GRAS, también ellos son
considerados como tales y no necesitan de ninguna autorizacion especial que habilite su incorporacion
a distintas matrices alimentarias (Lancelle, 2015).

Por tanto, la bioconservacién mediante BAL y/o sus metabolitos antimicrobianos representa una al-
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ternativa para mejorar la inocuidad de los alimentos. El éxito depende de multiples factores, ya que
los compuestos antimicrobianos pueden ser inactivados por enzimas del alimento o de la microflora
enddégena, o por interacciones con componentes especificos de los alimentos. También se concibe que
algunos compuestos de los sobrenadantes libres de células puedan actuar como protectores del estrés
u otros factores adversos encontrados en la matriz alimentaria y que pudieran actuar sobre las bacterias
que se pretende inhibir, o que puedan comportarse como factores de crecimiento especifico que estimu-
len la proliferacién de bacterias indeseables (Hartmann et al., 2011).

Lactiplantibacillus plantarum (anteriormente Lactobacillus plantarum) es una de las principales es-
pecies prometedoras de BAL, ampliamente utilizada en la produccién de alimentos como probiético y
cultivo iniciador. Debido a su larga historia de uso humano seguro, en particular el género Lactiplantiba-
cillus, estan incluidos en la recomendacion de presuncién calificada de seguridad (QPS) de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria. Se ha sugerido que su ingestion confiere varios beneficios para la
salud, incluida la modulacién del sistema inmunitario y el aumento y la mejora de la resistencia a enfer-
medades (Barbosa et al., 2021).

Lactiplantibacillus (Lpb.) plantarum representa una alternativa para inactivar bacterias tanto gram
positivas como gram negativas presentes en los alimentos mediante los metabolitos activos con acti-
vidad inhibitoria que excreta al medio de cultivo: plantaricinas, peréxido de hidrégeno y acidos DL-p-
hidroxifenilactico, ferulico, benzoico, vanillico, salicilico, 4-hidroxicinamico (Vougiouklaki et al., 2022).

2. Objetivos

2.1. Objetivo General
Estudiar la aplicacion de la bioconservacion para prolongar la vida util de filetes de pescado de rio.

2.2. Objetivos especificos:

« Producir, a escala de laboratorio, extracto libre de células de Lbp. plantarum aisladas e iden-
tificadas en el Instituto de Lactologia Industrial de la Facultad de Ingenieria Quimica depen-
diente de la Universidad Nacional del Litoral y el CONICET.

«  Evaluar la actividad antimicrobiana frente a microorganismos alterantes del pescado.

« Evaluar las propiedades de los sobrenadantes libres de células con mayor actividad antimi-
crobiana.

« Desarrollar tecnologias de barrera en filetes de pescado fresco: refrigeracién, vacio e impreg-
nacion, utilizando los sobrenadantes libres de células de las cepas de Lbp. plantarum con
mayor espectro de accién antimicrobiana.

« Establecer el efecto de la impregnacion a vacio sobre los pardametros de calidad de los filetes.

3. Materiales y métodos

En el presente trabajo se partié de 30 cepas de Lactiplantibacillus plantarum suministradas por el
Instituto de Lactologia Industrial (UNL-CONICET) en Agar Man Rogosa Sharpe (MRS). Una vez ingresadas
al laboratorio de la Facultad de Bromatologia, se tom6 una colonia aislada de cada cepa, se las inoculod
en 5 ml de caldo MRS y se las incub6 durante la noche (18 h) a 37 °C. Las cepas se mantuvieron como

cultivos congelados a -18 °C en caldo MRS + 20 % de glicerol.

3.1. Obtencion de sobrenadantes libres de células (SLC)
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Para la obtencion del SLC de cada una de las cepas en estudio, se partié de un cultivo de stock de
cada una, en refrigeracién, que se inoculé al 1 % en 5 ml de caldo MRS y se incub6 durante la noche
(18 h) a 37 °C, proceso que se repitio dos veces mas. Posteriormente, se centrifugd a 6000 rpm en una
centrifuga (Heal Force Neofuge 15R, China) durante 10 minutos a 8 °C y se filtr6 a vacio para eliminar las
células bacterianas, utilizando filtros de membrana Millipore de 0,45 pm.

3.1.1. Obtencion de sobrenadantes libres de células liofilizados (SLCL)

Se tomaron 5 ml de cada sobrenadante, se congelaron a -24 °CYy se liofilizaron en un equipo Labcon-
co (Freezone 1, Kansas City, MO) (Figura 1) durante 24 h. Cada liofilizado obtenido fue reconstituido con
1 ml de agua destilada esterilizada.

Figura 1. Fotografia del liofilizador y de muestras de SLCL.

3.1.2. Obtencion de cepas de Pseudomonas spp. aisladas de pescado entero

Los analisis microbiolégicos se realizaron utilizando la técnica del lavado. Entre 10 y 100 g de mues-
tra de boca, escamas, aletas, agallas, estdmago, intestino y misculo se depositaron en una bolsa estéril.
En cada bolsa se agregaron entre 100 y 200 ml de agua peptonada (0,1 %) y se procedié a un lavado
manual energético de las muestras por 2 minutos.

Asépticamente, se tomaron 100 pl de lavado que se inocularon en placas en Agar Cetrimide (Britania,
Argentina) a 35 °C. A partir de cada muestra sembrada, se seleccionaron las colonias dominantes dife-
rentes macroscopicamente. Estas se aislaron y replicaron en Agar nutritivo (AN) por 24-48 horas a 20 +
2 °C para su mantenimiento.

Cada aislado se confirm6 como Pseudomonas spp. mediante pruebas fenotipicas: tincién de Gram,
prueba oxidacion/fermentacion de la glucosa (Britania, Argentina) y oxidasa (Bactident® Oxidasa-Merck
Millipore). Luego, las colonias Gram negativas, no fermentadoras y oxidasa positivas se sometieron a
otras pruebas de identificacién fenotipica: capacidad de hidrélisis de la caseina; habilidad de multipli-
cacién a 7 °Cy a 42 °C por 48 horas; pruebas de catalasa; utilizacion de citrato (Merk, Alemania); pro-
duccién de indol (Merk, Alemania); urea (Biopack, Argentina); movilidad; fermentacion de lactosa (Agar
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Mac Conkey, Acumedia, Estados Unidos) y produccion de pigmentos (Agar P y F, Britania Argentina); y
produccion de colonias mucosas en agar nutritivo (Oxoid, Bioartis, Argentina).

3.1.3. Evaluacién de la actividad antagonista de los SLC frente a las cepas de Pseudomonas spp. aisladas

Con la finalidad de seleccionar de los 30 SLC los que presentan mayor actividad inhibitoria en las
20 cepas de Pseudomonas spp., se utilizé el método Kirby Bauer Modificado, que consiste en colocar
cilindros de acero inoxidable que contienen 100 pl de SLC sobre Agar Muller Hinton, en cuya superficie
se inoculo, a modo de césped, cultivo de las cepas de Pseudomonas aisladas (8 log UFC/ml). Las placas
se mantuvieron a 4 °C durante 2 h y luego se incubaron, sin invertir, a 37 °C durante 24 h. Después de
la incubacion, la actividad antimicrobiana extracelular se cuantificé midiendo el diametro (mm) de las
zonas de inhibicién.

Para continuar con la impregnacion a vacio de la carne de boga, se seleccionaron dos SLC de las
cepas de Lpb. plantarum que presentaron mayor actividad antimicrobiana.

3.1.4. Proceso de impregnacion a vacio de carne de boga con SLC de Lpb. plantarum

Para la impregnacién a vacio se utilizé el equipo Gastrovac®. Se sumergieron 100 g de filetes de
pescado en un litro de SLC de cada una de las cepas de Lpb. plantarum seleccionadas segln su actividad
antimicrobiana. La etapa de vacio se realiz6 a una presién de -0,8 bar y a 10 °C de temperatura y, al igual
que la etapa de restauracion, duré 15 minutos, tiempos establecidos de acuerdo a estudios previos.

Las muestras impregnadas se escurrieron y se envasaron a vacio.

3.1.5. Evaluacioén de la calidad del producto impregnado con SLC de Lpb. plantarum

Las muestras impregnadas con los dos SLC seleccionados fueron envasadas al vacio y almacenadas
durante 15 dias a 0,5- 2,5 °C. Tanto posterior a la impregnacion, para evaluar su efecto, como durante
el almacenamiento refrigerado se evaluaron: variacién de peso, pH, NBVT, color superficial, y bacterias
psicrétrofas aerobias y bacterias proteoliticas, respectivamente. Como control, se utilizaron muestras
que no fueron sometidas a impregnacion.

« Variacion de peso (AP)

Para la determinacién de la AP, se pesaron las muestras previo y post proceso de impregnacién, em-
pleando una balanza de precision (Prec® Modelo EHB-3000, Argentina) de 3000 g de capacidad y 0,01
g de sensibilidad. La variacion de peso AP, expresado como porcentaje de la muestra fresca, se calculé
segln la siguiente formula:

AP = ((Psl- P1) / Psl) *100 (Ecuacion 1)

donde: AP: variacion de peso, Psl: peso de la muestra sin impregnar y Pl: peso de la muestra impregnada
El ensayo se realizo por triplicado para cada condicion de proceso.

 Determinacion de pH

La determinacion de pH de las muestras se realiz6 a 25 °C, empleando un electrodo combinado de
vidrio Ag®/AgCl conectado a un pH-metro (ORION, modelo S.A 720, USA). La calibracion se realizé previa-
mente utilizando soluciones tampén de pH 4,00, 7,00 y 10,00. El electrodo se sumergi6 en una solucién
preparada a partir de homogeneizar 10 g de muestra en 100 ml de agua destilada. Las determinaciones
de pH se realizaron por triplicado.
 Determinacién de NBVT
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El contenido de NBVT de las muestras se determiné mediante la técnica de microdifusion de Conway.
Para la preparacion del extracto de pescado se pesaron aproximadamente 20 g de muestray se homoge-
nizaron con 100 ml de acido tricloroacético al 5 %. Se lo dejé reposar 30 minutos y al exudado obtenido
se lo filtré al vacio. En el compartimiento exterior de la capsula se agregaron 5,00 ml del extracto de
pescado obtenido junto con 1,00 ml de K,CO, saturado. En el compartimiento interno se agregaron 5,00
ml de H,BO, al 2 % y gotas de indicador rojo de metilo - verde de bromocresol. El tiempo de difusion
fue de 24 h. Se titulé con H,SO, 0,02 Ny con los volumenes de los gastos obtenidos se calcularon los mg
N/100g muestra (Pearson, 1986). El ensayo se realizé por triplicado.

« Analisis instrumental del color superficial

El color es un atributo muy importante de la calidad de los alimentos, ya que tiene influencia en las
preferencias y elecciones de los consumidores. La impregnacién a vacio con sobrenadantes libres de cé-
lulas podria implicar cambios de color en la carne de boga, por lo que es importante analizar su efecto.

La cuantificacion del color superficial de los filetes de boga (Megaleporinus obtusidens) se realizé utili-
zando un sistema de vision computacional (Gofi y Salvadori, 2017), conformado por un gabinete de adqui-
sicion de imagenes, un sistema de iluminacién y una cadmara digital en su modo manual (Samsung ST600,
Japén). El analisis de imagenes se realizé empleando el software COLOR GUI (Goiii y Salvadori, 2016) el
cual permite convertir las unidades de color RGB de las imagenes obtenidas al espacio de color CIELab. Se
cuantificaron los parametros L* (negro 0- blanco 100), a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul), en tres lugares de
la muestra diferentes 'y, a partir de dicho promedio se calculé el indice de blancura de la carne IB (Ecuacion
2), la intensidad del color Croma (Ecuacién 3) y el cambio de color AE (Ecuacion 4) entre la muestra fresca
y las impregnadas con ambos SLC, donde L*, a* y b* representan los valores individuales de las muestras
después del tratamiento y L*, a*, y b*, representan los valores de la muestra fresca (sin tratar).

IB=100-y/ (100 - L*)2 + a*2 + b*2) (Ecuacién 2)
Croma=+/(a*2 + b*2) (Ecuacién 3)
AE =+ (L*-L*)2 + (@* - a* )2 + (b* - b* )2 (Ecuacion 4)

 Determinacion de bacterias psicrotrofas
Se contabilizaron por duplicado siguiendo la metodologia descripta en la Norma ISO 17410, 2001.

« Determinacion de bacterias proteoliticas
Se contabilizaron por duplicado siguiendo la metodologia descripta por Fajingbesi et al. (2018).

3.1.6. Andlisis de datos

Los resultados se analizaron utilizando Minitab 18.1.0.0 Software (Minitab, LLC., 2017), a los efectos
de evaluar su significacion (p < 0,05) mediante analisis de varianza y ensayos de comparacion de medias
(Tukey). Los datos de crecimiento microbiolégico fueron ajustados mediante analisis de regresiéon no
lineal al modelo primario de Baranyi (Baranyi y Roberts, 1994) usando el software DMFit 3.5 ComBase
Predictive Models 2022 para obtener los parametros cinéticos: fase de latencia (A), velocidad maxima
de crecimiento (p_. ) y maxima densidad poblacional (N__ ). Los graficos fueron elaborados utilizando el
Software GraphPad Prism 8.0.1. (GraphPad Software, Inc., 2018).

4. Resultados y discusién
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4.1. Aislamiento de Pseudomonas spp. de boga entera (Megaleporinus obtusidens)

A partir del eviscerado de boga se obtuvieron 26 cepas que fueron estudiadas, 8 obtenidas de dos
partes distintas del intestino (11, 12, 13, 14, I5, 16, 17, 18), 4 del estomago (E1, E2, E3, E4), 4 de las agallas
(Agl, Ag2, Ag3, Ag4), 3 de las aletas (AL, Al2, Al3) y 7 de musculo (M11, M12, M13, M41, M51, M53, M54).

Las caracteristicas bioquimicas de las cepas aisladas se determinaron utilizando pruebas microbia-
nas convencionales. Se aislaron 20 cepas que compartian las caracteristicas fenotipicas esenciales de
los miembros del género Pseudomonas. Esas caracteristicas se presentan resumidamente en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de las cepas aisladas de boga (Megaleporinus obtusidens).

s 28 =8 2 E %)

tw 6 & £3g &g 5§ = *“ © S 5 =
11 BaciloG () 0 + o+ SI NO ND NO  Rojo + S| S| SI NO
12 BaciloG (") 0 + o+ SI NO ND NO + + SI Si SI S|
14 BaciloG () 0 + o+ SI NO +/ SI - + - - S| S| SI S|
15 BaciloG() 0 + o+ SI NO ND NO  Rojo + - - SI NO SI S|
16 BaciloG () 0 + o+ SI NO +/ SI - + +- - S| NO NO S|
17 BaciloG () 0 + o+ SI NO +/ SI - + - - S| NO S S|
18 BaciloG () 0 + o+ Sl NO ND SI Rojo  + - - S stsis
El BaciloG () 0 + o+ Sl NO +/verde Sl Rojo + - - SI Sl SI NO
E2 BaciloG () 0 + o+ SI NO +/verde  SI  Rojo + + - SI NO S NO
E3 BaciloG() 0 + o+ S| NO ND S| - + - - S| SI SI NO
E4 BaciloG () 0 + o+ S| NO ND S| - + + + S| SI S| NO
Agl  BaciloG() 0 P sI NO +- sI - + - - T S S
Ag2 BaciloG () 0 + o+ S| NO ND NO - + - - S| NO S| SI
Ag3 BaciloG () 0 + 4+ Sl NO ND NO  Azul + +- - NO NO Sl NO
Agd BaciloG () 0 + o+ S| NO ND S| Azul + - - SI SI S| NO
All BaciloG () 0 + o+ Sl NO +/verde Sl - + - - Sl Sl Sl NO
M11 BaciloG () 0 + o+ S| NO ND S| - + - - SI S| S| SI
M41 BaciloG () 0 + o+ Sl NO +/verde Sl - - - - Sl SI Sl NO
M51 BaciloG () 0 + o+ S| NO ND NO - + - - SI S| SI SI
M53 BaciloG () 0 + o+ | NO ND Sl Verde - - - Sl SI | NO

Los aislamientos fueron Gram negativos, no fermentadores y con un metabolismo estrictamente oxida-
tivo, oxidasa y catalasa positivos, no fermentadoras de lactosa y presentaron hidrolisis de caseina. Esta ac-
tividad proteolitica también fue encontrada por Duman et al. (2021) en un 91 % de los aislados de granjas
piscicolas en Turquia. EL 85 % de las cepas obtenidas del pescado produjeron algin pigmento, porcentaje
similar al encontrado por los autores mencionados (Duman et al., 2021). EL 90 % de los aislamientos dieron
positivo en la utilizacion de citrato, obteniendo resultados similares a Burr et al. (2010), quienes encontra-
ron que el 100 % de las cepas estudiadas dio positivo en esta prueba. En relacién a la hidrélisis de urea,
si bien la mayoria dio negativo (73 %), un 15 % de los aislados estudiados dieron resultados dudosos. Casi
el total de cepas (96 %) presentd movilidad, resultados similares a los obtenidos por Duman et al. (2021),
quienes observaron esta caracteristica en el 100 % de los casos. También el 95 % dio negativo para la
produccién de indol, similar a lo hallado por Burr et al. (2010), quienes encontraron que todas las cepas es-
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tudiadas no produjeron enzima triptofanasa. Casi la totalidad (95 %) de las bacterias aisladas de boga pre-
sentaron habilidad de multiplicacién a 7 °C, mientras que el 70 % crecié 42 °C. En el estudio realizado por
Duman et al. (2021), un porcentaje mucho menor de colonias presento la capacidad de crecimiento a 42 °C
(7 %). Poco mas de la mitad de las cepas (50 %) aisladas de boga presentaron colonias de aspecto mucoso.

4.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los SLC frente a cepas de Pseudomonas spp. aisladas
de boga

Los SLC de las 30 cepas de Lpb. plantarum presentaron un pH entre 3,8-3,9, valores coincidentes con los
encontrados por Hu et al. (2013) y Xie et al. (2016). Los 7 SLC que presentaron mayor actividad antimicrobia-
na frente a las cepas de Pseudomonas spp. aisladas fueron: LpSF1 (SLC de Lpb. plantarum aislado de gira-
sol), LpS6 y LpS10 (SLC de Lpb. plantarum aislados de sorgo), LpSY1 (SLC de Lpb. plantarum aislado de soja),
LpM2y LpM9 (SLC de Lpb. plantarum aislado de maiz) y LpRY3 (SLC de Lpb. plantarum aislado de Ryegrass).

Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla 2.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de SLC de cepas de Lpb. plantarum determinada por ensayo de difusién y expre-
sada como el tamafio de las zonas de inhibicién (mm) frente a cepas de Pseudomonas spp.

Diametros de las zonas de inhibicion (mm)

Cepas LpSF1 LpSé LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
11 20 20 22 22 21 21 22
13 24 24 25 24 24 23 23
14 31 35 37 36 36 31 30
15 23 23 23 23 24 22 23
16 23 18 17 20 20 19 21
17 30 37 35 29 32 26 28
18 32 30 32 30 31 29 30
El 25 24 26 23 24 24 24
E2 28 37 31 24 35 25 30
E3 21 23 26 25 24 23 22
E4 28 35 34 33 35 28 27

Agl 18 21 20 19 23 16 20
Ag2 18 19 19 21 22 20 19
Ag3 20 18 20 21 19 21 19
Agd 33 26 30 26 36 35 36
All 15 18 19 18 18 17 16
M11 23 18 21 25 25 22 19
M41 22 21 21 22 24 21 16
M51 32 30 33 33 33 32 33
M53 21 21 21 23 23 21 18

Oldak et al. (2017) utilizaron la siguiente clasificacion de la actividad antimicrobiana en funcién de
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los didametros de la zona de inhibicion: ligera (menor de 4 mm de didmetro), media (entre 4 y 8 mm),
alta (entre 8 y 12 mm) y muy alta (mayor de 12 mm). Segln esta clasificacion, el 100 % de los valores
obtenidos de los SLC mostrados en la Tabla 2 presentaron muy alta actividad antimicrobiana frente a
cepas de Pseudomonas aisladas de boga (Figura 2). Dos cepas (14 y M51) resultaron sensibles, con halos
de inhibicion mayores a 30 en todos los SLC estudiados.

Figura 2. Halos de inhibicion de SLC de Lpb. plantarum frente a cepas de Pseudomonas spp. aisladas de boga (Me-
galeporinus obtusidens).

Kuley et al. (2021) encontraron halos de inhibicién de aproximadamente 16 mm de didmetro al es-
tudiar el efecto de un SLC de Lpb. plantarum FI8595 frente a Pseudomonas luteola aislada de pescado,
mientras que Sharaf et al. (2019) observaron halos de 8 mm en SLC de Lpb. plantarum frente a Pseudo-
monas aeruginosa aislada de queso, ambos valores inferiores a la mayoria de los encontrados en este
trabajo. Por otro lado, De Giani et al. (2019) encontraron mayor inhibicién (halos de 40 mm de didametro)
en Lpb. plantarum PBS067 frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Para conocer si la actividad antimicrobiana de los SLC es debida a la presencia de acidos organicos,
se neutralizaron los sobrenadantes y se realizaron los ensayos de inhibicién en las 20 cepas estudiadas.
En contraste con los resultados obtenidos con los SLC no neutralizados, ninguno pudo inhibir las cepas
mencionadas (datos no mostrados). Estos resultados coinciden con lo encontrado por Arena et al. (2016)
y Sharaf et al. (2019), quienes sugieren que la capacidad de SLC de Lpb. plantarum para evitar o disminuir
el crecimiento de microorganismos in vitro depende, en cierta medida, del efecto reductor de su bajo
pH y/o de la presencia de acidos organicos. Arrioja-Bretén et al. (2020) encontraron que el SLC de Lpb.
plantarum NRRL B-4496 no neutralizado fue mas efectivo contra S. aureus (ATCC 700698), Staphylococ-
cus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (Scott A) y Escherichia coli (ATCC 25922).

Para sostener la accién inhibidora, los sobrenadantes neutralizados fueron concentrados por liofili-
zacioén. Las pruebas de inhibicién de los 7 sobrenadantes concentrados frente a las 20 cepas de Pseudo-
monas aisladas de boga se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de SLCL de cepas de Lpb. plantarum neutralizadas determinada por ensayo de
difusién y expresada como el tamaiio de las zonas de inhibicion (mm) frente a cepas de Pseudomonas spp.

Diametros de las zonas de inhibicion (mm)

LpSF1 LpSé LpS10 LpSY1 LpM2 LpM9 LpRY3
11 12 10 7 15 8 13 13
13 0 0 0 0 0 0 0
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14 9 10 7 7 7 7 7
15 0 0 7 7 8 9 7
16 16 17 15 17 15 13 16
17 18 21 18 20 19 17 17
18 0 0 0 0 0 0 0
El 15 15 10 16 7 13 17
E2 7 7 7 7 7 8 7
E3 7 9 7 10 7 8 9
E4 0 0 7 0 9 10 7
Agl 7 16 26 15 25 25 15
Ag2 8 12 10 7 8 10 8
Ag3 10 18 20 13 15 18 15
Aga 13 13 15 15 13 13 15
Al 7 7 7 7 10 7 7
M1l 7 0 15 7 15 13 7
M4l 13 28 25 25 30 25 30
M51 7 8 9 7 7 7 8
M53 0 7 15 7 20 20 7

En la Tabla 3 se puede observar que las cepas (14 y M51), que resultaron mas sensibles en el estudio
frente a los SLC sin tratar, presentaron mayor resistencia en este estudio, si bien se mantuvieron dentro
del rango de actividad antimicrobiana alta propuesto por Oldak et al. (2017), lo que indica que es la
accion de los acidos organicos lo que provocé, principalmente, la actividad antagénica. EL mismo efecto
se pudo observar en las cepas aisladas de intestinos de boga (13 e 18), que no presentaron zonas de inhi-
bicion en este estudio (0 mm). EL 30 % (6) de las cepas resultaron con muy alta sensibilidad frente a todos
los SLCL y neutralizados (halos mayores a 12 mm), lo que podria indicar la accion de otras sustancias
inhibidoras en los sobrenadantes. Las cepas aisladas de filetes de boga (musculo) presentaron actividad
antagoénica entre media y alta (7 mm a 30 mm) para la mayoria de los SLC estudiados.

Para continuar con la impregnacién a vacio de la carne de boga, se seleccionaron los 2 SLC de las ce-
pas de Lpb. plantarum que presentaron mayor actividad antimicrobiana durante los diferentes ensayos
de inhibicion realizados: LpS10 y LpM2.

4.3. Efecto de la impregnacion a vacio con SLC
En la Tabla 4 se presentan los resultados del efecto de la impregnacion a vacio durante 15 minutos
con SLC de Lpb. plantarum en los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de carne de boga.

El porcentaje de variacion de peso ocasionada por el proceso de impregnacioén fue estadisticamente
diferente entre los tratamientos, siendo de 2,36 % * 0,35 para muestras impregnadas con LpS10y 3,72 %
+ 0,59 para muestras impregnadas con LpM2. Andres-Bello et al. (2015) hallaron variaciones de peso de
2,7 %Y 2,2 % para filete de dorada (Sparus aurata) impregnado con soluciones de nisina y bacterias acido
lacticas, respectivamente, resultados similares a lo encontrado en carne de boga con SLC de LpS10.
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Las muestras impregnadas con ambos sobrenadantes presentaron un pH significativamente menor
que la fresca (6,55), siendo 5,77 para la carne de boga tratada con LpS10 y 5,30 en la impregnada con
LpM2, sin diferencias significativas (p > 0,05) entre ambas muestras impregnadas. En concordancia con
estos resultados, Jo et al. (2021), quienes estudiaron la aplicacién de SLC de Lpb. plantarum SKD4 y Pe-
diococcus stilesii SKD11 en Trichiurus lepturus, reportaron valores de pH de 5,6 y 5,8, respectivamente,
similares a los presentados en filetes de boga. Por otro lado, Andrés-Bello et al. (2015) informan valores
de pH del orden de 6,2 en dorada (Sparus aurata) impregnada con nisina.

Tabla 4. Efecto de la impregnacién de SLC en los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos de carne de boga.

Filete de boga Filete de boga impregnada con LPS10 | Filete de bogaimpregnada con LPM2
fresco
AP - 2,36+0,45° 3,72+0,59°
pH 6,55+0,41° 5,77+0,23 5,30+0,23
L* 64,44+1,57° 59,82+0,62° 63,09+2,14%
a 7,45+0,36° 9,77+1,22° 6,47+0,47°
b* 22,21+0,88° 31,02+0,59° 26,18+3,01°
IB 57,42+1,68 48,29+0,59 54,25+2,83*
Croma 23,4310,73 32,54+0,37° 26,98+2,90°
AE - 2,6410,16° 546+1,82°
NBVT (mg/100g) 12,86 +£2,03 10,06 £2,18° 12,87+2,23*
B. psicrotrofas (Log 4,75+0,07° 3,23+0,23¢ 433+0,05°
UFC/g)
B. proteoliticas (Log 4,50+0,01° 3,23+0,55° 3,87+0,12%
UFC/g)

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0,05).
En cuanto al color superficial, el proceso de impregnacién en la carne de boga tratada con LpS10
disminuyo6 los valores de L* e IB y aumentd los de a*, b* y Croma, mientras que estos parametros de color

no se modificaron significativamente en la impregnada con LpM2. En la Figura 3 se puede apreciar el
cambio de color entre la muestra sin impregnar y la impregnada con LpS10.

Figura 3. Muestras de boga antes (A) y después (B) de la impregnacién a vacio con LpS10.
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En el estudio de Andrés-Bello et al. (2015) en filete de dorada impregnada con nisina se observo un
efecto del tratamiento distinto al encontrado en el presente trabajo, ya que el parametro L aumenté
con la impregnacion, mientras que el valor b* disminuy6. En relacién al aumento del parametro a*, el
comportamiento de la muestra tratada con nisina fue similar a la tratada con LpS10, mientras que la no
modificacion de Croma coincidié con lo encontrado en la muestra LpM2. En el trabajo desarrollado por
Jo et al. (2021) en Trichiurus lepturus tratado con SLC de cepas de Lactobacillus, los valores de L aumen-
taron en las muestras tratadas, como lo sucedido con la nisina (Andres-Bello et al., 2015); mientras que
los valores de a* y b* también aumentaron, coincidiendo con lo encontrado en filetes de boga impregna-
da con el sobrenadante de LpS10.

En relacion a la variacion de color, no hubo diferencia significativa entre los valores encontrados para
LpS10y LpM2, quizas debido a la amplia dispersion de los resultados.

En el presente estudio, al igual que en el de Andrés-Bello et al. (2015), también se considera que las
variaciones del color de la carne de boga estan asociados al color de los sobrenadantes utilizados en la
impregnacion.

En cuanto a los valores de NBVT, la carne de boga impregnada con LpS10 presentd un valor signifi-
cativamente menor que la muestra fresca, mientras que la carne de boga tratada con LpM2 no present6
diferencia en este parametro. Estos resultados, tanto de muestras impregnadas como de control, se
encontraron por debajo de 30 mg/100 g, limite establecido por el Codigo Alimentario Argentino para
carne fresca en cuanto al contenido de NBVT. Los valores hallados fueron similares a los informado por
Andrés-Bello et al. (2015), tanto en el filete de dorada impregnado con nisina como su muestra control,
siendo cercano a 10 mg de NBVT/100 g muestra.

En la Tabla 4 se puede observar ademas que los procesos de impregnacion redujeron el nimero de
bacterias psicrétrofas y bacterias proteoliticas de los filetes. Ambas muestras impregnadas presentaron
un recuento de bacterias psicrétrofas inferiores a 7 log UFC/g, valor limite en muestras de pescado
refrigerado para consumo humano recomendado por la Comisiéon Internacional sobre Especificaciones
Microbioldgicas en Alimentos (ICMSF, 2011). Los recuentos de bacterias proteoliticas fueron de 3,23 log
UFC/g en la muestra impregnada con LpS10y 3,87 log UFC/g en las tratadas con LpM2. Los recuentos de
microorganismos psicrétrofos en las muestras impregnadas fueron significativamente menores que en
la muestra fresca, mientras que los recuentos de bacterias proteoliticas solo fueron menores en la carne
de boga impregnada con extracto de LpS10.

4.4. Evaluacion de la calidad de los productos impregnados con SLC y envasados a vacio durante el al-
macenamiento refrigerado

Las muestras control y las impregnadas presentaron pérdidas de peso durante el almacenamiento re-
frigerado, los cuales resultaron de 4,0 2 10,1 % y de 13,6 a 30,2 % respectivamente. Las mayores pérdidas
de la muestra impregnada indican un efecto del proceso aplicado en la matriz estudiada.

La variacién de peso y la evolucién del pH y del NBVT, durante el almacenamiento refrigerado de las
muestras impregnadas y la muestra control, se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Valores de AP (A), pH (B) y NBVT (C) de muestras control (M) y muestras impregnadas con LpS10 (M) y LpM2
(™) durante el almacenamiento refrigerado (0,5-2,5 °C).

Las muestras control presentaron un aumento significativo del pH a partir del sexto dia de almacena-
miento. En el caso de las muestras impregnadas con ambos sobrenadantes, el pH no presenté variacio-
nes significativas (p > 0,05) durante los 15 dias en refrigeracion, manteniendo las diferencias entre mues-
tras control e impregnadas. Jo et al. (2021) informan, en Trichiurus lepturus tratado con sobrenadantes
libres de células de BAL, que el pH de las muestras control no presenté diferencias significativas durante
los 4 dias en almacenamiento a 4 °C, mientras que las muestras tratadas aumentaron levemente, resul-
tando todas las muestras con valores similares de pH al final del periodo estudiado. Gao et al. (2014)
no encontraron diferencias significativas en los valores de pH entre la muestra de Trachinotus ovatus
control y la tratada con nisina durante los 15 dias de almacenamiento. Estos resultados indican que el
comportamiento del pH de las muestras es dependiente del sobrenadante empleado y de la especie
estudiada.

En cuanto a la evolucién del NBVT, se observé un aumento significativo a partir del sexto dia de alma-
cenamiento refrigerado para la muestra control, comportamiento similar al encontrado por Esteves et
al. (2021) en Balistes capriscus, que presenté un aumento significativo al quinto dia de almacenamiento
alvacio en refrigeracién. EL valor de NBVT de la carne de boga sin impregnar al comienzo del ensayo fue
de 12,86 mg /100 gy, al finalizar el periodo de estudio (dia 15), su valor result6é de 31,74 mg NBVT/100 g,
superior a los 30 mg/100 g establecidos por el CAA como limite para este parametro en pescado fresco.
Los valores de NBTV de las muestras tratadas con LpS10 presentaron un aumento significativo al dia 9
(de 10,06 a 15,55 mg/100 g), mientras que las impregnadas con LpM2 lo presentaron al sexto dia (de
12,87 223,65 mg/100 g). Lo encontrado difiere con lo reportado por Andrés-Bello et al. (2015), quienes no
observaron modificaciones en los valores de NBVT en las muestras impregnadas con nisina durante los
15 dias de almacenamiento. Gao et al. (2014) reportaron que, en el dia 9, el nivel de NBVT en la muestra
control superé el nivel aceptable sugerido para productos pesqueros, mientras que en la tratada con
nisina lo alcanzaron después de 12 dias. En este estudio, ambas muestras tratadas se mantuvieron por
debajo del contenido maximo aceptado por la normativa argentina durante el periodo de almacena-
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miento. Estos resultados indican que el tratamiento aplicado resulté util a la hora de mantener los valo-
res de compuestos nitrogenados en la carne de boga almacenada.

En la Figura 5 se presenta la evolucién de los parametros de color, L*, a*y b*, IB, croma y variacion de
color de las diferentes muestras durante el almacenamiento refrigerado.

Figura 5. Evolucién de los parametros de color de IB, Croma y AE de las muestras control (M) y muestras impregnadas
con LpS10 (M) y LpM2 () durante el almacenamiento en refrigeracion.

En las muestras control no se observaron diferencias significativas en los valores de L*, a* y b*. Mien-
tras que en las muestras impregnadas con LpS10 la luminosidad presenté una disminucion al noveno dia,
para luego volver a aumentar y no presentar diferencias significativas entre el dia 0 y el 15 de almacena-
miento, y los parametros a* y b* no se modificaron significativamente. En la carne de boga impregnada
con LpM2, los parametros L* y b* no presentaron diferencias significativas durante el almacenamiento,
mientras que el valor a* aumentoé al dia 12 y luego disminuy6 al final del almacenamiento, sin presentar
diferencias significativas con el dia 0. A diferencia de lo hallado en el presente estudio, Andrés-Bello et
al. (2015) encontraron en filete de dorada tratada con nisina que los valores de L* aumentaron en todas
las muestras durante el almacenamiento. Jo et al. (2021) reportaron que los valores de L* de las muestras
control y las tratadas con Lpb. plantarum SKD4 aumentaron durante los 5 dias de almacenamiento a 4
°C, mientras que en las tratadas con Pediococcus stilesii SKD11 disminuyeron. Los valores del parametro
a* aumentaron en la muestra control y disminuyeron en las tratadas con sobrenadantes, y los valores de
b* no se modificaron en la muestra control (como lo encontrado en el presente estudio). En la tratada
con SKD4 aumentaron y en la tratada con SKD11 disminuyeron, indicando que la evolucién de los para-
metros de color es altamente dependiente de la naturaleza del sobrenadante empleado.

Al evaluar estos parametros de color en conjunto en el calculo del IB, Croma y AE se encontré que,
durante el almacenamiento, tanto las muestras de carne de boga fresca como las impregnadas con am-
bos sobrenadantes no presentaron variaciones significativas durante el periodo estudiado.

En cuanto a los microorganismos psicrétrofos, las muestras impregnadas con LpS10 inician el alma-
cenamiento con un recuento 1 log menor que la muestra control y las tratadas con LpM2. El valor de
7 log, limite establecido por la ICMSF (2011) para el pescado refrigerado para consumo humano, fue
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superado en la carne de boga fresca en el dia 4 de almacenamiento (96 h), mientras que en el pescado
impregnado con LpM2 se alcanzé en el dia12,y en el tratado con LpS10 a los 15 dias de almacenamiento
seguia manteniendo un recuento inferior a 7 log.

Figura 6. Efecto del tratamiento de impregnacién y el envasado a vacio sobre el crecimiento de bacterias psicrétro-
fas (A) y bacterias proteoliticas (B) en muestras control (+) y muestras impregnadas con SLC de LpS10 (v) y LpM2 ().
Las lineas corresponden a las curvas modeladas utilizando Programa ComBase Predictor.

B
Los parametros microbiolégicos de crecimiento de estas bacterias se presentan en la Tabla 5. Estos
resultados se obtuvieron ajustando las curvas de crecimiento microbiano obtenidas en las muestras
control y las impregnadas durante 15 minutos con SLC de LpS10 y LpM2 al modelo de Baranyi-Robert,
usando el software DMFit 5.3. En todos los casos se obtuvo un ajuste de las curvas de crecimiento frente
al modelo completo de Baranyi-Robert superior a 0,8 (r?=0,80).
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Tabla 5. Parametros cinéticos del crecimiento de bacterias psicrotrofas y proteoliticas, calculados mediante ajuste
primario del modelo de Baranyi- Robert.

R2del ajuste Mo o N, N
(Log ufc/g*h) | (horas) | (Logufc/g) | (Logufc/g)

F.control 0,90 0,026 — 4,56 8,87
Crec.de bacterias Filetesimpregnados

psicrotrofas conSLCde LpS10 083 0,003 345 472
Filetesimpregnados

con SLCde LpM2 0,84 0,007 — 4,42 7,80

F.control 0,86 0,008 — 510 8,07
Crec.de bacterias Filetesimpregnados

proteoliticas conSLCde LpS10 086 0,009 322 6,58
Filetesimpregnados

con SLC de LpM2 0,90 0,008 — 3,90 6,74

H,... velocidad maxima de crecimiento; A: duracion de la fase de latencia; N: minima densidad de poblacion; N__:
maxima densidad de poblacién.

En cuanto a las bacterias proteoliticas, las muestras impregnadas con LpM2 iniciaron el periodo de
almacenamiento con recuentos poco mas de 1 log menores que las muestras control, diferencia que se
mantuvo a lo largo de los 15 dias estudiados. Las muestras impregnadas con SLC de LpS10 iniciaron el
almacenamiento con valores casi 2 log menores a la muestra fresca, pero la velocidad de crecimiento
fue mayor, alcanzando recuentos similares a las muestras impregnadas con LpM2. Los recuentos de bac-
terias psicrotrofas impregnadas con SLC de LpS10 presentaron menor velocidad maxima de crecimiento,
logrando tener un recuento al final del tratamiento de 4 log uFC/g menos que la muestra controly 3 log
UFC/g menos que la impregnada con SLC de LpM2.

Los resultados encontrados en el crecimiento y multiplicacion de bacterias psicrétrofas y proteoliti-
cas se pueden explicar por el efecto antimicrobiano del bajo pH y la presencia de acidos organicos en
los SLC incorporados a la carne de boga. Ademas, en las pruebas de inhibicién de SLCL y neutralizados
se encontré que siguieron presentando actividad microbiana. Esto sugiere la presencia de otros metabo-
litos producidos por Lpb. plantarum capaces de inhibir el crecimiento microbiano, como plantaricinas y
otros péptidos antimicrobianos (Mani-Lépez et al., 2022).

5. Conclusiones

La carne de pescado, al ser altamente perecedera, requiere ser sometida a tratamientos con el fin de
alargar su vida util refrigerada. En este sentido, ademas del envasado al vacio y del almacenamiento a
bajas temperaturas, es necesario sumar tecnologias que mejoren el control de bacterias de descompo-
sicion en la carne de boga fileteada.

La impregnacion a vacio durante 15 minutos con sobrenadantes libres de células de Lactiplantiba-
cillus plantarum obtenidas de sorgo y maiz demostré tener mayor poder para inhibir el crecimiento mi-
crobiano. Los SLC de la cepa obtenida de sorgo, ademas, permitieron disminuir los valores de pH y NBVT,
con lo cual se concluye que esta tecnologia representa una alternativa mas adecuada para extender la
vida util de la carne de boga por 15 dias en refrigeracién entre 0,5 - 2,5 °C y envasada a vacio. Presenta
como desventaja cambios significativos en la opacidad y el indice de blancura, teniendo en cuenta que

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°14 | AdoXIll | 2023 | 476




NaefElisaetal.|Aplicacion de laimpregnacionavacio en la biopreservacion de carne de pescado de rio

el color del filete es uno de los atributos que se miden para evaluar la frescura. Los resultados obtenidos
mantienen abierto un amplio campo para continuar investigando la naturaleza y caracteristicas de los
compuestos antimicrobianos presentes en los sobrenadantes libres de células.

6. Perspectivas futuras

En particular, el desarrollo de esta investigacion plante6 diversas inquietudes, las cuales se detallan
a continuacién:

» Realizar estudios sobre bacterias patégenas que podrian estar presentes en este tipo de ali-
mentos.

« Evaluar sensorialmente los filetes de boga impregnados y cocidos para la determinacion del
grado de aceptacién del uso de las tecnologias de vacio en la conservacion de los filetes de
boga.

«  Estudiar alternativas de impregnacion en filetes de boga como el rociado o la inmersién, a los
fines de que puedan utilizarse tecnologias menos costosas.

« Caracterizar genéticamente y taxonémica las cepas de Pseudomonas spp. aisladas.

« Aislar bacterias lacticas de la carne de boga para estudiar su efecto sobre la microbiota que
se incorpora en el procesamiento.

« Explorar los compuestos responsables de la inhibicién bacteriana en los SLC, asi como las
capacidades tecnolégicas para su aplicaciéon en este tipo de alimentos.

- Disefiar un medio de cultivo mas adecuado, posiblemente de subproductos de industrias, que
podria ser mas seguro para su uso en alimentos y permitiria reducir costos.

« Evaluar otras tecnologias para la aplicacién de sustancias inhibidoras producidas por bacte-
rias lacticas.
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