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RESUMEN






Los alimentos se deterioran con el tiempo, principalmente por la accion de organismos
vivos (mohos, bacterias, insectos, roedores, etc.), la accion fisico-quimica del entorno
(temperatura, humedad relativa, oxigeno, radiaciones, etc.) y la actividad biologica del
propio alimento. Las medidas tecnoldgicas necesarias para evitar o minimizar los
efectos adversos de los factores citados han dado lugar a nuevas técnicas de
conservacion de alimentos. Todas ellas incluyen un amplio conjunto de procedimientos
de muy distinta naturaleza y complejidad, entre las que se incluye el envasado con
plasticos activados con antimicrobianos o la aplicacion de alta presién hidrostatica.

Uno de los objetivos de este trabajo era determinar la eficacia de sustancias
antimicrobianas presentes en aceites esenciales (carvacrol, timol, eugenol,
cinamaldehido y tirosol) y la bacteriocina enterocina AS-48, solos o combinados, en la
inhibicién de la formacion de biopeliculas bacterianas, empleando para ello dos tipos de
peliculas de plastico: polietileno de baja densidad, y polietileno-poliamida. En un
ensayo preliminar, los mejores resultados se obtuvieron para carvacrol y timol. Se
comprobd también que la actividad antimicrobiana incrementaba considerablemente
cuando los plasticos eran activados con carvacrol o timol en combinacién con
enterocina AS-48. Los films de polietileno de baja densidad y de polietileno-poliamida
activados con enterocina AS-48 en combinacion con carvacrol o timol fueron ensayados
para determinar la inhibicion de la formacion de biopeliculas. El film plastico de
polietileno-poliamida para envasado al vacio activado con una mezcla de enterocina
AS-48 y timol fue el més eficaz tanto en la inactivacion de células planctonicas como en
la inhibicion de la formacion de biopeliculas en los ensayos realizados con Listeria
innocua, Lactobacillus fructivorans, Bacillus coagulans y Bacillus licheniformis. Como
resultado de este estudio cabe destacar el potencial de los plasticos de polietileno-
poliamida activados con una mezcla de timol y enterocina AS-48 en la inhibicion de la

formacion de biofilms por Listeria y por bacterias alterantes Gram-positivas.

Una vez comprobada la efectividad de los plasticos activados con
antimicrobianos naturales frente a diferentes microorganismos, el segundo paso fue
estudiar la eficacia de envases plasticos activados con la enterocina AS-48 mas timol
por separado, 0 combinados con alta presion hidrostatica (APH) sobre la inactivacién de
Listeria innocua eligiendo como sistemas alimentarios modelo filetes de dorada y en

puré de fruta almacenados bajo refrigeracion durante 10 dias. En las muestras de
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pescado control, se detectd la presencia de L. innocua en los filetes durante todo el
almacenamiento. En las muestras de filete de pescado envasadas con plasticos activados
se observd una reduccién en los recuentos de Listeria de 1,76 ciclos logaritmicos
durante la primera mitad del almacenamiento. La aplicacion del tratamiento con APH
en los filetes envasados con plésticos sin antimicrobianos, redujo los recuentos de
Listeria en 1,83 ciclos logaritmicos, pero no impidié el crecimiento de los
sobrevivientes durante el almacenamiento. El tratamiento combinado con plastico
activado y APH, redujo los recuentos viables en 1,88 ciclos logaritmicos y retraso el
crecimiento durante todo el periodo de almacenamiento. L. innocua sobrevivié también
en el puré de frutas durante todo el almacenamiento. El envasado del puré de frutas con
plastico activado redujo los recuentos de Listeria en 1,80 y 2,0 ciclos de registro en los
dias 0 y 3. Después de ese punto, Listeria se mantuvo por debajo de los limites de
deteccion. No se detectaron listerias viables en los purés despues de la aplicacion del
tratamiento con APH individualmente, o en combinacién con los plasticos activados.
Los resultados del estudio nos indicaron que la eficacia de los plésticos activados frente
a Listeria estd influenciada por el tipo de alimento.

Otro punto interesante era determinar el impacto de las peliculas de plastico
activadas con timol y enterocina AS-48 y el tratamiento de alta presion hidrostatica,
sobre la carga bacteriana y la diversidad bacteriana de los sistemas alimentarios elegidos
como modelo experimental. En primero estudio se determiné el efecto de los
tratamientos en filetes de dorada envasados al vacio y almacenados en refrigeracion
durante 10 dias. El envase activado y el tratamiento por APH redujeron los recuentos
viables de mesofilos aerdbicos en 1.46 y 2.36 ciclos logaritmicos, respectivamente,
mientras que el tratamiento combinado logré una reduccion de 4.13 ciclos logaritmicos.
Los tratamientos con alta presion hidrostética y los tratamientos combinados retrasaron
el crecimiento bacteriano. El grupo predominante en los filetes de dorada fue
Proteobacteria. La abundancia relativa de Firmicutes aumenté al final del
almacenamiento tanto en las muestras control como en las muestras tratadas por APH
individualmente o en combinacion con los plasticos activados. Las unidades
taxondmicas operativas (OTUs) predominantes a tiempo O en las muestras de control
(Listeria, Acinetobacter, Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Chryseobacterium)
cambiaron rapidamente durante el almacenamiento, con un aumento en la abundancia

relativa de Vibrio, Photobacterium y Shewanella junto con Cloacibacterium vy
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Lactobacillales al final del almacenamiento. La pelicula activada y el tratamiento por
APH indujeron cambios drasticos en la diversidad bacteriana inmediatamente después
de los tratamientos, apareciendo Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax y
Sphingomonas como principales OTUs, y también indujeron modificaciones adicionales
durante el almacenamiento. La diversidad bacteriana en las muestras envasadas con los
plasticos activados fue bastante homogénea durante el almacenamiento, detectandose
Vibrio, Photobacterium y Shewanella como principales OTUs, asemejandose a las
muestras de control. Los tratamientos por APH (individualmente o combinados con
peliculas activadas) dieron como resultado una abundancia relativa alta de
Acinetobacter seguido de Pseudomonas y Shewanella al comienzo del almacenamiento,
asi como una mayor abundancia relativa de bacterias acido lacticas al final del
almacenamiento. Estos resultados sugieren que la dindmica compleja de las poblaciones
bacterianas en los filetes de dorada refrigerados esta influenciada por el tratamiento con
APH y los antimicrobianos aplicados.

Una vez comprobado el efecto de los tratamientos aplicados en las muestras de
pescado, el objetivo del siguiente estudio, fue determinar el efecto de los tratamientos
compuestos por APH y peliculas activadas con una combinacion de enterocina AS-48 y
timol en la carga microbiana y la diversidad bacteriana de un puré de fruta elaborado a
partir de platano, manzana y pera. Se aplicaron tratamientos con APH y envasado en
peliculas activadas solos o combinados y las muestras se almacenaron en frio durante 10
dias después de los tratamientos. Solo el tratamiento por APH fue efectivo a la hora de
provocar una reduccion significativa de los recuentos viables (P <0.05) tras su
aplicacion asi como durante el almacenamiento, en comparacion con los controles no
tratados. La comunidad bacteriana del puré se determind mediante secuenciacion
masiva utilizando la tecnologia Illumina, y estaba compuesta principalmente OTUs
asignadas a fam. Comamonadaceae (23.17%) y a los géneros Methylobacterium
(21.46%), Acidovorax (8.70%) y Sphingomonas (6.63%). Al final del almacenamiento
se detectd un incremento en la abundancia relativa de Pseudomonas, alcanzando el
10.50%. La mayoria de las muestras envasadas con plasticos activados tenian mayores
abundancias relativas de los cuatro grupos bacterianos principales indicados
anteriormente y una menor abundancia relativa de Pseudomonas. La aplicacion del

tratamiento con APH redujo notablemente las abundancias relativas de



Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax y Sphingomonas. Tras la aplicacion
del tratamiento con APH aumenté la presencia de Lactobacillales, pero no durante el
almacenamiento, mientras que la abundancia relativa de Pseudomonas aument6 hacia el
final del almacenamiento. El tratamiento combinado con APH y envasado en plastico
activado logré la mayor reduccion en las abundancias relativas de Comamonadaceae y
Methylobacterium. Los resultados indicaron que el tratamiento con APH en
combinacidn con plasticos activados fue el que tuvo mayores efectos sobre la diversidad
bacteriana del puré de fruta.



INTRODUCCION






11.1.- La seguridad de los alimentos desde el punto de vista microbiolégico

Las enfermedades transmitidas por alimentos, ocasionadas normalmente por
microorganismos patdgenos, constituyen un gran problema de salud puablica en todo el
mundo. Ademas de ser una causa importante de morbilidad, suponen una carga
econdmica importante para las naciones, perjuicios para los consumidores y un gran
impacto para las empresas de productos alimenticios (Wallace et al., 2000; Rodriguez-
Lazaro et al.,, 2006; Gonzalez and Rojas, 2005; Gonzalez-Mufioz and Palomino-
Camargo, 2012).

Existen mas de 250 enfermedades conocidas que se transmiten a través de
alimentos. Su incidencia ha aumentado considerablemente durante las Gltimas décadas
por la rapida globalizacion del mercado de alimentos y por los profundos cambios en
los habitos alimenticios. Ademas, este problema se acrecienta con la aparicion de
nuevas formas de transmision, el aumento de los grupos de poblacion vulnerables, y el
aumento de la resistencia a los compuestos antimicrobianos en los microorganismos

patdgenos (Rodriguez-Lazaro et al., 2006; Gonzélez and Rojas, 2005).

Se han descrito alrededor de 40 patdégenos de origen alimentario capaces de
causar enfermedades en humanos (Rodriguez-Lazaro et al., 2006). De todos ellos, méas
del 90% de los casos confirmados y las muertes causadas por dichos patégenos han sido
atribuidos a bacterias (Hakovirta, 2008). Entre las bacterias mas comunes podemos
encontrar Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp., Staphylococcus aureus o
Yersinia enterocolitica (Gonzélez and Rojas, 2005; EFSA-ECDC, 2017). Sin embargo
hay que tener en cuenta, que aproximadamente el 98% de los microorganismos que
encontramos en los alimentos no son patdgenos (Prasad and Sharan, 2009). Por esta
razon, seria necesario desarrollar pruebas de diagnostico que puedan identificar
especificamente al microorganismo de interés (Prasad and Sharan, 2009). No obstante,
cada vez resulta mas evidente que, para comprender el desarrollo y la supervivencia de
los patdgenos en alimentos, es también necesario conocer el resto de la microbiota

presente.



El pescado fresco es una fuente de proteina cada vez mas necesaria y que se
utiliza para la preparacion de diferentes platos, pero al mismo tiempo es altamente
perecedero. La principal causa del deterioro del pescado fresco es la actividad
metabolica de los microorganismos, que provocan la degradacion de las moléculas
organicas y del tejido, la pérdida de acidos grasos esenciales, las vitaminas liposolubles
y la funcionalidad proteica, la produccion de aminas biégenas y la formacién de olores
desagradables (Gram and Dalgaard, 2002). El pescado fresco puede contener diferentes
tipos de bacterias patdgenas o productoras de toxinas, principalmente de las
pertenecientes a los géneros Salmonella, E. coli, Campylobacter, Vibrio,
Staphylococcus, Clostridium, asi como otras bacterias (McCoy et al., 2011). Entre los
microorganismos alterantes del pescado fresco destacan Shewanella putrefaciens
(Jorgensen et al, 1988), Photobacterium phosphoreum, Pseudomonas spp.,
Achromobacter spp., Acinetobacter spp., Flavobacterium spp. y Aeromonas spp.
(Dalgaard, 1995, 1993). Algunos autores han descrito que el pescado sin ninguln tipo de
conserva es deteriorado principalmente por bacterias Gram-negativas fermentadoras
(como, por ejemplo, Vibrionaceae), mientras que en el deterioro del pescado refrigerado
intervienen  principalmente  bacterias Gram-negativas psicrotolerantes (como
Pseudomonas spp. y Shewanella spp.) (Gram and Huss, 2000; Gram and Dalgaard,
2002). El deterioro del pescado depende también de la atmosfera de envasado. El
envasado en atmodsfera de CO,inhibe a los microorganismos con metabolismo
respiratorio, y favorece el desarrollo de Photobacterium phosphoreumy bacterias
lacticas (Dalgaard, 2000; Gram and Dalgaard, 2002). El envasado al vacio, junto con la
refrigeracion, la adicion de bajas concentraciones de sal y una ligera acidificacion
inhibe a las bacterias Gram-negativas aerobias (Gram and Dalgaard, 2002). En estas
condiciones, la microbiota predominante consiste en bacterias lacticas (Lactobacillus
y Carnobacterium) junto con bacterias Gram-negativas fermentativas como P.
phosphoreum y Enterobacteriaceae psicrotrofas (Truelstrup et al., 1995; Jorgensen et
al., 2000; Leroi et al., 1998).

Los alimentos de origen vegetal pueden ser portadores de microorganismos
patdgenos (Lund, 2014). Los jugos de fruta fresca y los purés de fruta son un tipo de
alimento cada vez mas demandado, ya que son ricos en sabor y aportan vitaminas, fibra,
y fitonutrientes. Este tipo de productos pueden contener una gran variedad de bacterias
alterantes y de microorganismos patdgenos para los humanos. Se ha demostrado que los
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jugos de fruta pueden trasmitir patdgenos como Escherichia coli entero hemorrégica
0157:H7, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes y Cryptosporidium (Aneja et
al., 2014; Berger et al., 2010; Tribst et al., 2009; Yeni et al., 2016). Ademés de los
patdgenos, se han detectado bacterias alterantes como Alicyclobacillus spp.,
Enterobacter spp., Erwinia spp., Propionibacterium cyclohexanicum, Pseudomonas
spp. y bacterias del acido lactico en frutas cortadas y en zumos de fruta (Carlin 2013;
Tribst et al., 2009; Sospedra et al., 2012). Ultimamente, con el fin de garantizar la
conservacion y seguridad de los alimentos y de satisfacer las preferencias de los
consumidores de frutas y purés tanto en sabor, frescura y altas cualidades nutricionales
y sensoriales, ha aumentado la demanda de métodos alternativos de conservacion no
térmica (Mittal and Griffiths, 2005).

Uno de los patdgenos que despierta mayor preocupacion en los alimentos es
Listeria monocytogenes, ya que si bien su incidencia en los productos para consumo es
baja, la mortalidad es muy elevada (EFSA-ECDC, 2017). L. monocytogenes es una
bacteria Gram-positiva psicrotrofa transmitida por los alimentos, que se encuentra
ampliamente distribuida en el medio ambiente, como en las plantas, el suelo, los
animales, el agua, la suciedad, el polvo y el suelo (McLauchlin et al., 2004; Gandhi and
Chikindas, 2007). ElI numero de casos de listeriosis confirmados en Europa ha
aumentado de forma estadisticamente significativa durante el periodo de 2008-2016,
con un 16.6% de casos letales (EFSA, 2017). La listeriosis afecté sobre todo a personas
de edad superior a 64 afos, y de forma particular a las mayores de 84 afios. Los
pescados listos para el consumo y otros productos de la pesca presentaron los
porcentajes mas altos de este microorganismo, seguidos de otros alimentos de origen
animal, como las carnes y los productos lacteos (EFSA, 2015). La FDA recomienda
cocinar el pescado fresco de forma que alcance una temperatura interna de 63°C (FDA,
2016). No obstante, la elaboracion de productos ligeramente procesados o determinadas
practicas culinarias pueden hacer que se alcancen temperaturas mas bajas o que el
alimento se contamine una vez preparado. Algunos tipos de pescado, como la dorada, se
han introducido en los ultimos afios como principal ingrediente en la elaboracion de
productos marinos crudos listos para consumo (como sushi, sahimi, nigrini, carpaccio y
otros) (Bolivar et al., 2018). La falta de tratamiento térmico en estos productos
incrementa el riesgo de transmision de patdgenos como L. monocytogenes (Bolivar et
al., 2018).
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L. monocytogenes también ha sido descrita en verduras, frutas y puré de frutas
(EFSA, 2015, 2017). El consumo de frutas y verduras contaminadas con L.
monocytogenes dio lugar a brotes de listeriosis (Garner and Kathariou, 2016; McCollum
et al., 2013). Por todo esto, es de suma importancia reducir los riesgos de transmision
de esta bacteria a través de la cadena alimentaria. Un enfoque para reducir la
transmisién de patdgenos transmitidos por los alimentos es la aplicacion de compuestos
de origen bioldgico como bacteriocinas y fitoquimicos, adicionados al alimento o bien
incorporados en los materiales para envasado (Gélvez et al., 2007; Irkin and Esmer,
2015; Malhotra et al., 2015).

La inocuidad de los alimentos es una de las caracteristicas principales de la
seguridad alimentaria, y esta relacionada en la mayoria de los casos con las tecnologias
de produccion agraria, la manipulacién y elaboracién de alimentos, constituyendo asi
una importante prioridad politica en todo el mundo (Rodriguez-L&zaro et al., 2006;
Gonzélez-Mufioz and Palomino-Camargo, 2012). La adopcion de nuevos enfoques en la
aplicacion de la tecnologia de barreras, como la utilizacion de envases activados con
antimicrobianos naturales en combinacion con métodos de procesado no térmicos puede
ser una alternativa muy interesante para disminuir el riesgo de transmision de
microorganismos patdgenos y mejorar la conservacion de los alimentos a la vez que
disminuir el impacto del tratamiento sobre sus propiedades organolépticas y fisico-
quimicas. Por otra parte, dado que los alimentos son ecosistemas complejos donde se
desarrollan diferentes comunidades microbianas, seria muy conveniente conocer la
diversidad microbiana de estos para asi poder plantear estrategias de control mas
adecuadas frente a aquellas poblaciones microbianas que pudieran constituir un mayor

riesgo.

11.2.-Envases activos

El aumento de los sistemas de transporte, de distribucion, las necesidades de
almacenamiento, asi como la presencia de grandes supermercados y tiendas de almacén,
ha hecho que los alimentos no se consuman directamente del campo, de la granja, o de
las instalaciones de procesamiento. Durante todas las etapas que van desde la recogida

de la materia prima, el manejo, transporte y almacenamiento, los productos comienzan a
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deshidratarse, se deterioran, pierden sus caracteristicas organolépticas y su valor

nutritivo.

Los envases empleados para conservar y comercializar alimentos han ido
variando a lo largo de los afios como respuesta a factores sociales, para evitar pérdidas
economicas, debido al aumento del comercio internacional, o la creciente preocupacion
por la salud y el consumo de alimentos naturales. Existe en la actualidad una amplia
gama de envases y embalajes de diferentes materiales y caracteristicas que sirven para
cubrir las demandas especificas de consumo que se comercializan en las sociedades méas
desarrolladas. Para cada uso es necesario seleccionar el envase adecuado en funcion de
aspectos como: las caracteristicas del producto, vida Util deseada, forma de transporte,

distribucion comercial, mercado consumidor, coste, etc...

La introduccion de los materiales de origen polimérico (cominmente conocidos
como pléasticos) revoluciono el disefio de los envases y las técnicas de envasado. Estos
modernos materiales (los primeros plasticos se desarrollaron durante la Il guerra
mundial) presentan una serie de propiedades atractivas frente a los clasicos vidrio y
metal, como son ligereza, flexibilidad, transparencia u opacidad, inercia quimica,
resistencia térmica, versatilidad de formas, bajo costo de materias primas, fabricacion y

transformacion, compatibilidad con las microondas, o termosellado.

El término genérico “plastico” engloba miles de materiales diferentes, que
pueden ser transformados de forma similar, por lo que se pueden conseguir mezclas y
estructuras multicapas, incluso con otros materiales como papel, carton o aluminio,
aumentando asi sus posibilidades de aplicacién y permitiendo una total adaptabilidad
del envase a los requisitos de un producto especifico (Coles et al., 2003). Por otra parte,
los plasticos también encuentran aplicacién y llegan a formar parte de los envases
metalicos y de vidrio; se aplican barnices y lacas para limitar la corrosién de las latas y
mejorar su aspecto y para reducir la fragilidad de los envases de vidrio. Ademas, se
utilizan gomas (polimeros el&sticos) en los elementos de cierre de estos envases. En la
tabla 1 se muestran los principales plasticos utilizados en la fabricacién de envases para

alimentos.
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Tabla 1.- Principales tipos de plasticos utilizados en los alimentos (Coles et al., 2003)

Nombre Siglas en inglés
Polietileno, baja y alta densidad PE (LDPE Y HDPE)
Polipropileno PP
Polietilén tereftalato PET
Etileno vinil acetato EVA
Poliamidas PA
Poliestireno PS
Etilén vinil alcohol EVOH
Acetato de polivinilo PVA
Cloruro de polivinilo PVC
Estirenos S

Tradicionalmente, el principal objetivo de los envases para alimentos ha sido
contener y proteger al alimento de los dafios fisicos que pudieran ocurrir durante el
transporte y la comercializacion de los mismos, es lo denominado como “envase
pasivo”. En los ultimos afios esto ha cambiado y actualmente el envase se utiliza como
un sistema alternativo de conservacion de los alimentos, no solo como contenedor de
los mismos, sino que se busca de él un efecto positivo y beneficioso sobre el alimento.
Este tipo de envase se denomina “envase activo”. Este nuevo enfoque ha permitido la
incorporacion de nuevos materiales y sistemas que pueden ejercer una interaccién
positiva entre el envase y el alimento (Galotto and Guarda, 2014). Los envases activos
se clasifican dependiendo del aditivo que posean, y entre ellos destacan, los que

presentan actividad antimicrobiana o antioxidante.

Los envases con actividad antimicrobiana son capaces de inhibir la accién de los
microorganismos causantes de contaminacion alimentaria, mientras que los
antioxidantes retardan y previenen la aparicion de radicales libres en el alimento,
actuando en las reacciones de oxidacion de las moléculas presentes (Bruna et al.,
2014a). La incorporacion de estos compuestos a los plasticos para envasado va a
permitir alargar la vida Gtil de los productos envasados. Entre ellos, por ejemplo, los
aceites esenciales de plantas y algunos de sus componentes aislados, retinen la doble
propiedad de ser antimicrobianos y antioxidantes (Chiralt, 2014).
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Los envases antimicrobianos se pueden clasificar en 2 tipos: por un lado estan
los que contienen agentes antimicrobianos que migran y por lo tanto pueden entrar en
contacto con el alimento, y los que son efectivos frente al crecimiento microbiano en la
superficie de los alimentos, sin migracién de los agentes antimicrobianos hacia estos
(Brody et al., 2001). Si lo miramos desde otro punto de vista, los envases con
antimicrobianos se dividen en 2 grupos principales: los biodegradables y los no
biodegradables. La mayoria de los polimeros sintéticos utilizados son no
biodegradables, se pueden utilizar en diferentes productos, ya que tienen la ventaja de
ser mas econdémicos, baja densidad, inertes, se pueden cerrar por termosellado, alta
fuerza mecanica, transparencia, etc... (Sung et al., 2013).

Debido a la creciente preocupacion por prevenir la contaminacion de los
alimentos con sustancias quimicas y microorganismos patdgenos, han aumentado las
investigaciones en el desarrollo de envases activos. Estos envases, pueden aportar unas
condiciones adicionales al alimento diferentes a las que se consiguen al afadir
directamente los compuestos antioxidantes y antimicrobianos a estos, ademas de
cumplir su objetivo principal que es proteger los alimentos de agentes externos
(Suppakul et al., 2003; Chen et al., 2010; Pereira de Abreu et al., 2012; Bodini et al.,
2013). En los dltimos afios, ha incrementado el uso de materiales biodegradables y con
ello la fabricacion de biopolimeros de fuentes renovables, que tienen la caracteristica de
poder absorber compuestos activos (Mufioz-Bonilla and Fernandez-Garcia, 2012),
dando lugar asi a una nueva técnica para obtener seguridad y prolongar la vida util de

alimentos listos para su consumo.

Actualmente los sistemas de envasado de alimentos se enfocan en inhibir la
contaminacién con microorganismos patdgenos. Muchos de estos sistemas se conocen
como envases activos o “inteligentes”, que se han desarrollado para cumplir con
requerimientos especificos de inocuidad. El fin de estos envases activos es asegurar la
calidad e inocuidad de los alimentos durante toda su vida util, inhibiendo el crecimiento
de microorganismos alterantes y de aquellos microorganismos potencialmente
peligrosos para la salud. Sin embargo, hay pocos productos en el mercado con peliculas
antimicrobianas debido a la aln poca aceptacion por parte del consumidor y a su alto
costo (Sung et al., 2013). Otro de los métodos que ha aumentado su uso en los ultimos

afios, es la incorporacion de nanomateriales en el envasado de alimentos; uno de los
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puntos clave es el envasado activo, en el que las nanoparticulas interactian directamente
con los alimentos obteniendo asi la proteccion de estos debido a su accion como agentes

antimicrobianos (Carbone et al., 2016).

Los plasticos activados aumenta la vida util, la seguridad y la calidad de muchos
productos alimenticios al reducir el crecimiento microbiano en alimentos no estériles y
minimizar el riesgo de contaminacion posterior de los productos procesados (Hotchkiss,
1997). Logran una migracion lenta de agentes antimicrobianos desde un &rea de alta
concentracion (material de empaque) a un area de baja concentracion (alimento),
proporcionando una exposicion mas prolongada de bacterias a antimicrobianos y
disminuyendo la pérdida de actividad antimicrobiana al interactuar con la matriz del
alimento (Han, 2000). Cuando se utilizan como parte de la tecnologia de barreras
(Leistner and Gorris, 1995), los plasticos activados pueden mejorar la inactivacion de

los microorganismos en los alimentos.

Existen diferentes agentes antimicrobianos que se pueden incorporar al material
de envasado, y estos pueden ser incorporados como recubrimiento o inmovilizados. Los
procesos térmicos, por extrusion, fundicion, moldeado e inyeccion son los maés
utilizados para la incorporacion de los agentes antimicrobianos dentro de los envases
(Jokar et al., 2009). En la tabla 2 se muestran los diferentes antimicrobianos que pueden
ser utilizados en envases activos. Numerosos estudios han descrito las propiedades de
estos envases antimicrobianos frente a diferentes microorganismos en distintos
alimentos. Por ejemplo, la actividad antimicrobiana de la nisina ha sido estudiada en
carne de pollo para inactivar Salmonella typhimurium (Cutter et al., 2001). Dentro de
los productos lacteos el envasado con nisina reducia los recuentos de bacterias lacticas,
Listeria innocua y S. aureus en muestras de queso en refrigeracion (Scannell et al.,
2000). Siragusa y colaboradores en 1999, demostraron también que la nisina
incorporada en los envases era capaz de evitar el crecimiento de Lactobacillus
helveticus y B. thermosphacta en muestras de carne. Las bacteriocinas nisina y
pediocina son capaces de inhibir por completo el crecimiento de L. monocytogenes
inoculada en muestras de carne y aves (Ming et al., 1997).

Entre las sustancias quimicas, el triclosan adicionado a los plasticos es capaz de
inhibir a Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella
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enteritidis y Brocothrix thermosphacta (Vermeiren et al., 2002). Chumg vy
colaboradores incorporaron parabenos a los plasticos inhibiendo con estos el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae. El sorbato potésico no mostr6 la efectividad
deseada frente a Candida spp., Pichia spp. o Penicillium spp., debido a la limitada
migracién del sorbato a través del plastico (Devlieghere et al., 2000), pero sin embargo,
si se observd mayor efectividad frente a Penicillium spp. al adicionar cloruro de

benzoilo.

Tabla 2.- Agentes antimicrobianos usados en envases activos (adaptado Martinez Tenorio,

2011).
Agente antimicrobiano Ejemplo
Acidos anhidricos Anhidro benzoico, anhidro sdrbico
Acidos grasos Ac. palmitoleico, ac. laurico
Acidos inorganicos Ac. fosforico
Acidos organicos Ac. acético, ac. benzoico, ac. citrico, ac. lactico,
ac. sdrbico, ac. propionico
Alcoholes Etanol
Aminas Hexametil entramina
Antibidticos Natamicina
Antioxidantes fenélicos BHA, BHT, TBHQ
Bacteriocinas Lactacina, nisina, pediocina, sakacina
Compuestos de amonio Sales cuaternarias de amonio
Compuestos de plantas Carvacrol, timol, eugenol, geraniol, linalol,
citrato, terpinol
Enzimas Quitinasa, lisozima, B-glucanasa
Fenoles naturales Catequinas, hidroquinonas, p-cresol
Fungicidas Dioxido de azufre, Imazalil
Metales Caobre, plata
Parabenos Etil parabeno, propil parabeno, metil parabeno
Péptidos antimicrobianos Cecropina, defensina, magainina
Polisacaridos Quitosano
Quelantes Citrato, EDTA, polifosfato, lactoferrina
Sales de &cidos organicos Sorbato potéasico, benzoato de sodio

Diversos derivados de especias o hierbas como canela, ajo, mostaza, u orégano,
se han utilizado para inhibir a ciertos hongos como Penicillium comune, P. roqueforti,
Aspergillus flavus o Endomyces fibuliger en productos de panaderia (Nielsen and Rios,

2000). En los altimos, afios dentro de los antimicrobianos naturales empleados en la
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obtencién de plasticos activados con para la inhibicién de microorganismos patdgenos
transmitidos por los alimentos destacan los aceites esenciales de plantas, o sus
compuestos bioactivos (Guarda et al., 2011; Cerisuelo et al., 2013; Otero et al., 2014;
Muriel-Galet et al.,, 2012; Ramos et al., 2012; Theinsathid et al., 2012) y las
bacteriocinas (Mauriello et al., 2005; Neetoo et al., 2007; Santiago-Silva et al., 2009;
Natrajan, and Sheldon, 2000; Perez Espitia et al., 2012; Viedma et al.,. 2010).

11.2.1.- Aceites esenciales

Entre las sustancias con actividad antimicrobiana destacan los aceites esenciales y sus
componentes bioactivos (Burt, 2004). Los aceites esenciales son liquidos de naturaleza
aceitosa obtenidos de diferentes partes de las plantas como hojas, ramas, corteza,
hierbas, flores, yemas, semillas, madera, frutos o raices: Son mezclas complejas de
ésteres, aldehidos, cetonas y terpenos, son compuestos olorosos, muy solubles en
alcohol y poco solubles en agua (Bullerman, 1997). Los aceites esenciales pueden
proporcionar a los plasticos propiedades antimicrobianas y/o antioxidantes, y su
composicion y las interacciones especificas con el polimero van a determinar su eficacia
final como compuesto activo (Atarés and Chiralt, 2016). Muchos antioxidantes son
conocidos por presentar actividad antimicrobiana, lo que permite asumir una relacion
entre las actividades antimicrobianas y antioxidantes; no obstante, puede no existir, 0
haber poca correlacion entre ambas actividades ya que son multiples los mecanismos
involucrados. Los aceites esenciales se han utilizado desde la edad media con fines
bactericidas, virucidas, fungicidas, antiparasitarios, insecticidas, medicinales y en
cosmética. Su actividad antimicrobiana depende de su caracter hidrofilico, o
hidrofobico, los componentes quimicos presentes y el tipo de microorganismo con el

que se utilice.

Por otro lado, las plantas aromaticas y las especias han sido utilizadas desde
tiempos ancestrales para conservar los alimentos y mejorar su sabor. Su actividad
antimicrobiana reside con frecuencia en compuestos de naturaleza fendlica, muchos de
los cuales han sido caracterizados en profundidad (Burt, 2004; Holley and Patel, 2005;
Reichling et al., 2009; Solérzano-Santos and Miranda-Novales, 2012). Destacan entre
ellos el carvacrol y timol de los aceites de orégano, el eugenol del aceite de clavo, o el
trans-cinamaldehido, presente en el aceite de canela. Todos ellos son reconocidos como
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antimicrobianos seguros por la Food and Drug Administration. El tirosol y el
hidroxitirosol son también compuestos con actividad antimicrobiana, asociados al olivo
y sus derivados como la aceituna de mesa o el aceite de oliva (Capasso et al., 1995;
Medina et al., 2007). La actividad antimicrobiana de hierbas y plantas es generalmente
atribuida a los compuestos fenolicos presentes en sus extractos o aceites esenciales, y se
ha observado que la grasa, proteina, concentracion de sal, pH y temperatura afectan la

actividad antimicrobiana de estos compuestos (Nychas, 1995).

Muchos aceites esenciales tienen la capacidad de reducir la concentracion de
microorganismos viables en los alimentos, pero sin embargo tienen un impacto
demasiado fuerte en el sabor y el aroma, lo que limita considerablemente su utilizacion.
No obstante, algunos de los componentes bioactivos de los aceites esenciales presentan
una mayor potencia antimicrobiana y un menor impacto en los alimentos, por lo que son
considerados buenos candidatos para futuras aplicaciones. Muchos de ellos han sido
evaluados en sistemas alimentarios, mostrando buenos resultados en cuanto a la
inhibicién de microorganismos patdgenos o alterantes (Burt, 2004; Devi et al., 2010;
Rattanachaikunsopon et al., 2010).

Una de las alternativas para prevenir el crecimiento de microorganismos
patdgenos o alterantes en alimentos es el empleo de recubrimientos activados con
antimicrobianos procedentes de aceites esenciales (Coma, 2008; Vargas et al., 2008;
Sung et al., 2013). Mediante esta técnica, el antimicrobiano se libera méas lentamente lo
que disminuye su inactivacién por interaccion con los componentes del alimento,
proporcionando una proteccion mas prolongada a la vez que se necesitan
concentraciones menores de antimicrobiano. Asi mismo, el envase activado actdia como
barrera contra la contaminacion cruzada del alimento con bacterias de origen exdgeno, y

permite el envasado de los alimentos en atmdsferas modificadas.

Recientemente también ha surgido un gran interés por el empleo de
antimicrobianos naturales como los aceites esenciales y sus componentes activos en el
control de las bacterias resistentes a antibiéticos, asi como en el control de la formacion
de biopeliculas. De hecho, los compuestos antimicrobianos naturales pueden ser una
buena alternativa para combatir las biopeliculas bacterianas (Bazaka et al., 2012).
Existen diversos estudios con resultados prometedores sobre el empleo de aceites
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esenciales o sus componentes activos para la inactivacion de biopeliculas formadas por
microorganismos patdgenos (Pérez-Conesa et al., 2006; Lebert et al., 2007; Nostro et
al., 2007; Karpanen et al., 2008; Soni et al., 2013; Upadhyay et al., 2013). Algunos
componentes activos de los aceites esenciales, son capaces de inhibir la formacion de
biopeliculas incluso cuando se usan a concentraciones subinhibitorias. Asi, el carvacrol,
el cinamaldehido y el eugenol inhiben la activacién génica mediante sefiales de quérum
(Knowles et al., 2005; Niu et al., 2006; Zhou et al., 2006; Burt et al., 2014).
Incorporados en films o plasticos para recubrimientos de alimentos, el carvacrol y el
cinamaldehido inhiben la formacion de biopeliculas bacterianas (Nostro et al., 2012). El
cinamaldehido impide también la formacion de biopeliculas por cepas de E. coli
uropatégenas tanto en placa como en catéteres, lo que se ha considerado de gran
significado en el &mbito clinico (Amalaradjou et al., 2011). Las bacteriocinas también
interfieren con la formacion de biopeliculas, como por ejemplo la enterocina AS-48
adsorbida sobre placas de poliestireno frente a L. monocytogenes y Bacillus cereus
(Caballero Gomez et al., 2012, 2013).

Dentro de las frutas y hortalizas la tendencia actual es consumir productos mas
frescos y sanos, y lo mas parecido a su forma original. Sin conservantes quimicos como
son los benzoatos, nitritos y nitratos, anhidrido sulfuroso (SO2), entre otros. Esto genera
la necesidad de buscar otras alternativas para conservar los productos que cubran las
mismas propiedades antimicrobianas y sean compatibles con el alimento (Alvarez-
Parrilla, 2006). Por ejemplo, un compuesto que se esta utilizando para sustituir al acido
sorbico en la conservacion de los alimentos vegetales es la vainillina, un componente
cristalino de la vaina de la vainilla, que es eficaz para la conservacion de frutas como la
manzana, las fresas o el mango (Blanchard, 2000). En ensaladas de frutas se comprobd
que al afadir aceites esenciales de mandarina, cidra, limon y lima, aumento su vida atil
y se redujo la carga microbiana, sin alterar las caracteristicas organolépticas de las frutas
(Lanciotti et. al., 2004). Se han realizado numerosos estudios con plasticos activados
con diversos tipos de aceites y extractos de plantas (Glinel et al., 2012). Los aceites
esenciales incorporados en peliculas o recubrimientos han mostrado actividad fungicida
frente a un amplio rango de hongos patdgenos importantes en postcosecha (Daferera et
al., 2000). Rojas—Grau y colaboradores (2007a) estudiaron un recubrimiento a base de
puré de manzana, alginato, glicerol y aceite esencial de orégano en trozos de mango,

observando una disminucién de Listeria innocua inoculada en las muestras tratadas.
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Cuando se adicionaron al meldn cortado recubrimientos a base de alginato, glicerol, y
acido palmitico, se observé inhibicion en el crecimiento de Salmonella enterica, ademas
de conservar el producto fresco en condiciones Optimas (Raybaudi—-Massilia et al.,
2008). En estudios realizados por Ponce y colaboradores en 2008, demostraron el efecto
inhibitorio de cubiertas comestibles de quitosano con romero en el crecimiento de L.

monocytogenes en superficie de calabaza.

Los aceites esenciales y sus compuestos antimicrobianos se han estudiado
también para la conservacion de diferentes tipos de pescados (Hyldgaard et al., 2012;
Patel, 2015; Pandey et al., 2017). El aceite esencial de orégano destaca por su actividad
como antioxidante (Fasseas et al., 2008), antitripanosoma (Santoro et al., 2007), y
antibacteriano (Albado et al., 2001). La doble ventaja que ofrece el aceite esencial de
orégano en cuanto a las propiedades sensoriales y la mejora del tiempo de conservacion
se ha aprovechado en el pescado, prolongando el tiempo de vida util del producto en
comparacion con otros métodos de conservacion (Viuda-Martos et al., 2009). Otros
estudios microbiolégicos han demostrado que ciertos aceites esenciales son activos
frente a diferentes especies de Aeromonas presentes en pescados. Por ejemplo, Hammer
y colaboradores en 1999, demostraron que el orégano, la citronela y el tomillo inhibian
a Aeromonas sobria. Nya y colaboradores en 2010, determinaron que la alicina tenia
poder inhibitorio frente a Aeromonas hydrophila. En otros estudios los resultados
mostraron que al alimentar a la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss con un extracto de
ajo en su dieta durante catorce dias, aumenté significativamente su supervivencia frente
a las no alimentadas con ajo, en las que se detectd A. hydrophila (Nya and Austin,
2009).

La incorporacion de los aceites esenciales y sus compuestos antimicrobianos
como parte de la tecnologia de barreras es una alternativa muy interesante, ya que
permite potenciar la actividad antimicrobiana a concentraciones mas bajas debido a los
efectos sinérgicos entre los distintos componentes. A modo de ejemplo, la actividad de
la nisina se ve potenciada por compuestos fendlicos naturales (Olasupo et al., 2004),
permitiendo incluso la inactivacién de Salmonella y Escherichia coli en zumos (Yuste
and Fung, 2004).
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11.2.1.1.- Timol

El género Thymus (familia Lamiaceae) comprende mas de 350 especies de plantas
aromaticas con caracteristicas botanicas bastante diferentes y una amplia
heterogeneidad quimica (Adzet et al., 1997). Uno de los componentes mas valiosos del
tomillo (especialmente de las hojas) es su aceite volatil, que esta formado por terpenos,
sesquiterpenos y varios compuestos derivados oxigenados (alcoholes, aldehidos,
cetonas, acidos, fenoles, éteres, ésteres, etc.), todos ellos responsables del olor y el sabor
caracteristicos de la planta (Pourmortazavi and Hajimirsadeghi, 2007). El tomillo es
utilizado en alimentos como saborizante (Prakash et al., 1990), en cosméticos y
perfumeria (Mookherjee et al., 1989) y en las industrias farmacéuticas (Ferley et al.,
1988). Las principales propiedades farmacoldgicas que se le atribuyen son las
actividades antimicrobianas, antitusivas, antiespasmodicas y antioxidantes (Hoferl et al.,
2009; Soliman and Badeaa, 2002).

El timol y su isémero carvacrol se encuentran entre los constituyentes
biologicamente mas activos del aceite volatil del tomillo. EI timol (2-isopropil-5-
metilfenol) es el principal fenol monoterpeno presente en el aceite de diversas
variedades de tomillo (Hyldgaard et al., 2012; Thompson et al., 2003), y es ademas un
antimicrobiano barato disponible comercialmente. El timol y el carvacrol han
demostrado  propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras, antioxidantes,
antibacterianas y antifingicas (Braga et al., 2006; Tian and Lai, 2006; Ivanovic et al.,
2012). La variedad mas estudiada es Thymus vulgaris (Garcia Risco et al., 2011;
Thompson et al., 2003; Tschiggerl and Bucar, 2011), aunque la atencion también se ha
centrado en Thymus zygis (Moldao-Martins et al., 2000), una variedad de tomillo muy
extendida en Portugal y Espafia, asi como en Thymus citriodorus, una planta cultivada

en toda la region del Mediterraneo (Sacchetti et al., 2005).

El aceite de la hoja de tomillo generalmente es obtenido por destilacion al vapor
(en cuyo caso, de acuerdo con la Farmacopea, se conoce como el aceite esencial de la
hierba) o por métodos tradicionales de extraccién sélido-liquido como Soxhlet, o
extraccion bajo reflujo. Aunque estos métodos son relativamente simples, adolecen de
varias deficiencias, como un largo tiempo de extraccion y un consumo de solvente

relativamente alto, por nombrar sélo dos. La extraccién mediante liquido presurizado
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(PLE), una técnica de extraccion de disolvente relativamente reciente, puede, en
principio, eliminar algunos de los inconvenientes de los métodos clasicos de extraccion
con disolventes. EI PLE se basa en el uso de disolventes a temperaturas superiores a sus
puntos de ebullicion normales y a presiones lo suficientemente altas como para
mantener el fluido de extraccién en estado liquido durante todo el proceso de
extraccion. Por lo tanto, se pueden realizar procesos de extraccion mas rapidos, con
mayores rendimientos de extraccion y menores volumenes de solventes organicos,
(Carabias-Martinez et al., 2005).

El timol esté aceptado como GRAS (‘generalmente reconocido como seguro’) ,
debido a su baja toxicidad, aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) como
aditivo farmacéutico y alimenticio, por lo que no es considerado nocivo para la salud
(Falcone et al., 2005). Estas caracteristicas han aumentado el interés de los
investigadores en el potencial de los preparados de este compuesto obtenidos mediante
los denominados "solventes verdes" para aplicaciones alimentarias (Ishida and
Chapman, 2009; Strati and Oreopoulou, 2011; Hernandez et al., 2011; Vicente et al.,
2001; Golmakani et al., 2012; Villanueva et al., 2013). Su estructura quimica es similar
a la del carvacrol cambiando Unicamente la posicion del grupo hidroxilo (Fig. 1). En
cuanto a su mecanismo de accidn, es capaz de desintegrar la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, aumentando la permeabilidad de la membrana y permitiendo

la pérdida de lipopolisacérido (Helander et al., 1998).

CHs

OH

CH3 CHs
TIMOL

Figura 1.- Estructura quimica del Timol.

En estudios realizados frente a Salmonella thiphymurium y Staphylococcus

aureus se observd que el timol se unia a las proteinas hidrofébicas de la membrana
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mediante puentes de hidrégeno, modificando asi la permeabilidad de la membrana
(Juven et al., 1994). También se ha demostrado su actividad frente a las esporas de
Bacillus cereus y Clostridium botulinum, en las que el timol inhibe alguno de los
diferentes procesos involucrados en la transicién de esporas a células vegetativas, como
la germinacion, crecimiento y multiplicacion celular (Chaibi et al., 1997). Falcon y
colaboradores en 2005 demostraron que Lactobacillus curvatus y L. plantarum eran
mas resistentes al timol que las cepas de B. subtilis, B. cereus o B. licheniformis,
sefialando que la actividad era dependiente del pH del medio, la temperatura de
incubacion y el microorganismo. En estudios realizados en pescado, la adicion de timol
en combinacion con otros factores mejord la conservacion de los filetes de dorada
frescos (Altieri et al., 2005), bacalao fresco y hamburguesas de pescado azul (Corbo et
al., 2008, 2009; Del Nobile et al., 2009).

11.2.2.- Bacteriocinas: La enterocina AS-48

Las bacteriocinas son péptidos antibacterianos que tienen un espectro de accion
bactericida relativamente estrecho sobre cepas de la misma especie o de especies
relacionada (Jack et al., 1995). La produccion de bacteriocinas por bacterias del acido
lactico (BAL) y su utilizacién como bioconservantes ha despertado un enorme interés
en las dos Ultimas décadas, siendo numerosas las bacteriocinas estudiadas (como la
nisina, pediocina PA-1/AcH, lacticina 3147 y otras) (Cotter et al., 2005; Fimland et al.,
2005; Drider et al., 2006; Franz et al., 2007; Beshkova and Frengova, 2012; Zhang et
al., 2013a, 2013b). En la actualidad existe una amplia experiencia sobre las
posibilidades y limitaciones que ofrecen las bacteriocinas para su aplicacion como
bioconservantes en alimentos (Cleveland et al., 2001; Deegan et al., 2006; Galvez et al.,
2007, 2008, 20104, b; Abriouel et al., 2010; Galvez et al., 2014).

Las enterocinas son las bacteriocinas producidas por los enterococos. La
enterocina AS-48 es un péptido circular de 7.2 kDa (Fig. 2) producido por cepas de
Enterococcus faecalis y E. faecium con potente actividad antimicrobiana, cuya
estructura, determinantes genéticos y modo de accion son bien conocidos (Maqueda et
al., 2004; Abriouel et al., 2010; Grande-Burgos et al., 2014). La actividad de esta
bacteriocina frente a bacterias patdgenas o alterantes ha sido ampliamente estudiada en

varios sistemas alimentarios, incluyendo carnes, productos lacteos, alimentos marinos, y
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alimentos vegetales (vegetales crudos, zumos de frutas, alimentos preparados, productos
enlatados...) sola 0 en combinacién con otros antimicrobianos (incluidos aceites
esenciales y sus componentes bioactivos) y tratamientos fisico-quimicos (calor, pulsos
eléctricos...) (revisado por Abriouel et al., 2010 y Grande-Burgos et al., 2014; Khan et
al., 2010; Pérez Pulido et al., 2012; Toledo del Arbol et al., 2016; Grande-Burgos et al.,
2017). La enterocina AS-48 cumple muchos de los requisitos considerados como
imprescindibles para que una sustancia pueda tener uso tecnoldgico en conservacion de

alimentos.

AS-48

Figura 2.- Estructura de la enterocina AS-48

Otras bacteriocinas como las producidas por diferentes especies de Bacillus
pueden tener un potencial antimicrobiano comparable o superior a estas bacteriocinas,
aungue su potencial en el uso con alimentos no ha sido explorado. Existen numerosos
estudios sobre la utilizaciébn de bacteriocinas inmovilizadas en diversos tipos de
recubrimientos para aplicacion en alimentos (revisado por Galvez et al., 2007). Los
estudios previos realizados con nisina inmovilizada en distintos soportes indican que
esta forma de aplicacién ofrece diversas ventajas frente a la adicion directa de
bacteriocina al alimento. Es importante resaltar también que la aplicacién combinada de

bacteriocinas y otros agentes antimicrobianos como parte de la tecnologia de barreras
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permite bajar las concentraciones minimas inhibitorias y en algunos casos ampliar
extraordinariamente su espectro de accion (sobre todo frente a bacterias Gram

negativas).

La enterocina AS-48 se puede aplicar en los alimentos mediante produccion in
situ y ex situ. Las cantidades de bacteriocina necesarias para inhibir a microorganismos
patdgenos en sistemas alimentarios son superiores a las establecidas previamente en los
estudios realizados en medios de cultivo de laboratorio (Mendoza et al., 1999; Mufioz et
al., 2004, 2007; Ananou et al., 2004; Ananou et al., 2005a, 2005b). Esto puede ser
debido en parte a las condiciones de procesado de cada alimento, la inestabilidad de la
bacteriocina a los cambios de pH del alimento, la inactivacion por enzimas, la
interaccién con aditivos o ingredientes del propio alimento, la adsorcion a componentes
del alimento, o la baja solubilidad y distribucién irregular en la matriz alimentaria
(Galvez et al., 2007). Todos estos factores van a limitar la eficacia de las bacteriocinas
en los alimentos, siendo mas complejo cuanto mas diversa es la matriz alimentaria. Por
esto, en algunos casos, es necesaria su combinacion con otros agentes antimicrobianos,
0 combinada con otras barreras que puedan potenciar su actividad. La enterocina AS-48
(sola o combinada con otros antimicrobianos) es activa frente a patdgenos transmitidos
por los alimentos y las bacterias que descomponen los mismos (Grande- Burgos et al.,
2014).

El potencial de la enterocina AS-48 para controlar los patégenos transmitidos
por los alimentos ha quedado demostrado en diferentes tipos de alimentos. En un
sistema modelo de salchicha de carne, adicionada de la enterocina AS-48, no se detectd
L. monocytogenes después de 6 y 9 dias de incubacién a 20°C (Ananou et al., 2005). En
el mismo tipo de carne, la enterocina AS-48 inhibid la proliferacion de S. aureus cuando
se anadi6 a concentraciones de 30 o 40 ng/g, logrando reducciones significativas en los
recuentos de células viables de 2 y 5,3 unidades logaritmicas, respectivamente, en
comparacion con los controles no tratados (Ananou et al., 2005). En lonchas de jamoén
cocido adicionado de enterocina a concentraciones de 20, 40 y 60 pg/g solo fue activa
frente a L. monocytogenes en las muestras almacenadas a 5 y 15°C, aunque no fue
suficiente para evitar el recrecimiento de Listeria durante el periodo de almacenamiento
de 60 dias (Ananou et al., 2009). Las combinaciones de enterocina AS-48 y
conservantes quimicos (nitrito/nitrato, tripolifosfato de pentasodio, benzoato de sodio o
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sorbato de potasio) mejoraron el efecto anti-listeria durante el almacenamiento en
refrigeracion. En fuet, se investigd el efecto de la enterocina AS-48 frente a L.
monocytogenes, S. enterica y S. aureus durante la maduracion y el almacenamiento a
7°C y a temperatura ambiente, en muestras tratadas o no por alta presion hidrostatica
(Ananou et al., 2010). La enterocina sola causé una disminucion rdpida y drastica de L.
monocytogenes y una inhibicién significativa de Salmonella al final de la maduracion
(dia 10). Los tratamientos a 400 MPa en combinacion con enterocina AS-48 dieron
lugar a recuentos mas bajos de Salmonella en comparacion con el tratamiento individual
por altas presiones. La enterocina AS-48 también es (til para la inhibicion de bacterias
alterantes de la carne y productos carnicos, como lo demuestran los estudios realizados
en jamon cocido con Lactobacillus sakei, Brochothrix thermosphacta y Staphylococcus
carnosus (Bafios et al., 2012). Aunque L. sakei fue completamente inactivado por la
enterocina AS-48 a 60 pg/g, la bacteriocina fue mas efectiva cuando se usé combinada

con conservantes quimicos.

En leche, la cepa productora de bacteriocina E. faecalis A-48-32 muestra una
fuerte capacidad de crecimiento y es capaz de producir enterocina AS-48 (Mufioz et al.,
2006). En queso, E. faecalis A-48-32 también fue capaz de producir enterocina AS-48
(Mufioz et al.,, 2006). El crecimiento de los cultivos iniciadores de queso y la
produccién de acido lactico no se vieron afectados por la adicion de esta cepa
productora de bacteriocina. Durante la maduracion del queso sin grasa inoculado con B.
cereus, la bacteriocina producida fue estable durante los 90 dias de periodo de

maduracidn, y también fue capaz de reducir la poblacién de bacilos en los quesos.

Existen numerosos estudios previos sobre las posibles aplicaciones de las
bacteriocinas para la conservacion de alimentos marinos (Galvez et al., 2014; Johnson et
al., 2017), si bien existen escasos trabajos sobre la aplicacion de AS-48 en este tipo de
alimentos. La inmersidn en una solucion de enterocina AS-48 durante 1 minuto retraso
el crecimiento bacteriano y redujo la produccion de aminas biégenas en sardinas durante
el almacenamiento en refrigeracion (Ananou et al., 2014). Otro estudio demostro que la
aplicacion por pulverizacion de una solucién de enterocina AS-48 redujo los recuentos
viables de un cdctel de cepas de Listeria monocytogenes en merluza cruda y en filetes
de salmén, asi como en salmén ahumado, un efecto que fue potenciado por el

bacteriofago P100 (Bafios et al., 2016). Las bacteriocinas, como por ejemplo la nisina y
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los aceites esenciales o sus compuestos antimicrobianos se han incorporado en
diferentes materiales de recubrimiento con el fin de conservar el pescado (Neetoo et al.,
2008; Lu et al., 2010). Sin embargo, el Unico uso de compuestos antimicrobianos
naturales para inhibir o retrasar el crecimiento bacteriano en productos pesqueros puede
requerir la adicion de concentraciones demasiado altas que tengan un impacto negativo
en el sabor de los alimentos. En cuanto a la enterocina AS-48, no existen estudios
previos sobre su aplicacion en productos marinos en combinacién con compuestos
fendlicos. La aplicacion de forma combinada, bien en solucion o mediante
recubrimientos activos, podria reducir la concentracion de compuestos fendlicos
necesaria para inhibir el crecimiento bacteriano, disminuyendo de ese modo el impacto

sobre los alimentos de origen marino.

En alimentos de origen vegetal, las bacteriocinas podrian ayudar a reducir la
transmision de patogenos a traves de estos alimentos crudos, que estan implicados en
brotes de intoxicaciones y toxiinfecciones alimentarias (Doyle et al., 2008). La
aplicacion de tratamientos de lavado con enterocina AS-48 sola o combinada con otros
antimicrobianos fue efectiva en la inactivaciéon de L. monocytogenes, B. cereus y
bacterias entéricas (Cobo et al., 2005). La combinacion de enterocina AS-48 con otros
agentes antibacterianos también fue efectiva en la inactivacion de L. monocytogenes y S.
enterica en ensaladas listas para el consumo (Cobo et al., 2005, 2009) y en la
inactivacion de S. aureus en diferentes tipos de salsas (Grande et al., 2007). En
ensaladas, la inactivacion de L. monocytogenes se potencié mediante la adicion de
varios aceites esenciales y componentes bioactivos a partir de aceites esenciales y
extractos de plantas, como por ejemplo carvacrol, eugenol, timol, terpineol, tirosol e
hidroxitirosol, entre otros (Cobo Molinos et al., 2009), mientras que la inactivacion de
S. enterica se potencio significativamente cuando se afiadié la bacteriocina en
combinacién con p-hidroxibenzoico metil éster y con 2-nitropropanol. La actividad
antiestafilococica en las salsas se potencio significativamente mediante la adicion
combinada de enterocina AS-48 y compuestos fenolicos. En perejil cortado, la
aplicacion de un recubrimiento de pectina conteniendo bacteriocina y EDTA retraso
considerablemente el incremento de los recuentos de aerobios mesofilos totales (Grande
Burgos et al., 2017). En fruta entera o troceada, la aplicacion de tratamientos de lavado
con enterocina AS-48 sola 0 en combinacidn con otros antimicrobianos fue efectiva en

la inactivacion de L. monocytogenes, como lo demostro el trabajo realizado sobre trozos
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de fruta entera y frutas en rodajas fresas, frambuesas, moras, melén rebanado, sandia,
pera, y kiwi (Cobo Molino et al., 2008). En zumos de manzana, la aplicacién de
recubrimientos de quitosano, pectina, goma de xanto o carboximetil celulosa activados
con enterocina AS-48 y EDTA mostré buenos resultados en la inactivacion de L.
monocytogenes (Lépez Aguayo et al., 2016).

En jugos de frutas, la adicion de concentraciones bajas de enterocina AS-48 en
zumos inoculados con células vegetativas y con endosporas de Alicyclobacillus
acidoterrestris provocd una inactivacion completa de la bacteria y proporciond
proteccién durante 14 dias en jugos de naranja y manzana recién hechos, y hasta 60 y 90
dias en varios jugos de frutas comerciales a temperaturas de almacenamiento en el
rango de 4 a 37°C (Grande et al., 2005). También se han obtenido resultados
satisfactorios frente a bacterias que causan alteraciones en jugo de manzana y sidra de
manzana, incluyendo las cepas de Bacillus licheniformis LMG 19409, Lactobacillus
collinoides, Lactobacillus diolivorans y Pediococcus parvulus, asi como cepas de L.
collinoides (Martinez-Viedma et al., 2008). La actividad frente de AS-48 a los
lactobacilos y pediococos en sidra de manzana fue potenciada por los tratamientos con
pulsos eléctricos de alta intensidad (HIPEF) (Martinez-Viedma et al., 2009). La
inactivacion de patdgenos entéricos, como en el caso de S. enterica en el jugo de
manzana también se potencidé por la adicion de bacteriocina combinada con HIPEF
(Martinez-Viedma et al., 2008) o mediante aplicacion en combinacién con EDTA y/o
calor subletal como en el caso de E. coli O157:H7 (Ananou et al., 20005). Para S.
enterica, se logré la inactivacion maxima (4,5 unidades logaritmicas) con el tratamiento
HIPEF durante 1000 ps en combinacién con 60 pg/ml de enterocina AS-48 y una
temperatura de tratamiento de 40°C.

La enterocina AS-48 también parece ser un buen candidato para la
bioconservacion de alimentos vegetales listos para consumo. En los alimentos a base de
arroz, la adicion de bacteriocina a 20-35 pg/ml, consiguid una completa inactivacién de
cepas enterotoxigénicas psicrotréficas de B. cereus en muestras almacenadas en un
rango de temperatura de 6 a 37°C y también evitd la produccion de enterotoxina
(Grande et al., 2006). La incorporacion de enterocina AS-48 (6 pg/ml) en alimentos
enlatados vegetales de baja acidez (pasta de tomate, zumo de melocotones en conserva y
jugo de pifia en conserva) causo la inactivacion completa o parcial de las células de B.
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coagulans (Lucas et al., 2006). La bacteriocina también fue altamente efectiva frente a
bacterias formadoras de endosporas termdfilas en alimentos enlatados (Martinez-
Viedma et al., 2009). La enterocina AS-48 también podria encontrar aplicacion en pan 'y
productos de panaderia, siendo eficaz contra la proliferacion de B. subtilis y B.
licheniformis, asi como de cepas de B. cereus y Bacillus pumilus en una masa
experimental de harina de trigo (Martinez-Viedma et al., 2011). En postres, la mayor
inactivacion de S. aureus por AS-48 (50 pg/ml) se observo en la crema pastelera,
mientras que la actividad mas baja se detect6 en postres a base de yogur tipo soja y en
postres de gelatina (Martinez-Viedma et al., 2009). B. cereus y L. monocytogenes
también se controlaban bien mediante la adicion de bacteriocina (a concentraciones
finales de 25-50 o 15-25 pg/ml, respectivamente). Curiosamente, la adicion de
enterocina AS-48 al pudin de gelatina evitd la licuacion de gelatina causada por las
proteasas de Bacillus.

11.3.- Alta presion hidrostatica

Otro de los métodos aplicables para la inactivacién de microorganismos en alimentos
son los tratamientos por alta presion hidrostatica (APH), que figuran a la cabeza entre
los métodos no térmicos para procesado de alimentos (Rastogi et al., 2007; Considine et
al., 2008; Corbo et al., 2009; Rendueles et al., 2011; Balasubramaniam et al., 2015;
Georget et al.,, 2015). Los tratamientos por APH resultan muy adecuados para la
conservacion de determinados alimentos, por el bajo impacto que tienen sobre los

nutrientes y las propiedades organolépticas.

El control microbiolégico es clave en la produccién de alimentos seguros tales
como platos preparados. En este contexto, los tratamientos mediante alta presion
hidrostatica pueden ser de gran utilidad para la elaboracion de alimentos vegetales y
frutas minimamente procesados, de alta calidad, de facil preparacion, libres de
conservantes, y seguros (Wang et al., 2016). En frutas y vegetales, permiten inactivar
microorganismos y enzimas y prolongar la vida atil del producto a la vez que mantienen
sus propiedades organolépticas, sensoriales, y nutritivas, y conservan los componentes
bioactivos. En comparacion con el procesamiento térmico, el tratamiento de APH
muestra un menor impacto en compuestos de bajo peso molecular, como vitaminas y

pigmentos (S&nchez-Moreno et al., 2003; Tauscher, 1995). En los zumos de fruta, la
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aplicacion de tratamientos de APH a bajas presiones de alrededor de 300 a 400 MPa
reduce los costos de utilizacion de equipos con valores de presién mas altos y ademas se
sigue consiguiendo una buena inactivacién microbiana (Bayindirli et al., 2006). Sin
embargo, la aplicabilidad de esta tecnologia en la conservacién de alimentos preparados
tradicionales (tales como salsas vegetales, puré de frutas o pescados envasados) en
combinacion con enterocina AS-48 aln no ha sido estudiada.

La alta presion hidrostatica puede aplicarse a productos del mar con diversos
fines, como inactivacion de patdgenos transmitidos por los alimentos, reduccion de la
produccién de aminas bidgenas, mejora de la vida util del producto, texturizacion del
producto y recuperacion de la carne de marisco (Murchie et al., 2005; Campus, 2010;
Wang et al. al., 2016). Sin embargo, el tratamiento de altas presiones en la carne de
pescado fresco dio lugar a cambios en la coloracion y textura del producto (apariencia
cocida) al aumentar la presion y el tiempo de tratamiento (Campus, 2010; Wang et al.,
2016). Por tanto, existe un nicho potencial para la aplicacion de tratamientos de baja
presion en combinacion con otras sustancias como los antimicrobianos naturales para la

conservacion de alimentos marinos.

La eficacia de los tratamientos por APH pueden mejorarse en combinacion con
otras barreras, como son los compuestos antimicrobianos naturales (Garriga et al., 2002;
Masschalck et al., 2003; Vurma et al., 2006). Entre ellos, las bacteriocinas y aceites
esenciales y sus compuestos fendlicos son los mejor estudiados. Los antimicrobianos
naturales se pueden incorporar a los alimentos de diferentes maneras para su utilizacion
en tratamientos combinados con altas presiones, como es la adicién directa, la

pulverizacion o la inmovilizacion en diferentes soportes (Galvez et al., 2007).

11.4.- Biodiversidad microbiana: secuenciacién masiva

Los métodos microbioldgicos clasicos que se suelen utilizar para la deteccién de
microorganismos patdgenos en alimentos son laboriosos y requieren de mucho tiempo.
Implican el uso de un apropiado medio de pre-enriquecimiento y enriquecimiento, el
aislamiento en medios selectivos y la posterior confirmacion mediante pruebas
bioquimicas morfoldgicas y/o seroldgicas. Esta situacion, junto con la demanda de
resultados inmediatos y a los avances tecnoldgicos, ha conducido al desarrollo de una
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amplia gama de métodos rapidos en las Gltimas décadas (Rodriguez-Lazaro et al., 2006;
Prasad and Sharan, 2009; Gui and Patel, 2011; Glynn et al., 2006).

Siguiendo las tendencias recientes de la microbiologia ambiental, la
microbiologia de los alimentos se ha beneficiado de los avances en biologia molecular y
ha adoptado nuevas estrategias para detectar, identificar y controlar los
microorganismos presentes en los alimentos. En los ultimos afios, la tecnologia de
secuenciacion masiva (HTS) se ha convertido en una poderosa herramienta para
estudiar las comunidades microbianas en los sistemas alimentarios (Ercolini, 2013;
Kergourlay et al., 2015). Hoy en dia se puede realizar un estudio en profundidad de la
diversidad microbiana de los alimentos mediante el uso de métodos de secuenciacion

masiva (HTS) una vez que se ha obtenido el ADN de la muestra a estudiar.

El estudio de la ecologia microbiana de los alimentos ha cambiado
drasticamente. La gendmica funcional, la transcriptomica, la protedémica y la
metabolémica se aplican cada vez mas para poder comprender el comportamiento de los
microorganismos en los alimentos (O Flaherty and Klaenhammer, 2011). Ademas, en
un futuro préximo, es poco probable que los microbiélogos de alimentos puedan
prescindir de la "deteccion”, una de las principales prioridades para desarrollar y
optimizar técnicas moleculares para la deteccion, la identificacion y la monitorizacion
de los microorganismos asociados a los alimentos (Ercolini and Cocolin, 2008). Las
técnicas independientes de cultivo surgieron para superar las limitaciones del enfoque
clasico basado en el cultivo y se han utilizado ampliamente en la microbiologia de los
alimentos (Ercolini, 2004; Quigley et al., 2011; Cocolin et al., 2011; Giraffa and
Neviani 2001). El alcance del analisis microbiano puede depender de los alimentos en
concreto, y los microorganismos estudiados pueden ser (i) patogenos, (ii)
microorganismos asociados o (iii) microorganismos iniciadores y beneficiosos. Dichas
poblaciones microbianas merecen atencion debido a su papel en la contaminacion de los
alimentos, el deterioro o la fermentacion (es decir, la produccion de alimentos). El
estudio de la diversidad microbiana actualmente se puede realizar mediante técnicas de
secuenciacion masiva (HTS) una vez que se han obtenido los &cidos nucleicos de la
matriz alimentaria que se va a estudiar. Se han descrito varias técnicas de secuenciacion
de nueva generacion (NGS) (Shendure and Ji, 2008; Fuller et al., 2009). Las
descripciones de los diversos sistemas y plataformas NGS, asi como sus ventajas y
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desventajas, han sido ampliamente revisadas (Claesson et al., 2010; Suzuki et al., 2011;
Gleen, 2011; Liu et al., 2012; Loman et al., 2012).

La presencia y abundancia de microorganismos y genes en un ecosistema
alimentario determinado se puede evaluar mediante el estudio del microbioma, que se
refiere a los microorganismos y sus genomas en el ambiente en cuestién. El estudio de
la microbiota se basa, en la secuenciacién del amplicon de ARNr y puede indicar las
proporciones de un taxdn dentro de una muestra de alimento. Ademas, la identificacién
de genes diana especificos nos permite la distribucion de los genes dentro de las
muestras de alimentos (Fig. 3).
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Figura 3.- Aplicaciones de la secuenciacion masiva para estudiar la diversidad microbiana de

los alimentos (Adaptado de Ercolini, 2013).

La secuenciacion del amplicon del 16S rRNA para estudiar la microbiota
mediante la técnica HTS es lo mas comdn en ecologia microbiana y la Gnica aplicacién

utilizada en los alimentos. Esto implica el analisis de amplicones que surgen de una
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mezcla compleja de genomas microbianos extraidos directamente de una muestra de
alimento. Los objetivos para tales analisis son, por supuesto, los genes de interés
taxondmico, con el gen 16S rRNA siendo el més utilizado para la identificacion de
bacterias (Claesson et al., 2010; Bokulich and Mills, 2012). Se secuencian directamente
los amplicones de ARNr de ADN/ARN extraidos directamente de los alimentos, y las
secuencias se comparan con las bases de datos de referencia para identificar las
unidades taxondémicas operativas (OTU). Se calcula el nimero de lecturas de secuencia
identificadas con la misma OTU vy luego se proporciona una estimacion cuantitativa de
la presencia de cada OTU en la muestra analizada. Seguidamente se calcula la
abundancia relativa de cada OTU respecto del total de lecturas asignadas en la muestra.

11.4.1.-Aplicaciones de la secuenciacion masiva

Esta técnica se aplica principalmente para estudiar la fermentacion alimentaria o el
deterioro de los alimentos. En ambos casos, las cuestiones clave son la composicion de

la microbiota y su evolucion en el espacio y el tiempo.

La composicion de la microbiota mediante HTS basada en el ARNr describe los
microorganismos que componen un alimento en concreto. Esto ayuda a caracterizar los
productos finales para determinar la proporcion entre los microorganismos que forman
parte de la fermentacion y los microorganismos contaminantes. La diversidad
microbiana también puede aportar informacion sobre las técnicas de produccién de los
alimentos. De hecho, cuanto mas tradicional es el proceso de fabricacién, mas compleja
es la comunidad microbiana encontrada en el producto final. Por el contrario, los
alimentos obtenidos industrialmente se caracterizan por consorcios microbianos mas
simples (Nam et al., 2012).

La distribucion espacial de los microorganismos en los alimentos también es un
tema muy interesante. Mediante técnicas independientes de cultivo, se demostrd que los
alimentos con una estructura compleja pueden albergar una distribucién heterogénea de
microorganismos dentro de sus diferentes partes, como por ejemplo, la corteza, las vetas
y el nacleo en un queso (Ercolini et al., 2003). La situacion de los microorganismos en
los alimentos tiene importantes consecuencias porque pueden afectar a la maduracion, el

sabor, la proteccion, el deterioro y la dindmica ecoldgica en cada parte del alimento. El
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uso de métodos de secuenciacién de alto rendimiento es importante para dicha
investigacion, proporcionando informacion sobre la distribucion de los diferentes

microorganismos en la matriz del alimento.

Comprender como evoluciona la composicién de la microbiota con el tiempo es
una prioridad en el estudio de la ecologia microbiana de los alimentos. Los cambios en
las poblaciones microbianas proporcionan informacién util para seguir la dindmica de la
fermentacién natural, controlar el destino de los cultivos iniciadores o adyuvantes u
observar los cambios en las poblaciones asociadas a la descomposicion de acuerdo con
las condiciones de almacenamiento de los alimentos. Recientemente se us6 HTS para
examinar la sucesion microbiana durante la fabricacion tradicional de queso mozzarella,
y se demostré que la microbiota asociada con esta produccién de lacteos no es tan
compleja como se pensaba anteriormente (Ercolini et al.,, 2012). En la microbiota
involucrada en la fabricacion de la cerveza ale americana, se descubrié que las
enterobacterias predominaban en las etapas de fermentacién iniciales, mientras que los
lactobacilos y las levaduras tomaban el control en las fases posteriores (Bokulich et al.,
2012). En este caso, el andlisis por HTS mostré claramente la estabilidad de las
bacterias autdctonas en procesos largos y destacé el papel de la microbiota residente en

la fermentacion.

Poder monitorizar los cambios durante el almacenamiento de alimentos frescos
también es de gran importancia. Utilizando la sensibilidad de la secuenciacion masiva,
se demostrd que la microbiota inicial de la carne cambia drasticamente tras el
almacenamiento de la misma durante 40 dias y que dichos cambios difieren
dependiendo de las condiciones de envasado (Ercolini et al.,, 2011). De hecho,
Brocothrix thermosphacta y Pseudomonas sp. dominaron en la primera y la segunda
etapa de almacenamiento aerobico, respectivamente, mientras que B. thermosphacta y
Carnobacterium divergens se desarrollaron en el primer y segundo periodo de
almacenamiento en atmdsfera modificada (MAP), respectivamente. Se observaron mas
OTUs pertenecientes al grupo de bacterias del acido lactico (BAL) durante el
almacenamiento al vacio, mientras que cuando la carne se almacend en un envase
antimicrobiano activado con nisina, el 95% de las OTU se identificaron como C.
divergens en las etapas finales de almacenamiento (Ercolini et al., 2011). La deteccién
de tales cambios puede ser interesante para planificar las condiciones de
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almacenamiento adecuadas para los productos alimenticios, a fin de inhibir las

poblaciones microbianas especificas.

Por otro lado esta técnica, puede ser util para detectar la contaminacién
alimentaria por microorganismos patdégenos, o para controlar su reduccién en los
tratamientos aplicados a los alimentos. Aunque la cepa en concreto no era
necesariamente patdgena, se describié que una cepa de Escherichia coli afiadida
deliberadamente a la leche era metabOlicamente activa durante los 7 dias de la
maduracion de los quesos daneses, mientras que disminuia en las etapas posteriores

influida por la fermentacion (Masoud et al., 2012).

En alimentos vegetales, Leff y Fierer (2013) aplicaron la secuenciacion masiva
para comparar la microbiota superficial de varias frutas y verduras (incluyendo
manzanas, uvas, lechugas, champifiones, pimientos, espinacas, brotes, melocotones,
fresas y tomates). La HTS también se aplicd para estudiar los cambios en la microbiota
de alimentos vegetales almacenados en frio (esparragos verdes, melocotones, pulpa de
mango Yy cerezas dulces) tratados por APH (Grande Burgos et al., 2017a; Toledo et al.,
2016) y también para estudiar los efectos de APH en combinacidn con la enterocina AS-
48 en la diversidad bacteriana de la pulpa de chirimoya (Pérez Pulido et al., 2015) y
perejil (Grande Burgos et al., 2017D).

La secuenciacidbn masiva también ha demostrado ser util para explorar
comunidades bacterianas en el intestino de pescado (Ghanbari et al., 2015; Standen et
al., 2015; Song et al., 2016), y para caracterizar la microbiota de varios alimentos
marinos como filetes de salmén y bacalao, gambas cocidas o filetes de atin de aleta
amarilla (Chaillou et al., 2014, Leroi et al., 2015, Silbande et al., 2016) entre otros. A
modo de ejemplo, en filetes de corvina roja frescos, los principales grupos bacterianos
detectados fueron Arthrobacter, Chryseobacterium, Brevibacterium, Staphylococcus y
Kocuria (Silbande et al., 2018). Por el contrario, tras su almacenamiento a vacio o en
atmosfera modificada, la poblacién predominante en el punto de deterioro de los filetes
estaba formada por bacterias lacticas, principalmente Carnobacterium. En otro estudio,
Acinetobacter fue el grupo predominante detectado en filetes de carpa comun (Zhang et
al., 2015). Tras el envasado de los filetes en una atmosfera aerobia, Pseudomonas fue el
principal grupo detectado en las muestras alteradas. Por el contrario, al final de la vida
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atil de las muestras envasadas a vacio predominé Carnobacterium seguido de
Aeromonas, junto con otros grupos en mucha menor proporcion (Shewanella,
Lactocococus, y Pseudomonas). En otro estudio también realizado sobre filetes de carpa
comun, los grupos predominantes en las muestras control fueron Macrococcus y
Aeromonas (Zhang et al., 2017). Aeromonas Yy Lactococus fueron los grupos
predominantes en las muestras alteradas tras su almacenamiento a vacio. La adicién de
aceite de canela disminuy6 la abundancia relativa de Macrococcus (Zhang et al., 2017),
pero en el caso de Aeromonas y Lactococus no se encontraron grandes diferencias entre
las muestras control y las tratadas al final de la vida util de los filetes, con una

abundancia relativa muy alta de Aeromonas en ambos casos.

11.4.2.-Ventajas y desventajas de la secuenciacion masiva

Ninguno de los métodos independientes de cultivo actualmente empleados para estudiar
productos alimentarios tienen un rendimiento comparable con HTS. Se pueden analizar
miles de secuencias facilmente, asegurando la identificacion rapida y fiable de la
mayoria de los microorganismos presentes en las muestras de alimentos. Dependiendo
del resultado deseado, se pueden secuenciar muchas muestras a la vez, ahorrando
mucho tiempo comparado con otras técnicas utilizadas actualmente. Ademas, cuando
los microbiomas se estudian mediante secuenciacion de librerias génicas, se puede
obtener informacion sobre las actividades microbianas a partir de las secuencias de los
genes microbianos presentes en la muestra de alimento original, lo que ofrece
importantes avances en el estudio de la ecologia microbiana de los alimentos. El
enfoque de HTS implica una actividad investigadora mas segura, con una menor
exposicion a los reactivos perjudiciales para la salud, como ocurre por ejemplo, para la
electroforesis. Ademas, con algunas tecnologias de secuenciacion o mediante el uso de
pipeteadores automaticos, existe una contribucion casi insignificante del técnico

ahorrando asi mucho tiempo en el laboratorios (Tabla 3).
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Tabla 3.- Ventajas y desventajas del uso de HTS en alimentos.

Ventajas Desventajas

Alto rendimiento Necesidad de analisis bioinformatico

Deteccién de varias muestras de | Coste total

alimentos al mismo tiempo

Identificacion fiable de la mayoria de los | Posibilidades de obtencion del equipo
microorganismos  presentes en las | para la industria alimentaria
materias primas, durante la produccién y

almacenamiento de los alimentos

Investigacion mas segura en comparacion

con otras técnicas moleculares

Posibles ideas sobre taxonomia y funcion
actividades en el caso de los estudios de

microbioma

Sin embargo, las desventajas de la técnica (Tabla 3), incluyen la necesidad del
andlisis bioinformatico de datos y, dependiendo de la opcion y las condiciones de
trabajo especificas, el coste de analisis por muestra. El resultado final de HTS es de
miles de secuencias que deben estudiarse para traducirlas a informacién util para
determinar la biodiversidad microbiana asociada a los alimentos. El analisis
bioinformatico de la ingente cantidad de datos obtenidos no puede ser realizado por
cualquier trabajador de laboratorio, los bioinforméaticos deben ser expertos y estar
especialmente capacitados para esta actividad y, por lo tanto, las tecnologias HTS no
pueden realizarse en cualquier laboratorio y utilizarse de inmediato. Los gastos de
analisis han disminuido considerablemente como consecuencia de las nuevas
tecnologias de coste inferior actuales y de la competencia entre los proveedores de
servicios relacionados con la secuenciacion masiva. Sin embargo, el coste inicial del
equipo es bastante alto, sobre todo comparado con el coste de un equipo de
electroforesis usado para ensayos tradicionales independientes de cultivo. Teniendo en
cuenta las ventajas y desventajas, es improbable que la industria alimentaria adquiera
facilmente un equipo y los conocimientos para realizar los analisis de sus alimentos
mediante secuenciacién masiva. La industria alimentaria probablemente no necesitara el
empleo rutinario de esta tecnologia y por lo tanto se valdra de servicios externos para

procesar sus propias muestras de alimento.
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Las sustancias antimicrobianas naturales resultan cada vez mas interesantes para el
control de los microorganismos en alimentos, teniendo en cuenta fendmenos que
dificultan tremendamente su control como la resistencia a antibioticos y la formacion de
biopeliculas. La enterocina AS-48 es una bacteriocina con un elevado potencial como
bioconservante. Determinados componentes activos presentes en aceites esenciales y
extractos de plantas muestran una buena actividad antibacteriana frente a
microorganismos patogenos. Estudios recientes indican que algunos compuestos activos
de aceites esenciales asi como algunas bacteriocinas impiden la formacion de
biopeliculas por bacterias patégenas, aungque no existen estudios sobre bacterias
alterantes. Con este planteamiento, cabe esperar que las combinaciones de compuestos
activos (carvacrol, timol, eugenol, cinamaldehido, tirosol) con enterocina AS-48
presenten mayor actividad antimicrobiana si se aplican inmovilizadas en diferentes tipos
de soportes, y que el desarrollo de materiales activados con combinaciones de estos
antimicrobianos no solo mejore la inactivacién de los microorganismos, sino que

interfiera también en las primeras etapas de la formacion de biopeliculas.

Los tratamientos por alta presién hidrostatica (APH), figuran a la cabeza entre
los métodos no térmicos para procesado de alimentos, y la inactivacion de
microorganismos patogenos. El procesado de determinados alimentos por APH requiere
la aplicacion de tratamientos de baja intensidad de cara a disminuir su impacto sobre las
propiedades del alimento. No obstante, los tratamientos de menor intensidad también
son menos efectivos en la inactivacibn de microorganismos. La aplicacion de
tratamientos por APH de baja intensidad en combinacion con antimicrobianos naturales
(como los presentes en aceites esenciales y las bacteriocinas) presumiblemente tendria
un menor impacto sobre el alimento a la vez que un mayor efecto sobre la inactivacion

de microorganismos, mejorando la conservacion de los alimentos.

La aplicacién combinada de plasticos activados con antimicrobianos naturales y
tratamientos por APH de baja intensidad parece un enfoque viable para la conservacion
no térmica de alimentos y para disminuir los riesgos de proliferacion de
microorganismos durante el almacenamiento, mientras que al mismo tiempo reduce el
impacto de los tratamientos en las propiedades fisicoquimicas de los alimentos. A su
vez, la eficacia de los antimicrobianos naturales incorporados en los materiales de

recubrimiento podria mejor en combinacién con otros factores, como la APH.
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Existe un creciente interés en comprender los cambios complejos que pueden
producirse en la microbiota de los alimentos durante la vida util del producto como
consecuencia de varios factores, como la temperatura de almacenamiento, la atmésfera,
los antimicrobianos afiadidos o los tratamientos por APH. A pesar de la cantidad de
estudios que abordan la eficacia de las APH, aceites esenciales y bacteriocinas en la
conservacion de alimentos, solo hay informacion limitada acerca de sus efectos sobre la
microbiota de los alimentos. Tampoco se han hecho estudios en profundidad sobre las
poblaciones que proliferan en los alimentos tratados durante la vida atil del producto,
algunas de las cuales pueden alcanzar concentraciones elevadas a medida que se
aproxima la fecha de caducidad. Por otra parte, teniendo en cuenta que los alimentos
pueden ser bastante complejos en cuanto a su microbiota, los estudios de diversidad
microbiana programados haciendo uso de tecnologia de secuenciacion masiva nos
permitirdn conocer mejor el efecto de los films activados con antimicrobianos y los
tratamientos por AHP sobre los diferentes grupos de microorganismos que se pueden

desarrollar en los alimentos a lo largo de su vida util.

Teniendo en cuenta los antecedentes arriba mencionados, a la hora de planificar
esta tesis doctoral se plantearon los siguientes objetivos:

1- Determinar la efectividad de antimicrobianos derivados de aceites esenciales
(carvacrol, timol, eugenol, cinamaldehido, tirosol) y enterocina AS-48 solos o

combinados para inhibir la formacion de biopeliculas en soportes plasticos.

2.- Determinar la eficacia de los envases activados con la enterocina AS-48 mas timol
por separado, 0 en combinacién con alta presién hidrostatica sobre la inactivacion de

Listeria innocua en dos alimentos modelo: filetes de dorada y puré de fruta.
3- Determinar el impacto de los envases activados con timol y enterocina AS-48 y el

tratamiento mediante alta presion hidrostatica, solos o combinados, sobre la carga

microbiana y la diversidad bacteriana los alimentos objeto de estudio.
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Abstract

The present study aimed at determining the efficacy of antimicrobials derived from
essential oils (carvacrol, thymol, eugenol, cinnamaldehyde, tyrosol) and bacteriocin AS-
48, alone or combined in order to inhibit of biofilm formation on plastic supports (low
density polyethylene and polyethylene-polyamide films). Best results were obtained
with carvacrol and thymol. Antibacterial activity increased considerably when plastic
films were activated with enterocin AS-48 in combination with carvacrol or thymol.
Low-density polyethylene and polyethylene-polyamide films activated with enterocin
AS-48 in combination with carvacrol or thymol were tested for inhibition of biofilm
formation. The polyethylene-polyamide vacuum-packaging plastic film activated with a
combination of thymol plus enterocin AS-48 was the most effective on inactivation of
planktonic cells and inhibition of biofilm formation by L. innocua, Lactobacillus
fructivorans, Bacillus coagulans and Bacillus licheniformis. Results from the study
highlight the potential of polyethylene-polyamide film activated with thymol plus
enterocin AS-48 for inhibition of biofilm formation by spoilage Gram-positive bacteria

and Listeria.

Keywords: phenolic compounds, bacteriocin, biofilm, activated packaging
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1. Introduction

Biofilms are defined as microbial communities embedded in a polysaccharide matrix
formed at the interface between a solid surface and the fluid that surrounds it (1-3).
Biofilms show increased resistance to antibiotics (which poses serious problems in the
clinical setting; 4), as well as disinfection processes used in the food industry (5,6).
Biofilms are persistent sources of contamination due to the release of planktonic cells
and detachment of biofilm portions by mechanical forces. The process of biofilm
formation has been studied in detail, and it has been found that in most cases it passes
through a series of stages that comprise the initial binding of the bacteria to the substrate
in a labile manner, followed of a irreversible binding in which adherent molecules are
involved formation of microcolonies, maturation of the biofilm, and finally dispersion
of planktonic cells from the mature biofilm (7,8). The ability to form biofilms can vary
considerably from one strain to another (9). In most cases, this process is subject to the
activation of specific genes through quorum signals (10). Several strategies have been
proposed for the control of biofilm formation, such as the use of bacteriocins,

bacteriophages, or antimicrobial compounds of diverse nature (11-13).

Bacteriocins are antibacterial peptides that have a spectrum of bactericidal action
relatively narrow on strains of the same or related species (14). The production of
bacteriocins by lactic acid bacteria (LAB) and its use as biopreservatives has aroused
great interest in the last two decades, with numerous bacteriocins being studied (such as
nisin, pediocin PA-1/AcH, lacticin 3147 and others), (15-21). At present there is a large
body of evidences on the possibilities and limitations of bacteriocins for application as

biopreservatives in foods (reviewed by 22-28).
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Enterocin AS-48 is a cyclic peptide with potent antimicrobial activity whose
structure, genetic determinants and mode of action are well known (28-30). The activity
of this bacteriocin against pathogenic or spoiling bacteria in foods of plant origin (raw
vegetables, fruit juices, prepared foods, canned products ...) alone or in combination
with other antimicrobials (including essential oils and their bioactive components) and
physico-chemical treatments (heat, electrical pulses or high-hydrostatic pressure) has

been extensively studied by our research group (reviewed by 28, 31-34).

Among the agents with antimicrobial activity, essential oils and their bioactive
components also stand out (35). Aromatic plants and spices have been used since
ancient times to preserve food and improve its taste. Their antimicrobial activity
frequently resides in compounds of phenolic nature, many of which have been
characterized in depth (35-38). Among phenolic compounds, we can highlight carvacrol
and thymol from oregano oils, eugenol from clove oil, or trans-cinnamaldehyde present
in cinnamon oil. All these essential oils are recognized as safe antimicrobials by the
Food and Drug Administration. Tyrosol and hydroxytyrosol (two compounds associated
with the olive tree and its derivatives such as table olives or olive oil) also show

antimicrobial activity (39).

One of the alternatives to prevent the growth of pathogenic or spoiling
microorganisms in foods is the use of coatings activated with antimicrobials (40-42). In
this way, the antimicrobial is released more slowly which decreases its inactivation
through interaction with the food components, providing longer protection at the same
time requiring lower concentrations of antimicrobial. Furthermore, the activated
packaging serves as barrier against cross contamination of the food with exogenous

bacteria, and allows the packaging of the food under modified atmospheres.
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Currently, there is a strong interest in the use of natural antimicrobials such as
essential oils and their active components in the control of antibiotic-resistant bacteria
as well as in the control of biofilm formation. In fact, natural antimicrobial compounds
may be a good alternative to combat bacterial biofilms (43). In addition, it is proven that
some antimicrobial substances interfere with the formation of biofilms, such as the
enterocin AS-48 adsorbed on polystyrene plates against L. monocytogenes and Bacillus
cereus (44). Similarly, some active components of essential oils are able to inhibit the

formation of biofilms even when used at subinhibitory concentrations.
2. Material and methods
2.1. Antimicrobial agents

Antimicrobial compounds found in essential oils (carvacrol, thymol, eugenol,
cinnamaldehyde, and tyrosol) were from Sigma-Aldrich. Enterocin AS-48 was obtained

by cation exchange chromatography as described elsewhere (45).
2.2. Immobilization of different antimicrobials and their combinations

For immobilization tests, we wused different plastic materials obtained from
supermarkets for use with foods (like wraps, sandwich plastic bags or vacuum-

packaging films) as well as commercial Stomacher plastic bags (Table 1).

Plastic materials were cut under aseptic conditions into 1 cm® squares.
Activation was performed by immersion of squares in aqueous solutions containing
antimicrobials (Table 1) and incubation for 1 h at room temperature with gentle
shaking. For each antimicrobial, four different concentrations were tested (Table 1).
Antimicrobial were also tested in combination with the bacteriocin enterocin AS-48 at a

final bacteriocin concentration of 40 pg/ml (Table 2). The activated plastic squares were
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allowed to dry overnight in a biological safety cabinet with ultraviolet light and air

stream (Telstar, Madrid, Spain).

The antimicrobial activity of the activated plastic squares was determined by
depositing squares on trypticase soya agar plates (TSA, Scharlab, Barcelona, Spain)
inoculated with Listeria innocua CECT 4030 as indicator bacterium, in triplicate.
Following 24 h incubation at 37 °C, the zones of inhibition of bacterial growth (in mm)
produced by the diffusion of the antimicrobials in the surrounding the activated material

were measured.

2.3. Inhibition of biofilm formation

Plastic squares were activated with a solution containing 0.375% carvacrol or thymol
plus 40 pg/ml enterocin AS-48. The activated plastic squares were introduced into
sterile 50 ml Falcon tubes containing 5 ml culture media inoculated with 100 pl from an
overnight culture of the bacteria to be tested (46): Bacillus licheniformis LMG 194009,
Bacillus coagulans CECT 12, Lactobacillus fructivorans CECT 4671 and L. innocua
CECT 4030. Inoculated cultures containing plastic squares without antimicrobials were
used as controls. All samples were incubated at 22 °C with gentle shaking. The culture
media used were De Man, Rogosa and Sharpe (MRS, Scharlab) for lactobacilli and
trypticase soya broth (TSB, Scharlab) for the rest of the bacteria tested. At regular
intervals of incubation (24, 48 and 72 h), aliquots were taken from the cultures for
determination of viable cells by serial dilution and plating on TSA or MRS agar

(Scharlab).

In parallel, plastic squares were transferred under aseptic conditions to a new
Falcon test tube and rinsed with 5 ml sterile saline solution to remove unattached

bacterial cells. After removal of the washing solution, attached cells were recovered in 5
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ml sterile saline solution by sonication for 1 min in a sonicator bath (Mod 3510,
Branson; Danbury, CT, USA) followed of vortex shaking according to the protocol
previously developed in our research group (44). The concentration of viable cells in the
resulting suspension was determined by serial dilution and plating. All assays were

performed in triplicate.

Biofilm formation on the surfaces of the activated plastic films was followed by
fluorescence microscopy. The plastics were washed with sterile saline solution and
treated with the BacLight Live/Dead bacterial viability test (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) following the protocol recommended by the manufactures, and

then observed under fluorescence microscopy as described by Nostro et al. (47).

2.4. Statistical analysis

The statistical significance (p < 0.05) of differences in viable counts between samples

was determined by a paired t-test.

3. Results

3.1. Antimicrobial activity of activated films

In a first trial, plastic squares were activated with carvacrol, thymol, eugenol,
cinemaldehyde or tyrosol at different concentrations and tested on agar plates inoculated
with Listeria innocua CECT 4030 (Table 1). The best results were obtained with
carvacrol, thymol and eugenol. In the case of carvacrol, inhibition zones exceeding 5
mm from the border of the plastic square were observed for all the plastic materials
tested. However, inhibition zones decreased markedly for lower carvacrol
concentrations. Nevertheless, no growth was observed under the plastic squares 4, 6, 7

and 8 for carvacrol concentrations as low as 0.25%. For thymol, the largest inhibition
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zones were obtained for plastic n® 6, at concentrations of 0.75% and 1.0%. In the case of
eugenol, cinnamaldehyde and tyrosol the concentrations tested were higher. Eugenol
yielded largest inhibition zones at 2% for plastics 4, 5 and 6. However, the plastic
squares became wrinkled and gave off a strong odor. No good results were obtained
with cinemaldehyde and tyrosol even at 2%, since only some of the activated plastics

yielded inhibition zones, and these were very small.

Control plastic squares not activated with antimicrobials showed no inhibitory

activity against Listeria.

In order to enhance antimicrobial activity, the two phenolic compounds that
showed greatest inhibitory effects at 1% (carvacrol and thymol) were tested in
combination with bacteriocin AS-48, choosing two plastics representative of those that
gave the best results in the first test, the plastic n°® 4: Stomacher® 80 Biomaster closure
bag and the plastic n°® 6: vacuum packaging film with textured dots. The final
concentrations of carvacrol and thymol tested in this case were 0.125, 0.25 and 0.375%
in combination with bacteriocin at 40 pg/ml. As shown in Table 2, an increase of
inhibition zones against Listeria was observed for all combinations at concentrations of
0.25% or above. Large inhibition zones were observed for combinations containing

0.375% of the phenolic compound and bacteriocin.

3.2. Effect of activated films on biofilm formation.

Plastic films numbers 4 (F4) and 6 (F6) activated with carvacrol and thymol (plus
bacteriocin) were chosen for assays on inhibition on biofilm formation since they gave
the best results among all plastics tested on plate assays. Results on viable cell counts
from bacterial cultures carried out with plastic films activated or not with antimicrobials

are shown in Table 3.
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The activated films F4 containing either carvacrol or thymol in combination
with enterocin AS-48 were effective in reducing the levels of viable Listeria below the
detection limit in the cultured broth (planktonic state). Listeria innocua was able to
form biofilms on both plastic films without antimicrobials, with no statistical
differences between F4 and F6 control films. Activated F4 films also were effective in
the inhibition of biofilm formation, since no viable cells were detected from the
activated plastic films after 24 and 72 h incubation. Furthermore, viable counts obtained
for activated F4 films at 48 h were significantly lower (p < 0.05) by 4.53 to 4.80 log
cycles compared to the control plastic films without antimicrobials. Film F6 activated
with carvacrol plus enterocin AS-48 reduced viable counts in both planktonic and
sessile states below detectable levels at 24 and 72 h. It also reduced viable counts
significantly (p < 0.05) at 48 h incubation for both the planktonic and sessile states by
6.54 and 3.68 log cycles, respectively. F6 film activated with thymol plus enterocin AS-
48 was the most effective, since no viable cells were detected from either planktonic or

sessile state samples during the whole sampling period.

Tests with L. fructivorans indicated that all activated films were able to reduce
viable counts of this bacterium in the planktonic state significantly (p < 0.05) compared
with the controls. This effect was greatest for F6 films at 24 h, since viable cell
concentrations were reduced below detectable levels. L. fructivorans showed a stronger
capacity for biofilm formation on F6 control films, with viable counts 1.85 log cycles
higher (p < 0.05) that F4 films at 72 h incubation. All activated plastic films were able
to inhibit biofilm formation for at least 48 h, but not for 72 h. Yet, the concentrations of
viable cells recovered from the activated films after 72 h were significantly lower (p <

0.05) by 2.44to 4.07 log cycles compared to non-activated control plastic films.
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Viable counts of planktonic B. cogulans cells were significantly lower (p < 0.05)
for activated F4 films compared to controls, and were also lower (p < 0.05) in samples
containing F4 films activated with carvacrol compared to thymol. B. coagulans showed
a greater capacity to form biofilms on F6 control films compared to F4 control films, as
shown by the significantly higher (p < 0.05) cell concentrations recovered from F6
control films at all sampling points. For the activated F4 films, sessile cell counts at 24
h only were significantly lower (p < 0.05) than controls for the films activated with
carvacrol plus bacteriocin, but not for the thymol-activated films. However, viable
counts were reduced below detectable levels at 72 o for both carvacrol and thymol-
activated films, and only some viable cells were detected in the thymol-activated films
at 72 h. Activated F6 films showed higher efficacy in reducing both planktonic and
sessile B. coagulans viable counts, and viable cells only were detected at some points
during storage. Remarkably, the F6 film activated with thymol plus bacteriocin was the

most effective, since no viable cells were detected for any of the samples.

B. licheniformis grew more slowly in the control samples compared to the rest of
the bacteria tested. In the control samples incubated with activated plastic films, viable
counts for planktonic cells were below detection levels for most of the samples. The
exception was 48 h samples incubated with F4 film activated with carvacrol plus
enterocin AS-48, in which viable counts (1.48 log CFU/ml) were significantly lower (p
< 0.05) than controls by 4.45 log cycles. For the sessile state, viable counts from control
F6 films were non-significantly higher than F4 film. In the case of films activated with

antimicrobials, no viable cells were detected for any of the films and storage points.
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These results were confirmed by fluorescence microscopy. The treated plastic
films showed much lower numbers of attached viable cells compared to controls
without antimicrobials (Figure 1). This effect on cell viability was dependant on the

plastic and the antimicrobial applied in combination with bacteriocin.

4. Discussion

Food packaging films impregnated or coated with antimicrobial agents could potentially
extend the shelf life and improve the microbial safety of food products (48). Results
from the present study indicated that plastic films activated with carvacrol and thymol
showed greatest inhibitory activities compared to the other antimicrobials tested,
cinnamaldehyde, eugenol and thyrosol. Previous studies showed that carvacrol and
thymol incorporated on plastic films at concentrations of 1% or greater inhibited growth
of foodborne pathogens L. monocytogenes, E. coli, Salmonella, S. aureus or B. cereus
and spoilage bacteria B. thermosphacta and Carnobacterium sp. (49-53). Previous
studies also showed that the bactericidal effect of enterocin AS-48 solutions against L.
monocytogenes was enhanced by several essential oils as well as carvacrol, eugenol,
thymol, terpineol, tyrosol and hydroxytyrosol (54). According to results from the
present study, the activity of carvacrol and thymol applied on plastic films could be
enhanced considerably in combination with enterocin AS-48. This enhanced activity
was shown not only on planktonic cells but also on biofilm formation on the two plastic
surfaces tested. Results obtained on planktonic cells could be explained by diffusion of
the antimicrobials from the plastic film surfaces into the medium. According to the
results obtained on planktonic cells, plastic film n° 6 was the best carrier for
immobilization of the tested antimicrobials. This plastic film is widely used for vacuum-
packaging of foods, so there could be a potential for the commercial application of the

activated film.
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It is also worth noting that, among the four bacteria included in the study, L.
innocua was the most sensitive to the antimicrobials tested. Previous studies have
shown that L. monocytogenes is highly sensitive to enterocin AS-48, with a minimum
bactericidal concentration around 1 pg/ml (55). However, another study reported that L.
monocytogenes was much more resistant to this bacteriocin in the sessile state (44). In
the present study, L. fructivorans was much more resistant in the planktonic state
compared to Listeria, in spite of the strong inhibition of biofilm formation observed.
The endospore former B. coagulans was apparently more resistant than B. licheniformis.
This difference in resistance could also be related to the lower number of cells found in
cultures of B. licheniformis. However, both bacteria were very sensitive to the
combination of thymol and AS-48 immobilized on film n® 6. By contrast, film n° 4 was
much less effective on the higher cell density culture of B. coagulans, suggesting that

the type of plastic support also has an influence on the efficacy of the activated film.

One of the main causes of food contamination is the formation of bacterial
biofilms, because biofilms represent a persistent reservoir of bacteria and provide extra
protection against disinfection (56). Results from the present study clearly indicate that
activation of plastic films with a combination of phenolic compounds and bacteriocin
AS-48 caused strong inhibition of biofilm formation. This inhibitory effect was
associated in most cases to a decrease or complete inactivation of planktonic cells as
well. However, in some cases, biofilm formation was completely inhibited even in the
presence of a relatively high residual population of planktonic cells as in the case of L.
fructivorans at 24 and 48 h incubation. The observed inhibition of biofilm formation is
important, since biofilm formation may protect bacterial cells from antimicrobial
substances by creating a diffusion barrier. Previous studies showed that enterocin AS-48

inhibited biofilm formation by L. monocytogenes and B. cereus (44). Other studies have
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shown that bacteriocins can inhibit biofilm formation by human pathogenic bacteria
(57-61). Regarding essential oils, several studies have reported on their inhibitory
effects of biofilm formation on bacterial pathogens (62-67). Carvacrol, cynnamaldehyde
and thymol were reported to inhibit gene activation by quorum sensing and this was
related to inhibition of biofilm formation (35, 68-70). Incorporated in plastic films for
food packaging, carvacrol and cynnamaldehyde were reported to inhibit biofilm
formation (47). Results from the study indicated that the combination of enterocin AS-
48 with thymol was superior to carvacrol both on planktonic cells and on inhibition of
biofilm formation. Thymol is one of the major constituents of thyme oil (71), and is also
commercially available at relatively low price, which makes this compound feasible for

food application.

Altogether, results from the present study highlight the potential of thymol in
combination with enterocin AS-48 for activation of plastic films intended for food
packaging, creating a natural hurdle against proliferation of spoilage and potentially-

pathogenic Gram-positive bacteria.
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Table 1: Antimicrobial activity of activated films.

Film*
Antimicrobials 1 2 3 4 5 6 7 8
Carvacrol 0.25% - - - + - + + +
Carvacrol 0.5% - - - + - + + +
Carvacrol 0.75% + - ++ + ++ + + +
Carvacrol 1.0% +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Thymol 0.25% - - - - - + - -
Thymol 0.5% - - + + - + + +
Thymol 0.75% - - + + - +++ ++ +
Thymol 1.0% ++ + + + + +H+ ++ +
Eugenol 0.5% - - - - - + + +
Eugenol 1.0% + + + + + + + +
Eugenol 1.5% + + + + ++ ++ +
Eugenol 2.0% + ++ + +++ +++ +++ ++ +
Tyrosol 0.5% - - - - - - - -
Tyrosol 1.0% - - - - - + - +
Tyrosol 1.5% - - - - - + - +
Tyrosol 2.0% - - - - - + - +
Cinnamaldehyde 0.5% - - - - - - - -
Cinnamaldehyde 1.0% - - - - - - - -
Cinnamaldehyde 1.5% - - - - - - - -
Cinnamaldehyde 2.0% - - - - - - + +

*1: Sandwich bag with clasp. 2: Sandwich bag without clasp. 3: Stomacher® 80 Biomaster standard bag. 4:
Stomacher® 80 Biomaster closure bag. 5: Transparent saran wrap. 6: Vacuum-packaging film with textured dots. 7:
Vacuum-packaging film with textured hexagons. 8: Vacuum-packaging film with textured squares. Films 1to 5 were
made from low-density polyethylene. Films 6 to 8 were from polyethylene-polyamide. Antibacterial activity was
recorded as - (no activity), + (clear inhibition zones under the activated film), ++ (clear inhibition zones extending 2

to 5 mm from the border mark of the activated film) or +++ (clear inhibition zones extending > 5 mm from the

border mark of the activated film).
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Table 2: Antimicrobial activity of activated films combined with bacteriocin.

Film

Antimicrobial 4 6
AS-48 + -
Carvacrol 0.125% + AS-48 ++ ++
Carvacrol 0.25% + AS-48 +++ St
Carvacrol 0.375% + AS-48 +++ I
Thymol 0.125% + AS-48 ++ +
Thymol 0.25% + AS-48 +++ St
Thymol 0.375% + AS-48 ++++ I

Film 4: Stomacher® 80 Biomaster closure bag. 6: Vacuum packaging film with textured dots. Antibacterial activity
was recorded as — (no activity), + (clear inhibition zones below the activated film), ++ (clear inhibition zones
extending 2 to 5 mm from the border mark of the activated film), +++ (clear inhibition zones extending 5 to 8 mm

from the border mark of the activated film), or ++++ (clear inhibition zones extending > 8 mm from the border mark

of the activated film).
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formation by different bacteria.

Table 3. Effect of plastic films activated with carvacrol or thymol in combination with enterocin AS-48 on biofilm

Bacteria and

Planktonic cells (log CFU/ml)

Sessile cells (log CFU/ml)

treatment 24h a8h 72h 24h a8 h 72h
Listeria innocua

F4C 9.17 +£0.07 9.32+0.03 8.82+0.04 7.15+0.15 7.14+0.19 7.08%0.11
F4Cvc-AS-48 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 261+0.29 <1.0
FAThy-AS-48 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 2.34+0.04 <10

F6C 8.91+0.10 8.92+0.18 8.85+0.10 7.40+0.28 7.18+0.15 7.23+0.18
F6Cvc-AS-48 <1.0 2.38+0.15 <1.0 <1.0 3.50+0.08 <1.0
F6Thy-AS-48 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
Lactobacillus

fructivorans

F4C 7.51+0.15 8.45+0.07 9.51+0.18 440+0.08 5.20+0.21 4.87+0.24
F4Cvc-AS-48 3.34+0.13 4.15+0.21 5.50+0.17 <1.0 <1.0 2.43+0.32
FAThy-AS-48 3.50+0.20 3.54+0.20 4.48 +0.28 <1.0 <1.0 2.18 +0.25
F6C 7.78 +£0.11 8.56 +0.18 9.45 +0.07 480+0.18 6.20+0.28 6.67+0.32
F6Cvc-AS-48 <1.0 3.48 +0.15 5.47 +0.18 <1.0 <1.0 2.60+0.41
F6Thy-AS-48 <1.0 3.50+0.14 4.47 +0.10 <1.0 <1.0 3.36+0.23
Bacillus

coagulans

F4AC 6.12 +0.17 8.19+0.27 8.30+0.12 3.63+0.18 5.96+0.23 6.28+0.25
F4Cvc-AS-48 2.47 +£0.07 1.30+0.14 2.20+0.24 1.69+0.17 <1.0 <1.0
FAThy-AS-48 4.93+0.23 4.46 £0.23 3.32+0.21 3.17+0.29 <1.0 1.0+0.18
F6C 6.00 +0.16 8.35+0.21 8.11+0.16 5.36+0.12 7.45+0.16 8.08+0.25
F6Cvc-AS-48 <1.0 1.48 £0.25 1.60 £ 0.27 <1.0 1.84+0.19 <1.0
F6Thy-AS-48 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
Bacillus

licheniformis

F4AC 3.0+ 0.08 5.93+0.14 6.40+0.19 195+0.17 391+0.15 4.28+0.25
F4Cvc-AS-48 <1.0 1.48+0.11 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
FAThy-AS-48 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0

F6C 3.70+0.19 6.65+0.18 7.22+0.31 1.77+0.10 4.98+0.25 4.86+0.23
F6Cvc-AS-48 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
F6Thy-AS-48 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
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FA: Stomacher® 80 Biomaster closure bag. F6: Vacuum-packaging film with textured dots. C, control films not
activated with antimicrobials. Cvc-AS-48: Films activated with carvacrol plus enterocin AS-48. Thy-AS-48: Films

activated with thymol plus enterocin AS-48.

L. innocua (control) L. innocua+Carvacrol +AS-48 L. innocua+Thymol+AS-48

B,
B

. LR
B.

coaqulans (control)

-

B. coaqulans+Carvacrol+AS-48 B.coaqulans+Thymol+AS-48

Figure 1. Live-dead viability staining of biofilms formed by L. innocua and B. coagulans on control and activated
plastic films.

70



ARTICULO 2

Irene Ortega Blazquez, Maria José Grande Burgos, Rubén Pérez-Pulido,
Antonio Galvez, Rosario Lucas

Inactivation of Listeria in foods packed in films activated with
enterocin AS-48 plus thymol singly or in combination with high-
hydrostatic pressure treatment.

Coatings 7:204.






H coatings MBPY
Article

Inactivation of Listeria in Foods Packed in Films
Activated with Enterocin AS-48 plus Thymol Singly
or in Combination with High-Hydrostatic

Pressure Treatment

Irene Ortega Blazquez, Maria José Grande Burgos, Rubén Pérez-Pulido, Antonio Galvez *
and Rosario Lucas
Department of Health Sciences, University of Jaen, 23071 Jaén, Spain; iob00003@red.ujaen.es (1.O.B.);

mjgrande@uijaen.es (M.].G.B.); rppulido@ujaen.es (R.P.-P.); rlucas@ujaen.es (R.L.)
* Correspondence: agalvez@ujaen.es; Tel.: +34-953-212160

Academic Editor: Stefano Farris
Received: 16 October 2017; Accepted: 15 November 2017; Published: 18 November 2017

Abstract: The aim of the present study was to determine the efficacy of films activated with enterocin
AS-48 plus thymol singly, or in combination with high-hydrostatic pressure (HHP) on the inactivation
of Listeria innocua in sea bream fillets and in fruit puree stored under refrigeration for 10 days.
L. innocua proliferated in control fish fillets during storage. The activated film reduced viable Listeria
counts in fillets by 1.76 log cycles and prevented growth of survivors until mid-storage. Application
of HHP treatment to fillets packed in films without antimicrobials reduced Listeria counts by 1.83 log
cycles, but did not prevent the growth of survivors during storage. The combined treatment reduced
viable counts by 1.88 log cycles and delayed growth of survivors during the whole storage period.
L. innocua survived in puree during storage. The activated film reduced Listeria counts by 1.80 and
2.0 log cycles at days 0 and 3. After that point, Listeria were below the detection limit. No viable
Listeria were detected in the purees after application of HHP treatment singly, or in combination with
the activated film. Results from the study indicate that the efficacy of activated films against Listeria
is markedly influenced by the food type.

Keywords: Listeria; activated film; bacteriocin; thymol; high-hydrostatic pressure; fish fillets; fruit puree

1. Introduction

Listeria monocytogenes is a psychrotrophic foodborne Gram-positive bacterium which is widely
found in the environment, such as in plants, soil, animal, water, dirt, dust, and silage [1,2]. In the EU,
there was a statistically significant increasing trend of listeriosis over 2008-2015, with a case fatality
of 17.7% [3]. Ready-to-eat (RTE) fish and other fishery products showed the highest percentages of
non-compliance at retail, followed by other foods of animal origin, such as meats and dairy products [3].
L. monocytogenes was also reported in vegetables, fruits, and fruit puree [3]. Consumption of fruits and
vegetables contaminated with L. monocytogenes resulted in outbreaks of listeriosis [4,5]. Therefore, it is
of the utmost importance to reduce the risks for transmission of this bacterium through the food chain.

One approach to reduce transmission of foodborne pathogens is the application of
biologically-derived compounds like bacteriocins and phytochemicals in antimicrobial food
packagings [6-8]. Antimicrobial packaging increases the shelf life, safety, and quality of many
food products by reducing microbial growth in non-sterile foods and minimizing the hazard of
post-contamination of processed products [9]. Antimicrobial packaging achieves a slow migration
of antimicrobial agents from an area of high concentration (packaging material) to an area of low
concentration (food), providing a more prolonged exposure of bacteria to antimicrobials and decreasing
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the loss of antimicrobial activity upon interaction with the food matrix [10]. When used as part of
hurdle technology [11], activated films can improve microbial inactivation in foods.

Films activated with natural antimicrobials have been tested for inhibition of foodborne pathogens
in several studies, as exemplified by bacteriocins [12-17] and plant essential oils, or their bioactive
compounds [18-24]. Enterocins are the bacteriocins produced by enterococci. Enterocin AS-48 is
a 7.2-kDa circular peptide produced by Enterococcus faecalis and E. faecium strains [25]. Enterocin
AS-48 (either singly, or in combination with other antimicrobials) is active against foodborne
pathogens and food spoilage bacteria [25]. The anti-Listeria activity of enterocin AS-48 can be
potentiated by thymol [26] and by high-hydrostatic pressure (HHP) [27]. The combined application
of films activated with natural antimicrobials and HHP treatments of low intensity seems a feasible
approach for non-thermal preservation of foods and for decreasing the risks of proliferation of
survivors during storage, while at the same time reducing the impact of treatments on the food
physico-chemical properties.

The aim of the present study was to determine the anti-Listeria effects of films activated with a
mixture of enterocin AS-48 and thymol (a cheap, commercially available antimicrobial), singly, or in
combination with a mild HHP treatment. Foods having pH values close to neutral (sea bream fillets)
or acidic pH (fruit puree) were chosen as model food systems for the assays.

2. Materials and Methods

2.1. Inoculum Preparation

Listeria innocua (CECT 4030) was used as a surrogate of L. monocytogenes. The strain was supplied
by the Spanish Type Culture Collection (CECT, Burjasot, Valencia, Spain). The bacterium was cultivated
overnight at 37 °C on trypticase soy broth (TSB, Scharlab, Barcelona, Spain) and diluted ten-fold in
sterile saline solution.

2.2. Preparation of Activated Plastic Bags

Enterocin AS-48 was prepared by cation exchange chromatography following a previously-
described procedure [28]. Thymol was from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Polyethylene-polyamide
bags (10 x 15 cm?) were activated by addition of 1 mL enterocin AS-48 solution (0.5 pg/uL) plus
1 mL 0.5% thymol followed by hand rubbing to ensure impregnation of the whole inner bag surface.
After incubation for one hour at ambient temperature, the remaining liquid inside the bags was
removed and the bags were allowed to dry for one hour in a biosafety cabinet (Telstar, Madrid, Spain)
under UV irradiation in order to avoid contamination.

2.3. Sample Preparation, Treatments, and Microbiological Analysis

The efficacy of activated bags against Listeria was tested in two model food systems: a fruit puree,
having an acidic pH, and fish fillets having a pH close to neutrality. Fruit puree was prepared from
Golden Delicious apples, pears, and bananas bought at a local supermarket. Fruits were peeled under
aseptic conditions and mixed in equal amounts. The fruit mixture was processed with a domestic
blender for 1 min to obtain the fruit puree. Fillets from sea bream (Sparus aurata) with skin were
purchased at a local supermarket and cut into 5 g portions with a sterile knife under aseptic conditions.
The pH of samples was measured with a pH meter (Crison, Barcelona, Spain). All food samples (5 g
fruit puree, 5 g sea bream portions) were spiked with L. innocua to yield approximately 5.3-5.5 log
CFU/g, packed in the activated bags and sealed under vacuum. In parallel, food samples spiked
with L. innocua were packed in bags that had not been activated with any antimicrobial treatment.
For each type of food and treatment, two batches (each one in triplicate) were prepared. Half of
the samples (packed in films activated with antimicrobials, or not) were treated by high-hydrostatic
pressure (HHP) at 300 MPa for 5 min while the rest were not treated. HHP treatment was applied with
a Stansted Fluid Power LTD HHP equipment (SFP, Essex, UK) operating under standard conditions
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described elsewhere [29]. All samples (packed in films with or without antimicrobials, and treated
by HHP, or not) were stored at 5 °C for 10 days. At desired incubation times, bags (in triplicate)
were removed and the food content was pooled and homogenized with 10 mL sterile buffered
peptone water (Scharlab, Barcelona, Spain). The resulting homogenate was serially diluted in sterile
saline solution (0.85% NaCl, Scharlab) and plated in triplicate on polymyxin B-acriflavine-lithium
chloride-ceftazidime-aesculin-mannitol (PALCAM) agar with added antibiotic supplement (Scharlab).
The average number of colonies obtained after 24-48 h incubation of the plates at 37 °C was used to
calculate the viable cell concentration (expressed as log colony forming units (CFU)/g).

2.4. Statistical Analysis

The average data + standard deviations from replicates were determined with Excel programme
(Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). A paired t-test was performed at the 95% confidence interval in
order to determine the statistical significance of data (Statgraphics Plus version 5.1, Statistical Graphics
Corp., Princeton, NJ, USA).

3. Results

Sea bream fillets (pH 6.48) inoculated with L. innocua were packed in plastic bags activated or
not with antimicrobials and then treated or not by HHP (Table 1). For the controls (samples packed
in plastic bags without antimicrobials and without HHP treatment), viable Listeria counts already
increased by day 5, and were significantly higher (p < 0.05) by 1.7 log cycles at the end of storage
period. The activated film packaging significantly (p < 0.05) reduced viable cell counts by 1.76 log
cycles, and delayed growth of the bacterium during storage. Viable Listeria counts for samples packed
in the activated film remained significantly (p < 0.05) lower than controls by 1-2.67 log cycles within
the first seven days of storage. However, Listeria counts reached the same value as controls by the end
of storage period. Application of HHP treatment to samples packed in films without antimicrobials
reduced Listeria counts significantly (p < 0.05) by 1.83 log cycles. However, multiplication of survivors
during storage resulted in viable counts that were not significantly lower (p > 0.05) than controls for
storage times 3, 5, and 7. Application of HHP treatment to samples packed in activated films achieved
a significant (p < 0.05) reduction of viable counts by 1.88 log cycles. Growth of survivors was also
delayed until the end of storage, with a significant (p < 0.05) increase in the concentration of Listeria of
only one log cycle. Compared to the single activated film treatment, the combined treatment achieved
a more prolonged delay in growth of the surviving Listeria population and achieved significantly
(p < 0.05) lower viable counts at the end of storage (day 10), but not earlier. Compared to the single
HHP treatment, the HHP treatment in combination with the activated film achieved significantly
(p < 0.05) lower Listeria counts (1.28-3.15 log cycles) during storage times 3, 5, and 7.

Table 1. Viable cell counts for Listeria in sea bream fillets challenged with the bacterium and stored
under refrigeration. Fillets were packed in polyethylene-polyamide bags without any treatment
(controls), or in bags activated with 0.5% thymol plus 80 mg/mL enterocin AS-48. When indicated,
packed fillets were treated by HHP (300 MPa, 5 min).

Storage Time (Days)

Treatment
0 3 5 7 10
Control 5.30 £+ 0.09 493 4+ 0.08 6.03 - 0.22 6.36 - 0.12 7.02 +0.21
Activated film (AF) 3.54 +0.15 3.88 £ 0.21 3.36 £ 0.22 4.06 £ 0.46 6.85 + 0.38
HHP 3.47 +0.16 475 +£0.17 6.06 + 0.39 6.56 = 0.18 5.20 £ 0.42
AF-HHP 342 +£0.21 3.47 £0.31 3.25+0.25 3.41 +0.29 449 + 0.22

Note: Data (log CFU/g) are the average of two replicates + standard deviation.

Listeria was unable to proliferate in the fruit puree having an acidic pH of 4.52. (Table 2).
The concentrations of viable Listeria in the control fruit puree (films not activated) decreased slowly
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during the first seven days of storage (being 0.9 log cycles lower at day 7) and more rapidly during
late storage (being 2 log cycles lower at day 10). For samples packed in the activated film, viable
Listeria counts were significantly lower (p < 0.05) than controls by 1.8 and 2.0 log cycles at times 0 and 3,
respectively. Furthermore, counts were below the detection limit (1.0 log CFU/g) for the remaining
storage period. For the samples treated by HHP singly or in combination with the activated film,
no viable Listeria were detected at any sampling point.

Table 2. Viable cell counts for Listeria in fruit puree challenged with the bacterium and stored under
refrigeration. Fruit puree was packed in polyethylene-polyamide bags without any treatment (controls),
or in bags activated with 0.5% thymol plus 80 mg/mL enterocin AS-48. When indicated, packed puree
was treated by HHP (300 MPa, 5 min).

Storage Time (Days)

Treatment
0 3 5 7 10
Control 5.49 £+ 0.08 4.77 £ 0.12 4.38 +£0.11 4.60 £+ 0.14 3.27 £0.29
Activated film (AF) 3.69 +£0.12 2.69 +0.14 <1.0 <1.0 <1.0
HHP <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
AF-HHP <1.0 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0

Note: Data (log CFU/g) are the average of two replicates & standard deviation.

4. Discussion

Results from the present study indicate that both the activated film and the HHP treatment
achieved similar initial reductions in the concentration of viable L. innocua as a surrogate of
L. monocytogenes in sea bream fillets. While the HHP treatment did not prevent further proliferation
of survivors during food storage, the activate film delayed growth at least until day 7. Compared
to other methods for bacteriocin addition such as dipping or spraying with bacteriocin solutions,
activated films provide the advantage of a slow release of antimicrobials into the medium while, at the
same time, can also provide some protection against bacteriocin degradation by tissue proteases or
by complexation with food components [6]. Although the combined treatment of activated films
with HHP did not improve inactivation of Listeria significantly compared to the activated films alone,
it still delayed proliferation of survivors for the whole storage period, indicating a longer protection
against Listeria. A previous study reported that spray application of enterocin AS-48 at 0.37 pg/cm?
reduced viable counts of L. monocytogenes by 1.68 and 1.9 log cycles in raw hake and raw salmon fillets,
respectively [30]. This effect was similar to the one obtained in the present study for films activated
with a higher concentrated bacteriocin solution in combination with thymol. These results would
suggest that the amount of antimicrobials adsorbed on the plastic films was low and/or that diffusion
of bacteriocin and thymol into the fish tissue was slower compared to the more direct application
by spray.

In the present study, Listeria was inoculated in the fish fillets at a concentration high enough to
allow determination of log reductions of at least 4 log cycles. However, the initial concentrations of the
bacterium in raw foods are expected to be much lower. For example, one recent study [31] reported that
out of the 17.6-18.4% of the 301 marine fresh and smoked fish samples positive for L. monocytogenes,
only three samples had viable Listeria counts above 2 log CFU/g, the highest concentration being
3.88 log CFU/g. Considering an initial concentration of 3 log CFU/g in the raw material, the combined
treatment of enterocin and HHP would reduce the viable cell concentration below the threshold level
of 100 viable cells per gram of food.

In the fruit puree, Listeria was unable to multiply possibly because of the acidic pH of the fruit,
but it did survive quite well during the first seven days of storage. Previous studies have shown that
L. monocytogenes can grow in a number of vegetables [32-34], in non-acidic fruits [35,36] and in acidic
fruits such as tomatoes [37], peeled Hamlin oranges [38], sliced raspberries, pear or kiwi [36], and in
Golden Delicious apple slices [39,40]. In 2014, a listeriosis outbreak occurring in the USA was linked
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to commercially-produced, prepackaged whole caramel apples [4]. A previous study showed that
edible coatings activated with enterocin AS-48 at concentrations of 20 or 40 ug/mL reduced the viable
cell concentrations of L. monocytogenes on apple cubes and improved inactivation of the bacterium in
a concentration-dependent way during storage [41]. Results from the present study indicated that,
under acidic pH condition, L. innocua was much more sensitive to treatment with activated films
containing enterocin AS-48 and thymol and also to HHP treatment compared to results obtained on
sea bream fillets having a pH value close to neutrality. It would be expected that the stress conditions
imposed by acidic pH could decrease the capacity of Listeria to repair cell damage caused by enterocin
AS-48 and thymol as well as by the HHP treatment. Previous studies have shown that inactivation
of microorganisms by HHP treatments greatly depends on the food matrix and the pH of the food
product [42]. Acid stress may enhance tolerance to HHP, but at the same time organic acids may act
synergistically with HHP [42]. Another study [43] reported an additional 3 log CFU/g reduction in
L. monocytogenes when pressurized at (353 MPa, 10 min, 45 °C) in buffer at pH 4.0 as compared with
pH 6.0. A faster diffusion of antimicrobials into the puree could also contribute to the observed effects.
Previous studies have shown that the anti-Listeria effect of enterocin AS-48 greatly depends on the
medium, with bactericidal concentrations ranging from as low as 0.8 ug/mL in brain-heart infusion
broth [44] to 0.8 pg/g in cooked ham [45]. According to results from the present study, and presuming
a low Listeria load in fruit purees, both the activated film and the HHP treatment of low intensity
would be effective in improving the safety of purees.

5. Conclusions

Thymol plus enterocin AS-48 incorporated in activated films delayed the proliferation of Listeria
population in seabream fillets and induced gradual inactivation of the bacterium in fruit puree.
Combination of activated films with HHP treatment provided a longer protection against Listeria
proliferation in fillets. HHP treatment was more effective in fruit puree, achieving complete inactivation
of Listeria population.
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Treatment With High-Hydrostatic
Pressure, Activated Film Packaging
With Thymol Plus Enterocin AS-48,
and Its Combination Modify the
Bacterial Communities of
Refrigerated Sea Bream (Sparus
aurata) Fillets

Irene Ortega Blazquez, Maria J. Grande Burgos, Rubén Pérez-Pulido, Antonio Galvez* and
Rosario Lucas

Microbiology Division, Department of Health Sciences, University of Jaen, Jaen, Spain

The aim of this study was to determine the impact of activated plastic films with thymol
and enterocin AS-48 and high-hydrostatic pressure (HP) treatment on the bacterial load
and bacterial diversity of vacuum-packaged sea bream fillets under refrigerated storage
for 10 days. The activated film and the HP treatment reduced aerobic mesophiles viable
counts by 1.46 and 2.36 log cycles, respectively, while the combined treatment achieved
a reduction of 4.13 log cycles. HP and combined treatments resulted in longer delays
in bacterial growth. Proteobacteria were the dominant phyla in sea bream fillets. The
relative abundance of Firmicutes increased by the end of storage both in controls and in
samples treated by HP singly or in combination with the activated films. The predominant
operational taxonomic units (OTUs) found at time O in control samples (Listeria,
Acinetobacter, Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Chryseobacterium) rapidly changed
during storage (with an increase of Vibrio, Photobacterium, and Shewanella together with
Cloacibacterium and Lactobacillales by the end of storage). The activated fim and the
HP treatment induced drastic changes in bacterial diversity right after treatments (with
Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax, and Sphingomonas as main OTUS)
and also induced further modifications during storage. Bacterial diversity in activated
film samples was quite homogeneous during storage (with Vibrio, Photobacterium, and
Shewanella as main OTUs) and approached control samples. HP treatments (singly or in

Burgos MJ, Pérez-Pulido R, Galvez A
and Lucas R (2018) Treatment With
High-Hydrostatic Pressure, Activated
Film Packaging With Thymol Plus
Enterocin AS-48, and Its Combination
Modify the Bacterial Communities of
Refrigerated Sea Bream (Sparus
aurata) Fillets. Front. Microbiol. 9:314.
doi: 10.3389/fmich.2018.00314

combination with activated films) determined a high relative abundance of Acinetobacter
(followed by Pseudomonas and Shewanella) during early storage as well as a higher
relative abundance of lactic acid bacteria by the end of storage. The results indicate that
the complex dynamics of bacterial populations in the refrigerated sea bream fillets are
markedly influenced by treatment and antimicrobials applied.

Keywords: fish fillets, thymol, bacteriocin, high-hydrostatic pressure, biodiversity

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org 813 February 2018 | Volume 9 | Article 314


https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#editorial-board
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00314
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.3389/fmicb.2018.00314&domain=pdf&date_stamp=2018-02-28
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology#articles
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:agalvez@ujaen.es
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00314
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00314/full
http://loop.frontiersin.org/people/530916/overview
http://loop.frontiersin.org/people/530430/overview
http://loop.frontiersin.org/people/75536/overview
http://loop.frontiersin.org/people/23352/overview
http://loop.frontiersin.org/people/530339/overview

Ortega Blazquez et al.

Biodiversity of Preserved Sea Bream Fillets

INTRODUCTION

Fresh fish is a convenient protein ready for preparation of many
dishes, but at the same time it is highly perishable. The main
cause of deterioration of fresh fish is the metabolic activity
of spoilage seafood microorganisms that provoke degradation
of organic molecules and fish tissue, loss of essential fatty
acids, fat-soluble vitamins and protein functionality, production
of biogenic amines, and formation of off-odors (Gram and
Dalgaard, 2002).

Natural antimicrobials and non-thermal treatments such
as high-hydrostatic pressure (HP), singly or in combination
are attractive candidates for preservation of fish and fish
products. Previous studies have addressed possible applications
of bacteriocins for food preservation, including seafoods (Galvez
et al.,, 2014; Johnson et al., 2017). Enterocin AS-48 is a broad-
spectrum circular bacteriocin with a generally-recognized as safe
(GRAS) status (Grande Burgos et al., 2014). Immersion in an
enterocin AS-48 solution for 1min delayed bacterial growth
and reduced biogenic amine production in sardines during
refrigerated storage (Ananou et al., 2014). Spray-application of
an enterocin AS-48 solution reduced viable counts of a cocktail
of Listeria monocytogenes strains on raw hake and salmon fillets
as well as on smoked salmon, an effect that was potentiated by
bacteriophage P100 (Barios et al., 2016).

Essential oils and their antimicrobial compounds have been
studied for preservation of different types of foods (Hyldgaard
et al,, 2012; Patel, 2015; Pandey et al., 2017). Addition of thymol
in combination with other hurdles improved the preservation
of fresh packed plaice fillets (Altieri et al., 2005), sea bream,
fresh cod, and fresh blue fish burgers (Corbo et al, 2008,
2009; Del Nobile et al., 2009). The antibacterial activity of
enterocin AS-48 can be potentiated by essential oils and
phenolic compounds (Grande Burgos et al, 2014). Thymol
in combination with enterocin AS-48 improved inactivation
of L. monocytogenes in salads (Cobo Molinos et al., 2009).
Combinations of enterocin AS-48 and phenolic compounds
such as thymol could also offer new possibilities for fish
preservation.

Bacteriocins and essential oils or their antimicrobial
compounds have been incorporated on different coating
materials with the purpose of preserving fish products, as
exemplified by nisin (Neetoo et al, 2008; Lu et al., 2010).
However, the only use of natural antimicrobial compounds to
inhibit or delay bacterial growth in fish products may require
addition of too high concentrations having a negative impact on
food flavor. The efficacy of natural antimicrobials incorporated
on coating materials could be improved in combination with
other hurdles such as HP. HP can be applied on seafood
products with several purposes such as inactivation of foodborne
pathogens, reduction of biogenic amine production, improving
the product shelf life, product texturization, and recovery of fish
meat (Murchie et al., 2005; Campus, 2010; Wang et al., 2016).
However, pressure treatment of fresh fish flesh formed products
whose color deteriorated (cooked appearance) with increasing
pressure as well as holding time (Campus, 2010; Wang et al,,
2016). Decreasing the intensity of HP treatment reduces the

impact on the food properties, but it also decreases its effects on
inactivation of microorganisms. Application of HP treatments
of low intensity in combination with natural antimicrobials
would presumably have a greater effect on inactivation of
microorganisms, improving the preservation of fish products.

There is also a growing interest on understanding the
complex changes in the food microbiota that may occur during
product shelf life as influenced by several factors such as
storage temperature, atmosphere, and added antimicrobials.
High throughput sequencing (HTS) technology is a powerful tool
for studying microbial communities in food systems (Ercolini,
2013; Kergourlay et al, 2015). HTS has proven to be useful
in exploring bacterial communities in fish intestine (Ghanbari
et al., 2015; Standen et al,, 2015; Song et al., 2016) and seafood
products (Chaillou et al, 2015; Zhang et al, 2017). In spite
of the many studies carried out on the synergistic activities
of natural antimicrobials and treatments such as HP, there is
still limited information on the effect of such treatments on
bacterial populations in fish products. The aim of the present
study was to determine the impact of selected treatments
(natural antimicrobials thymol and enterocin AS-48 applied on
an activated plastic film and HP treatment) on the bacterial load
and bacterial diversity of sea bream fillets under refrigerated
storage.

MATERIALS AND METHODS

Sample Preparation

Fresh sea bream (Sparus aurata) fillets with skin were purchased
from a local supermarket and kept under refrigeration until use
(for not longer than 24h). Fillets were cut into 5g portions
with a sterile knife, and the portions were sealed under
vacuum in polyethylene-polyamide bags activated or not with
antimicrobials as described below.

Bags (10 x 15cm) prepared from polyethylene-polyamide
film were activated by addition of 1ml 0.5% thymol (Sigma,
Madrid, Spain) plus 1ml of partially-purified bacteriocin
enterocin AS-48 (0.8 mg/ml) prepared as described elsewhere
(Abriouel et al., 2003). Briefly, bacteriocin from cultured broths
of the producer strain Enterococcus faecalis A-48-32 were
concentrated by cation exchange chromatography. Bacteriocin
concentrates were dialyzed with distilled water for 24h by
using 2,000 molecular weight cut-off benzoylated dialysis tubing
(Sigma-Aldrich, Madrid) and filtered through 0.22pum pore
size low protein binding filters (Millex GV; Millipore Corp.,
Belford, MA, USA) under sterile conditions. The concentrations
of antimicrobials used for the study were the ones that achieved
highest number of log reductions in viable cell counts while
having lowest impact (aromatic odor) on the sensory properties
of sea bream fillets among preliminary tests carried out using
combinations of 1 ml thymol solutions at 0.25, 0.5, and 0.75%
and 1 ml bacteriocin solutions at 0.4 and 0.8 mg/ml. Bags were
rubbed by hand to ensure mixing and homogeneous distribution
of antimicrobial solutions and incubated for 60 min at ambient
temperature to facilitate adsorption of antimicrobials. Then,
excess liquid was removed and the bags were allowed to dry for
60 min on filter paper in a biosafety cabinet (Telstar, Madrid,
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Spain) under UV irradiation. Activated bags were used within
24 h of preparation. Bags not activated with antimicrobials were
also kept for 60 min under UV irradiation in a biosafety cabinet.

High-Hydrostatic Pressure Treatment

The vacuum-packed sea bream fillets were treated by high-HP
at low intensity (300 MPa for 5min at ambient temperature).
This treatment was selected among trials at 200, 300, and 400
MPa (5min each) because it achieved highest number of log
reductions while having lowest impact on the natural color of
fillets. HP treatment was applied by using a Stansted Fluid Power
LTD high pressure Iso-Lab system (model FPG9400B711; SFP,
Essex, UK). Come-up speed was 75 MPa/min. Decompression
was immediate. Pressurization fluid was water with added
10% propylenglycol. The temperature inside the vessel during
treatments ranged between 23 and 27°C. The temperature of
samples was 24.5°C at the end of treatment. The samples were
placed on ice right after treatment.

The following treatments were applied (two replicates,
each one in triplicate): C, controls packed in bags
not activated with antimicrobials. AF, samples packed in
bags activated with antimicrobials. HP, samples packed in
bags not activated with antimicrobials, treated by HP. AF-HP,
samples packed in bags activated with antimicrobials, treated
by HP. Samples were stored for 10 days at 5°C. At desired
incubation times, bags (in triplicate) were removed and the
food content was pooled and homogenized with 10ml sterile
saline solution. The resulting homogenate was serially diluted
in sterile saline solution and plated in triplicate on trypticase
soya agar (TSA; Scharlab, Barcelona, Spain) for determination
of total aerobic mesophiles. The average number of colonies
obtained after 24-48 h incubation of the plates at 37°C was used
to calculate the viable cell concentration [expressed as Logig
colony forming units (CFU)/g].

DNA Extraction

For each sampling point, aliquots (5 ml) from food homogenates
were mixed in sterile 50ml test tubes and centrifuged at
600 x g for 5min in order to remove solids. An aliquot
(1.5ml) of the resulting supernatant was then transferred to
an Eppendorf test tube and centrifuged at 13,500 x g for
5min to recover microbial cells. The pellet was resuspended in
0.5 ml sterile saline solution each. Then, Propidium Monoazide
(PMA™, GenlIUL, S.L, Barcelona, Spain) was added to block
subsequent PCR amplification of the genetic material from dead
cells (Nocker et al., 2007) as described by Elizaquivel et al.
(2012). DNA from PMA-treated cells was extracted by using
a GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich),
following instructions provided by the manufacturer. The
resulting DNA from the two batch replicates and same sampling
point was pooled into a single sample. DNA concentration and
quality were measured with a NanoDrop spectrophotometer
(Thermo Scientific, United Kingdom).

DNA Sequencing and Analysis
The sequence of the V3-V4 region of 16S rRNA gene was
used as the taxonomic basis to estimate bacterial populations

present in the samples (Caporaso et al., 2011) using Illumina
technology essentially as described elsewhere (Grande Burgos
et al, 2017). DNA template was adjusted to 10-12 ng in
each PCR reaction. The amplicon sequencing protocol targets
the V3 and V4 regions of the 16S genes with the primers
designed surrounding conserved regions (Klindworth et al.,
2013). Following the Illumina amplicon libraries protocol, DNA
amplicon libraries were generated using a limited cycle PCR
(KAPA HiFi HotStart ReadyMix, KK2602; KAPA Biosystems,
Wilmington, MA, USA), then Illumina sequencing adaptors and
dual-index barcodes were added to the amplicon. Libraries were
then normalized and pooled prior to sequencing. The sample
containing indexed amplicons was then loaded onto the MiSeq
reagent cartridge v3 (MS-102-3003; San Diego, CA, USA) and
onto the instrument along with the flow cell. Automated cluster
generation and paired-end sequencing with dual indexes reads
was performed (2 x 300 bp run). After demultiplexing, paired
end reads were joined together with the fastq-join program
(https://expressionanalysis.github.io/ea-utils/). Only reads that
had quality value (QV) scores of >20 for more than 99% of the
sequence were extracted for further analysis. All sequences with
ambiguous base calls were discarded. After filtering, sequence
reads were assigned to operational taxonomic units (OTUs)
based on sequence similarity for each read to 16S rRNA genes
from the NCBI nt database by using BLASTN function. Each read
was assigned to the taxon corresponding to the Best Blast Hit
over a threshold of similarity (e<1E-15). The sequencing output
files were deposited in the Sequence Read Archive (SRA) service
of the European Bioinformatics Institute (EBI) database under
Accession Number PRJEB22751.

Statistical Analysis

Data on viable cell counts for the different treatments and
storage times were analyzed with t-test and two-way ANOVA at
P < 0.05 (Microsoft Excel). Diversity indices Shannon Wiever
(H"), Simpson (D) and Chaol were calculated using the statistical
software packages Paleontological Statistics (PAST). Euclidean
distance matrix was obtained with SPSS software.

RESULTS

Effect of Treatments on Bacterial

Inactivation

When control sea bream fillets packed in plastic bags without
antimicrobials were stored under refrigeration, viable cell counts
(total aerobic mesophiles) increased gradually and were 1.14 log
cycles higher by the end of storage period (Table 1). Microbial
inactivation was significantly influenced (P < 0.05) by activated
film packaging, HP treatment, and the combination of activated
film and HP. For samples packed in the activated plastic bags,
viable cell counts were reduced significantly (P < 0.05) by 1.45
log cycles at time 0. However, viable counts obtained during
storage were not significantly lower (P > 0.05) than untreated
controls. The HP treatment applied to samples packed in films
without activation with antimicrobials reduced viable cell counts
significantly (P < 0.05) by 2.36 log cycles. Furthermore, viable
counts in the HP-treated samples also remained significantly
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TABLE 1 | Viable cell counts for total aerobic mesophiles in sea bream fillets stored under refrigeration.

Storage time (days)

0 2 5 7 10
Control 5.97 & 0.092 6.22 £ 0.152 6.58 £ 0.112 6.55 &+ 0.072 7.41£0.152
Activated film (AF) 451 4+ 0.05P 6.09 + 0.312 6.09 & 0.312 6.10 + 0.322 6.93 £ 0.082
HP 3.61 +£0.19° 3.01 + 0.09° 3.96 +0.12P 5.64 +0.382 6.81 + 0.252
AF-HP 1.84 + 0.09¢ 1.30 + 0.25¢ 3.91+0.18P 4.92 +£0.19P 7.16 £ 0.362

Data (Log10 CFU/g) are the average of two replicates + standard deviation.
ab.c down columns indicate significantly different (P < 0.05) values.

(P < 0.05) lower than controls by 3.21 and 2.62 log cycles
for storage times 2 and 5, respectively. However, a remarkable
increase in viable counts was noticed by day 7 and after.
Application of HP treatment to samples packed in films activated
with antimicrobials provided best results, achieving a significant
(P < 0.05) reduction of 4.13 log cycles. Although viable cell
counts for the combined treatment increased during late storage
(days 5, 7, and 10), they still remained significantly (P < 0.05)
lower than the untreated controls for storage times 2, 5, and 7
(by 4.92, 2.67, and 1.63 log cycles, respectively). Compared with
the activated film alone, microbial inactivation was influenced
significantly (P < 0.05) by the combined treatment, which
achieved additional and significant (P < 0.05) reductions of
viable counts (2.67, 4.79, 2.18, and 1.18 log cycles for storage
times 0, 2, 5, and 7, respectively). Compared with the single HP
treatment, the combined treatment with activated films achieved
additional and significant (P < 0.05) reductions of viable counts
of 1.77 and 1.71 log cycles at storage times 0 and 2, respectively.

Effect of Treatments on Bacterial Diversity
The numbers of reads assigned to OTUs was comprised between
77,780 and 190,124 (Table 2). Nevertheless, in spite of the in-
depth coverage provided by Illumina sequencing, differences
in copy number of the 16S rRNA gene sequencing need to
be taken into consideration as well as the variability that may
occur between samples. Control samples showed higher alpha
diversity values compared with samples packed in the activated
films or with samples treated by HP alone (Table 2). In samples
from the combined treatments, alpha diversity values decreased
at days 2 and 5 but then increased again during storage.
Proteobacteria were the predominant phylum in the controls as
well as in most of the treated samples, with relative abundances
ranging from 54.06 up to 99.79% (Figure 1). In control samples,
the relative abundance of Proteobacteria decreased toward the
end of storage, while other phyla (Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria) increased. For the HP treated samples, the
relative abundance of Firmicutes increased toward the end of
storage, reaching 71.91% at day 10 (HP10). This sample had the
lowest relative abundance of Proteobacteria (27.58%). For the
combined treatments, Firmicutes had higher relative abundances
both after treatment (AF-HPO, 29.30%) and by the end of storage
(AF-HP7, 33.79%; AF-HP10, 29.95%). The rest of phyla (19 in
total) had very low relative abundances, and altogether accounted
for <1.3% OTUs.

TABLE 2 | Number of sequences (reads) and observed diversity for 16S rRNA
amplicons for the different samples analyzed in this studly.

Sample N° ofreads Shannonindex Simpsonindex Chao 1 index
UNTREATED CONTROLS

Co 77,780 2.59 0.88 150.6
c2 83,091 1.79 0.77 77.5
C5 190,124 1.91 0.79 116.1
c7 120,747 3.22 0.91 208.2
C10 94,357 2.42 0.86 126
ACTIVATED FILM

AFO 106,044 2.79 0.88 131.1
AF2 92,738 1.64 0.74 113
AF5 83,014 1.92 0.79 108
AF7 84,833 1.98 0.75 142.5
AF10 78,491 1.73 0.74 110.8
HIGH HYDROSTATIC PRESSURE

HPO 99,732 0.99 0.78 107.6
HP2 94,189 1.96 0.71 123
HP5 89,368 1.72 0.73 150.1
HP7 98,761 1.72 0.74 110.5
HP10 81,864 1.94 0.74 132.5
ACTIVATED FILM PLUS HIGH HYDROSTATIC PRESSURE

AF-HPO 114,530 3.34 0.94 172
AF-HP2 90,700 1.68 0.68 132.3
AF-HP5 98,905 1.96 0.76 142.6
AF-HP7 96,927 2.30 0.84 150.8
AF-HP10 97,467 3.44 0.94 157.8

Comparison of the relative abundances of OTUs clustered
at genus level indicated important differences between controls
and treated samples that depended on treatment and also on
storage time (Figure 2). For the control samples, OTUs assigned
to genus Listeria (mainly Listeria seeligeri) showed highest
relative abundance at time 0 (CO, 24.90%). OTUs assigned to
Acinetobacter, Pseudomonas, and Enterobacteriaceae were also
relevant (with relative abundances comprised between 12 and
13%), and to a less extent Chryseobacterium (8.88%). The
bacterial diversity of control samples changed markedly during
storage. By day 2, the main bacterial groups detected at time
0 were displaced by other groups, mainly Vibrio (mostly Vibrio
rumoiensis), Photobacterium (mostly Photobacterium angustum),
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FIGURE 1 | Relative abundance of OTUs based on paired-end 16S rRNA gene sequencing analysis of DNA from refrigerated sea bream fillets. Controls packed in
films without activation with antimicrobials (C); samples packed in films activated with thymol plus enterocin AS-48 (AF); samples packed in films without activation
and treated by high-hydrostatic pressure (HP); samples packed in activated films and treated by high-hydrostatic pressure (AF-HP). Sampling was performed at days

Actinobacteria ™ Rest

and Shewanella. The first two groups were still important
at the end of storage, but other groups (Comamonadaceae,
Lactobacillales, and Cloacibacterium) also became relevant at
some points during mid to late storage.

Activated film packaging induced an early, transient
change in the microbiota of samples. The main OTUs
detected at time 0 (AF0) belonged to Comamonadaceae
(23.19%), Methylobacterium (21.37%), Acidovorax (7.62%),
and Sphingomonas (6.57%) (Figure 2). However, the relative
abundances of these bacterial groups decreased markedly by
day 2. Furthermore, the main OTUs detected for the activated
film samples during storage (AF2 to AF10) belonged to Vibrio,
Photobacterium, and Shewanella, resembling the bacterial
diversity of control samples.

The HP-treated samples (HP0) showed a similar profile as AFQ
samples, with Comamonadaceae (29.07%), Methylobacterium
(33.88%), Acidovorax (9.86%), and Sphingomonas (8.76%) as
main OTUs (Figure 2). As in the activated films, these bacterial
groups also decreased rapidly in relative abundance during
early storage of HP-treated samples. However, Vibrio and
Photobacterium had very low relative abundances during storage.
Instead, Acinetobacter (mainly Acinetobacter guillouiae and
Acinetobacter johnsonii) showed very high relative abundances
at days 2 and 5 (HP2, 50.5%; HP5, 43.03%). Pseudomonas and
Shewanella were also relevant in the HP-treated samples during
mid-storage. Furthermore, Lactobacillales and Carnobacterium
became the predominant OTUs during late storage (HP7,
HP10).

Samples packed in the activated film and then treated
by high-HP (AF-HPO) showed lower relative abundances
of Methylobacterium (12.00%), Comamonadaceae (11.58%),
Acidovorax (3.54%), and Sphingomonas (2.91%) compared
to the single HP treatment, and higher relative abundances
of  Enterococcus (12.56%), Enterobacteriaceae  (7.19%),
Lactobacillaceae (5.68%), Xanthomonadaceae (4.88%), and
Escherichia (3.50%) (Figure 2). However, the relative abundances
of these groups decreased rapidly during storage while other
groups resembling the microbiota of the single HP treatment
increased. Thus, the predominant OTUs detected in samples
from the combined treatment at days 2 and 5 belonged to
Acinetobacter (AF-HP2, 52.88%; AF-HP5, 40.65%) followed
by Shewanella and Pseudomonas in lower proportions. There
was also a change in the microbiota during late storage, with
increases in the relative abundances of OTUs assigned to
Photobacterium, Vibrio, Shewanella, and Enterobacteriaceae at
day 7, Comamonadaceae and Methylobacterium at day 10, and
Lactobacillales at both days 7 and 10.

Principal coordinates analysis indicated that most of the
activated film samples (AF2 to AF10) as well as control
samples C2 and C5 clustered together, as they had high relative
abundances for OTUs assigned to Vibrio, Photobacterium, and
Shewanella (Figure 3). Samples just treated by the activated
film (AF0), HP (HPO), or both (AF-HP0) formed a separate
cluster (with Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax,
and Sphingomonas as main OTUs in common). Samples treated
by HP and samples from the combined treatment also clustered
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Activated film + high
Controls Activated film High hydrostatic pressure hydrostatic pressure
AF- | AF- |AF- |AF- |[AF-
CO [C2 [C5 |[C7 |C10 |AFO |AF2 |AF5 |AF7 |AF10 [HPO |[HP2 |HP5 |HP7 |HP10 |HPO |HP2 [HP5 |HP7 |HP10

Listeria 2490| 0.00| 0.00| 0.00| 079| 0.00| 0.00| 0.03| 0.00| 0.09| 0.00| 0.15| 0.08| 0.01| 0.01| 059| 0.06| 046| 3.17| 0.42

Acinetobacter 12.49| 231| 2.09( 0.39| 0.11| 2.59| 5.99|10.78| 0.09 0.35| 0.25| 0.94 0.04| 0.59

Vibrio 0.06 [ 2459 20.56| 1.89|11.79| 0.00 17.33] 1475 011] 004| 058| 049 0.38| 019/10.18| 1.94

Photobacterium 0.02 3.85/2050| 0.01 547| 0.21| 1.03| 141| 052| 0.25| 032|21.85| 5.62

Pseudomonas 12.08| 823| 883| 097| 7.36| 6.26| 2.92 2.88 8.55 | 18.06 2.75| 2.72(10.72| 1498 | 6.96| 2.02

Shewanella 2.82(19.17|12.54| 1.29| 9.67| 0.64|16.26 | 18.04 | 16.50 | 9.45|21.52| 0.22| 0.88| 0.33]13.44|1943| 9.73| 2.01

Fam. C daceae (Other) 4.18| 0.05| 0.03[10.24| 4.25[23.19| 0.05| 0.14| 1.63 122| 0.28| 049| 6.72|11.58| 0.73| 093] 1.11|10.93

Methylobacterium 2.87| 001| 0.01| 7.05| 3.68|21.37| 0.03| 0.21| 1.74| 0. 0.82| 0.17| 0.26| 6.16/12.00| 0.36| 0.84| 0.88| 9.27

Fam. Enterobacteriaceae (Other) | 12.91| 4.26| 5.24| 0.55| 6.70| 4.34| 2.87| 6.28| 6.62| 539| 0.00| 1.30| 3.57| 9.76| 0.92| 7.19| 0.70| 5.02| 7.52| 3.08

Psychrobacter 3.73| 0.02| 0.01| 001/ 0.03| 0.20| 0.01| 0.00( 0.00| 0.01| 000/ 0.14| 0.13| 9.99| 0.27| 0.08| 0.04| 0.0 0.02| 0.00

Acidovorax 0.86| 0.00| 0.00( 3.27| 1.33| 7.62| 0.00| 0.03| 043| 0.02| 9.86| 0.27| 0.06| 0.09| 2.17| 354| 0.14| 0.21| 0.44| 3.25

Sphingomonas 0.60| 001| 0.00( 136/ 0.67| 6.57| 0.01| 0.05| 043| 0.03| 876| 0.12| 0.04| 0.05| 1.10( 291| 0.12| 0.25| 0.17| 1.91

Fam. Pseud daceae (Other) | 1.30| 0.15| 0.18| 2.76| 0.35| 4.01| 0.06| 0.13| 0.19| 0.23| 0.07| 0.34| 0.69| 0.46| 0.68| 524| 0.33| 0.71| 0.26| 5.95

Stenotrophomonas 043| 004| 0.08| 001 0.18| 0.0 0.17| 0.81| 0.06| 0.08| 0.14| 3.84| 565| 005| 0.19| 0.22| 6.98| 630/ 0.08| 0.15

0. Lactobacillales (Other) 0.04| 1.11| 7.44| 035/22.65| 0.14| 0.00| 0.04 0.03| 0.07| 0.00| 0.06| 0.05| 1.71 0.53| 0.01| 0.09 i

Carnobacterium 0.06| 047| 055 0.12| 0.52| 0.00| 0.05| 0.87| 1.93| 0.90| 0.00| 0.03| 0.32 0.34| 0.00( 0.00| 1.24| 0.53

Fam. Lactobacillaceae (Other) 0.06| 0.00| 0.00( 0.15| 0.12| 0.84| 0.00| 0.02| 0.12| 0.02| 0.00| 0.09| 0.03| 0.00| 0.00( 568 0.02| 0.14| 0.06| 1.43

Enterococcus 0.01| 001| 001| 1.44]| 0.03]| 1.36| 0.02| 0.03 0.03| 0.02| 000/ 054/ 0.08| 001| 0.06[12.56| 0.31| 020 0.09| 3.64

Cloacibacterium 0.02| 0.00| 0.00|2293| 0.00| 0.77| 0.00| 0.00{ 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.04| 0.00| 0.0 0.00| 0.00| 000/ 0.04| 0.09

Agrobacterium 0.20| 0.14| 0.19| 0.47| 0.00| 0.88| 0.38| 0.86| 0.08| 0.01| 1.25| 850 2.73| 0.02| 0.17| 048| 7.73| 463| 0.04| 061

Corynebacterium 0.19| 0.00| 0.00( 572| 0.01| 0.34| 0.00| 0.01| 0.01| 0.00| 0.00| 0.01| 0.03| 0.00| 0.00( 0.59| 0.00| 0.04| 0.31| 0.30

Chryseobacterium 8.88| 0.03| 0.02| 000/ 0.01| 0.36| 0.04| 0.03| 0.00| 0.02| 000/ 055| 0.12| 2.28| 0.01| 054| 0.12| 0.08| 0.02| 0.10

Enhydrobacter 5.19| 0.01| 0.00( 0.04| 0.00| 0.86| 0.01| 0.00( 0.00| 0.00| 0.00| 0.10| 0.01| 0.02| 0.00( 0.14| 0.01| 0.00| 0.00| 0.42

Fam. Xanth, daceae (Other) | 0.21| 001| 0.01| 1.14| 0.05| 1.03| 0.01| 0.03| 008/ 0.06| 0.00| 0.10| 0.12| 0.06| 047| 488 0.11| 028| 0.10| 4.41

Escherichia 0.00 0.00| 0.00| 000/ 0.01| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00| 0.00/ 0.05| 0.00| 0.00| 0.06| 3.50| 0.00| 001/ 0.01| 0.95

Fam. Bacillaceae (Other) 0.07| 0.00| 0.00| 4.24| 0.08| 0.27| 0.01| 0.01| 0.07| 0.05| 0.00/ 0.04| 0.05| 0.04| 0.08| 2.05| 0.02| 007 0.14| 4.23

Bradyrhizobium 0.31| 0.00| 0.00| 0.87| 048 1.84| 0.00| 0.03| 0.28| 0.01| 4.24| 0.08| 0.01| 0.02| 0.54| 099| 0.03| 012 0.11| 0.82

Serratia 0.03| 0.11| 035| 0.00| 2.68| 0.00| 0.03| 0.42| 067 2.59| 0.00| 0.01| 0.00| 0.01| 0.10( 0.07| 0.00| 0.01| 2.72| 1.34

C 0.07| 006/ 0.05| 0.02| 0.00| 0.02| 010| 07| 002| 001| 0.03| 2.12| 0.75| 0.00| 0.02| 001| 2.35| 1.17| 0.01| 0.01

Rest (<2%) 5.38| 5.76| 5.59 ﬁ 5.93|14.29| 3.99| 458| 851| 4.67|10.78| 2.58| 2.05| 3.90| 4.46|1929| 2.16| 2.87| 5.99|20.47
FIGURE 2 | Heatmap of bacterial diversity in sea bream samples based on the relative abundance at genus level. The values represent the relative abundance of
OTUs clustered at the Genus level. OTUs not assigned to genus were computed in the nearest higher taxonomic level. Color scale: O, white; 100, dark magenta.
Controls packed in films without activation with antimicrobials (C); samples packed in fims activated with thymol plus enterocin AS-48 (AF); samples packed in films
without activation and treated by high-hydrostatic pressure (HP); samples packed in activated films and treated by high-hydrostatic pressure (AF-HP). Sampling was
performed at days 0, 2, 5, 7, and 10.

together for days 2 and 5 (HP2, HP5, AF-HP2, AF-HP5) as they
shared in common high relative abundances of Acinetobacter
followed by Pseudomonas and Shewanella. The treated samples
from late storage HP10 and AF-HP10 also clustered closely,
and shared high relative abundances of Lactobacillales. Control
samples from late storage also had a high relative abundance
of Lactobacillales, but they clustered more closely to samples
from the combined treatment AF-HP7 because they had similar
relevant relative abundances of Vibrio and Photobacterium.

DISCUSSION

Results presented in this study indicate that reduction of the
initial microbial load in sea bream fillets and retardation of its
growth during refrigerated storage can be improved considerably
by application of combined treatments such as films activated
with a mixture of thymol plus the bacteriocin enterocin AS-48
and a mild high-HP treatment. The combined treatment had the
advantage of increasing microbial inactivation at the beginning,
and still kept viable cell counts in the packed fillets 1.2 log
cycles lower than the untreated controls at day 7 of storage.
Compared to other methods for bacteriocin addition such as

dipping or spraying with bacteriocin solutions, activated films
provide the advantage of a slow release of antimicrobials into the
medium while at the same time can also provide some protection
against bacteriocin degradation by tissue proteases or by complex
formation with food components (Gélvez et al., 2007). Although
bacteriocins can show synergistic effects with other natural
antimicrobials and with non-thermal food processing treatments
such as HP (Galvez et al., 2014; Mathur et al., 2017), there are no
previous studies on the combined effect of activated packaging
with thymol plus enterocin AS-48 and HP treatment. Inability
to repair multiple damages caused by the combined action of
different antimicrobials most likely results in energy exhaustion
and cell death. Furthermore, damage to the outer membrane of
Gram-negative bacteria caused by some antimicrobials and/or
treatments results in cell permeabilization and faster diffusion of
bacteriocins such as enterocin AS-48 to its main cellular target,
the bacterial cytoplasmic membrane (Gélvez et al., 1991).
Considering that foods are complex ecosystems containing
a mixture of bacterial species that may change in relative
abundance during storage depending of different environmental
factors such as storage temperature and the presence of
antimicrobial substances, among others, it is important to study
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FIGURE 3 | Principal Coordinates analysis (PCoA) of the dissimilarities
between controls and treated sea bream samples during refrigerated storage.
Controls packed in films without activation with antimicrobials (C); samples
packed in films activated with thymol plus enterocin AS-48 (AF); samples
packed in films without activation and treated by high-hydrostatic pressure
(HP); samples packed in activated fims and treated by high-hydrostatic
pressure (AF-HP). Sampling was performed at days 0, 2, 5, 7, and 10.

the changes in the bacterial diversity of foods after application
of food preservation methods. The data obtained by HTS
can throw light on the behavior of potentially pathogenic
and spoilage bacteria in foods during storage. Nevertheless,
the influence of the method used to assess the biodiversity
on the results needs to be taken into consideration. For
example, differences in copy number of the 16S rRNA gene
can cause quantification problems. Furthermore, results will also
depend on sample variability. Considering these limitations, the
results obtained in the present study by HTS revealed that
the main bacterial groups detected in the fresh fillets after
being packed in vacuum (Listeria, Acinetobacter, Pseudomonas,
Chryseobacterium, and members of Enterobacteriaceae) were
rapidly displaced by other bacterial groups during storage
(mainly members of Vibrio, Photobacterium, and Shewanella
together with other groups such Cloacibacterium, Lactobacillales,
and Comamonadaceae appearing during late storage). Previous
studies reported that Shewanella putrefaciens was found to be
very important for spoilage of packed cod (Jorgensen et al,
1988) as well as Photobacterium phosphoreum, Pseudomonas spp.,
Achromobacter spp., Acinetobacter spp., Flavobacterium spp.,
and Aeromonas spp. (Dalgaard et al., 1993; Dalgaard, 1995). It is
worth mentioning that OTUs for Listeria detected in the present
study were assigned to L. seeligeri and that L. monocytogenes
was not detected in the sea bream fillets. While isolates of
the species L. seeligeri are typically hemolytic, this species
is generally considered non-pathogenic (Orsi and Wiedmann,
2016). Furthermore, OTUs assigned to Listeria had very low
relative abundance in all treated samples. L. monocytogenes is
very sensitive to enterocin AS-48, but it is also known for its high
barotolerance and its wide pressure resistance variation between

strains (Bruschi et al., 2017). Compared to L. monocytogenes,
there are scarce data on pressure resistance variations between
strains of L. seeligeri.

Packing in the activated film induced drastic changes on
the sea bream microbiota. All relevant groups in control
samples (C0) had reduced relative abundances in samples
packed in the activated films (AF0), where OTUs assigned
to Comamonadaceae and Methylobacterium (and to a less
extent also Acidovorax and Shewanella) became predominant.
Members of fam. Comamonadaceae have been described as
part of the culturable microbiota of zebra fish (Cantas et al.,
2012), and Methylobacterium has been described as a commensal
bacterium from the skin of the salmonid brook charr (Salvelinus
fontinalis) (Boutin et al., 2014). During storage, the bacterial
communities of sea bream fillets packed in the activated films
seemed to become quite stable, and the main groups detected
(Vibrio, Photobacterium, and Shewanella) were the same as in
the untreated controls. These results would be expected since
the activated films did not prevent bacterial growth during
storage. A possible explanation for the observed low efficacy of
activated films during storage could be that added antimicrobials
decreased below their minimum inhibitory concentrations upon
diffusion from the activated film to the fish tissue, together
with perhaps partial degradation of bacteriocin molecules by
tissue proteases. The results also suggest that these bacterial
groups are less sensitive to the antimicrobials employed, thymol
and enterocin AS-48 and/or have a greater capacity to survive
in the fish fillets under stress conditions. Since enterocin AS-
48 acts on the bacterial cytoplasmic membrane (Gélvez et al.,
1991), this bacteriocin has much lower activity against Gram-
negative bacteria. Nevertheless, large differences in sensitivity to
the bacteriocin have also been reported among Gram-negatives
(Gélvez et al., 1989). By contrast, thymol can freely cross the
cell wall and therefore inhibit the growth of both Gram-positive
and Gram-negative bacteria by interacting with the phospholipid
bi-layer of cell membranes, resulting in metabolite dissipation
(Hyldgaard et al., 2012). The possible species-dependence of the
synergistic action of thymol with enterocin AS-48 deserves to be
investigated in further studies.

The HP-treated samples had much lower relative abundances
of OTUs assigned to Vibrio and Photobacterium compared
with controls (C2, C5, C10) and with activated film packaging
samples (AF2 to AF10). This may suggest a higher sensitivity
of these bacterial groups to HP treatment. Compared to the
single HP treatment, the combined treatment (activated film-HP)
decreased the relative abundance at time 0 of Comamonadaceae
and Methylobacterium and increased that of Firmicutes (mainly
Enterococcus and Lactobacillaceae). However, samples from both
treatments had similar bacterial compositions during storage.
These results could be explained because the activated film
alone only had limited effects on bacterial diversity during
storage as discussed above. It is also worth mentioning that the
main bacterial group detected during early storage of samples
treated by HP (singly or in combination with the activated film)
was Acinetobacter. Genus Acinetobacter has been reported as a
member of the bacterial community of sea bream (S. aurata)
larvae early after hatching (Califano et al., 2017) and also as one
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of the dominant genera of the intestinal microbiota of Antarctic
fish (Song et al., 2016). Acinetobacter was also predominant in
salted bighead carp (Aristichthys nobilis) refrigerated fillets (Liu
et al., 2017), in farmed sea bream (S. aurata) (Parlapani et al.,
2013) and in grass carp (Ctenopharyngodon idellus) packed in
sealed polyvinyl chloride bags during the first 6 days of chill
storage (Wang et al., 2014). Acinetobacter was also detected in
common carp (Cyprinus carpio) fillets packed in air or under
vacuum and stored under refrigeration (Zhang et al., 2015). In the
present study, most OTUs included in this group were assigned
to the environmental species A. guillouiae and to A. johnsonii,
which rarely causes human infections (Montana et al., 2016).
Nevertheless, further studies need to be carried out in order to
determine the potential risks of Acinetobacter in the sea bream
fillets as well as resistance of the bacterium to inactivation by
HP. Acinetobacter, together with Pseudomonas and Shewanella
seemed to be the main spoilage bacteria during early storage
in the HP-treated samples and also in the samples from the
combined treatment (AF-HP). The observed higher relative
abundances of these bacterial groups could be explained by
several factors such as higher capacity to repair cellular damage
induced by HP treatment, a higher capacity for utilization of
available nutrients, ammensalism, or inactivation of competitors
by HP treatment.

Carnobacterium and Lactobacillales were detected at high
relative abundances in the HP-treated samples during late
storage. Lactobacillales were also the most relevant group during
late storage of samples from the combined treatment (AF-HP?7,
AF-HP10). These results would suggest that HP had selected
lactic acid bacteria. Similar results have been reported by high-
throughput sequencing studies in mango pulp (Pérez Pulido
etal,, 2017) and by culture-dependent methods in meat products
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ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the effect of treatments consisting of high
hydrostatic pressure (HP) and films activated with a combination of enterocin AS-48
and thymol (AF) on the microbial load and bacterial diversity of a fruit puree made
from banana, apple and pear. HP and AF treatments were applied singly or in
combination (AFHP) and samples were chill stored for 10 days after treatments. Only
the HP treatment was effective in reducing viable counts significantly (P < 0.05) after
treatment and during storage compared with untreated controls (C). The bacterial
community of the puree was determined with Illumina high throughput sequencing, and
was composed mainly of members assigned to fam. Comamonadaceae (23.17%) and
genera Methylobacterium (21.46%), Acidovorax (8.70%) and Sphingomonas (6.63%).
Pseudomonas became relevant by the end of storage (10.50%). Most of the AF samples
had higher relative abundances of the main four bacterial groups indicated above and
lower relative abundance of Pseudomonas. Application of the HP treatment markedly
reduced the relative abundances of Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax
and Sphingomonas. Lactobacillales increased in relative abundance upon application of
HP treatment, but not during storage, while Pseudomonas increased towards the end of
storage. The combined treatment AFHP achieved the greatest reduction in the relative
abundances of Comamonadaceae and Methylobacterium. Altogether, the results
indicate that HP treatment in combination with AF had the greatest effects on the
bacterial diversity of the fruit puree.

Keywords: fruit puree; biodiversity; high-pressure processing; activated packaging;
bacteriocin; thymol
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1. Introduction

Consumers increasingly demand fresh and convenient healthy foods. Fresh fruit
purees are attractive food products for infant feeding, but also for the elderly and for
people in general interested in consumption of ready-to-eat foods rich in fibre, vitamins,
antioxidants and other bioactive compounds. However, fresh fruit juices and fruit purees
may contain a variety of spoilage microorganisms as well a human pathogenic bacteria.
Juices have been reported to transmit pathogens such as enterohaemorrhagic
Escherichia coli 0O157:H7, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes and
Cryptosporidium (Aneja, Dhiman, Aggarwal, & Aneja, 2014; Berger et al., 2010;
Tribst, Sant'/Ana, & de Massaguer, 2009; Yeni, Yavas, Alpas, & Soyer, 2016).
Alicyclobacillus  spp., Enterobacter spp., Erwinia spp., Propionibacterium
cyclohexanicum, Pseudomonas spp., and lactic acid bacteria have been detected as
spoilage bacteria in cut fruit and juices (Carlin, 2013; Tribst, Sant'/Ana, & de Massaguer,
2009; Sospedra, Rubert, Soriano, & Maries, 2012). In order to ensure food preservation
and safety and to satisfy consumer preferences for fresh-tasting fruits and purees with
high nutritional and sensory qualities, the demand for alternative non-thermal
preservation methods has increased (Mittal & Griffiths, 2005).

High-pressure processing (HP) technology is widely applied for preservation of
different types of foods, including vegetable foods (Wang, Huang, Hsu, & Yang, 2016).
Compared to thermal processing, HP treatment shows less impact on low molecular
weight compounds, like vitamins and pigments (Sdnchez-Moreno, Plaza, de Ancos, &
Cano, 2003; Tauscher, 1995). In fruit juices, application of HP treatments at low
pressures of around 300 to 400 MPa reduce capital equipment costs compared to higher
pressure values while still being effective in microbial inactivation (Bayindirli, Alpas,
Bozoglu, & Hizal, 2006). A previous study from our group reported that application of
an HP treatment at 300 MPa for 5 min achieved a logarithmic reduction of around 5 log
cycles on Listeria innocua inoculated on a fruit puree made from banana, apple and pear
(Ortega Blazquez et al., 2017). The efficacy of HP treatments can be improved in
combination with other hurdles such as natural antimicrobial compounds (Garriga et al.,
2002; Masschalck, Deckers, & Michiels, 2003; Vurma et al., 2006). Among them,
bacteriocins and essential oils and their phenolic compounds are the best studied.
Natural antimicrobials can be incorporated in foods in different ways such as direct
addition, spraying, or immobilization on different supports (Galvez, Abriouel, Lopez, &
Ben Omar, 2007). Thymol is one of the major constituents of thyme oil (Hyldgaard,
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Mygind, & Meyer, 2012; Thomson et al., 2003) and is a cheap antimicrobial
commercially available. Enterocin AS-48 is a circular bacteriocin that has shown
promising results as a preservative in previous studies carried out in various food
systems including meats, dairy products and vegetable foods (Grande-Burgos et al.,
2014).

In spite of the number of studies addressing the efficacy of HP, essential oils and
bacteriocins in food preservation, there is still limited information about their effects on
the food microbiota. In recent years, high-throughput sequencing (HTS) technology has
emerged as a powerful tool for studying microbial communities in food systems
(Ercolini, 2013; Kergourlay, Taminiau, Daube, & Champomier Vergés, 2015). Leff and
Fierer (2013) compared the surface microbiota of several fruits and vegetables
(including apples, grapes, lettuce, mushrooms, peaches, peppers, spinach, sprouts,
strawberries and tomatoes) by 454 pyrosequencing analysis targeting the 16S rRNA
region. HTS has also been applied to study the changes in the microbiota of chill-stored
vegetable foods (green asparagus, peaches, mango pulp and sweet cherries) treated by
HP (Grande Burgos et al., 2017a; Toledo et al., 2016) and also to study the effects of
HP in combination with enterocin AS-48 on the bacterial diversity of cherimoya pulp
(Pérez Pulido et al., 2015) and parsley (Grande Burgos et al., 2017b).

The aim of the present study was to determine the bacterial diversity of a fruit
puree stored under refrigeration and the effects on the microbiota of a mild HP
treatment applied singly or in combination with an activated film packaging containing
the natural antimicrobials thymol and enterocin AS-48.

2. Materials and Methods
2.1. Sample preparation and treatments

Fruit puree was prepared right before use from Golden delicious apples, pears
and bananas bought at a local supermarket. Fruits were peeled under aseptic conditions
and mixed in equal amounts by weight. The fruit mixture was processed with a
domestic blender for 1 min to obtain the fruit puree. The pH of the puree (pH 4.48) was
determined with a pH meter (Crison, Barcelona, Spain).

Polyethylene—polyamide bags (10 x 15 cm) were activated with antimicrobials
by addition of 1 ml 0.25% thymol (Sigma, Madrid, Spain) plus 1 ml solution of
partially-purified bacteriocin enterocin AS-48 (0.5 mg/ml) prepared as described
elsewhere (Abriouel et al., 2003). The bags were rubbed by hand in order to ensure
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mixing and homogeneous distribution of antimicrobial solutions, and incubated for 60
min at ambient temperature to facilitate adsorption of antimicrobials. Then, excess
liquid was removed and the bags were allowed to dry for 60 min on filter paper inside a
biosafety cabinet (Telstar, Madrid, Spain) under UV irradiation to prevent microbial
contamination. Activated bags were used within 24 h of preparation. Control bags not
activated with antimicrobials were also kept for 60 min under UV irradiation in a
biosafety cabinet.

Aliguots (5 g) of the puree were packed inside the bags, followed by sealing
under vacuum. Two replicates (each one in triplicate) were prepared for each
experimental condition. Controls (C) consisted of puree packed in bags not activated
with antimicrobials. Activated film samples (AF) consisted of puree packed in bags
activated with enterocin AS-48 and thymol. High-hydrostatic pressure treatment was
applied to samples packed in bags without antimicrobials (HP) and also to samples
packed in activated bags (AFHP). HP treatment (300 MPa, 5 min at room temperature)
was applied by using a Stansted Fluid Power LTD Iso-Lab system (model
FPG9400B711; SFP, Essex, UK), with a come-up speed of 75 MPa/min.
Decompression was immediate. Pressurization fluid was water with added 10%
propylenglycol. The temperature inside the vessel during treatments ranged between
23.5 and 27.1 °C. The temperature of samples was 24.2 °C at the end of treatment. The
samples were placed on ice right after HP treatment. All samples were stored for 10
days at 5 °C. At desired incubation times, bags (in triplicate) from each treatment
condition (C, AF, HP, AFHP) were removed and the food content was homogenized
with 10 ml sterile saline solution. The resulting homogenate was serially diluted in
sterile saline solution and plated in triplicate on trypticase soya agar (TSA; Scharlab,
Barcelona, Spain) for determination of total aerobic mesophiles. The average number of
colonies obtained after 24-48 h incubation of the plates at 37 °C was used to calculate

the viable cell concentration (expressed as Logio colony forming units (CFU)/qg).

2.2. DNA Extraction

For each sampling point and replicate, aliquots (5 ml) from homogenates were
mixed in sterile 50 ml test tubes and centrifuged at 600 x g for 5 min in order to remove
solids. An aliquot (1.5 ml) of the resulting supernatant was then transferred to an
Eppendorf test tube and centrifuged at 13.500 x g for 5 min to recover microbial cells.
The pellets were resuspended in 0.5 ml sterile saline solution each. Then, propidium
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monoazide (PMA™, GenlUL, S.L, Barcelona, Spain) was added to block subsequent
PCR amplification of the genetic material from dead cells (Nocker, Sossa-Fernandez,
Burr, & Camper, 2007) as described by Elizaquivel et al., 2012. DNA from PMA-
treated cells was extracted by using a GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma-
Aldrich). The resulting DNA from the two batch replicates and same sampling point
was pooled into a single sample. DNA concentration and quality were measured with a

NanoDrop spectrophotometer (Thermo Scientific, United Kingdom).

2.3. DNA Sequencing and Analysis

In order to study bacterial diversity, 16S rRNA gene sequences were obtained by
means of Illumina technology essentially as described elsewhere (Caporaso et al., 2011;
Grande Burgos et al., 2017). DNA template was adjusted to 10-12 ng in each PCR
reaction. The amplicon sequencing protocol targets the V3 and V4 regions of the 16S
genes with the primers designed surrounding conserved regions (Klindworth et al.,
2013). Following the Illumina amplicon libraries protocol, DNA amplicon libraries
were generated using a limited cycle PCR, (KAPA HiFi HotStart ReadyMix, KK2602;
KAPA Biosystems, Wilmington, MA, USA). Then, Illumina sequencing adaptors and
dual-index barcodes were added to the amplicon. Libraries were normalized and pooled
prior to sequencing. The sample containing indexed amplicons was then loaded onto the
MiSeq reagent cartridge v3 (MS-102-3003; San Diego, CA, USA) and onto the
instrument along with the flow cell. Automated cluster generation and paired-end
sequencing with dual indexes reads was performed (2 x 300 bp run). After
demultiplexing, paired end reads were joined together with the fastg-join program
(https://expressionanalysis.github.io/ea-utils/). Only reads that had quality value (QV)
scores of > 20 for more than 99% of the sequence were extracted for further analysis.
All sequences with ambiguous base calls were discarded. After filtering, sequence reads
were assigned to operational taxonomic units (OTUs) based on sequence similarity for
each read to 16S rRNA genes from the NCBI nt database by using BLASTN function.
Each read was assigned to the taxon corresponding to the Best Blast Hit over a
threshold of similarity (e<1E-15).

2.4. Statistical Analysis
Data on viable cell counts for the different treatments and storage times were
analysed by one-way ANOVA (Microsoft Excel). Diversity indices Shannon Wiever
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(H"), Simpson (D) and Chao 1 were calculated using the statistical software packages
Paleontological Statistics (PAST). Euclidean distance matrix was obtained with SPSS

software.

3. Results
3.1. Effect of treatments on microbial inactivation

Total viable cell counts of control samples only increased significantly (1.13
logs, P < 0.05) by day 7, but then decreased during late storage (Table 1). Viable cell
counts from samples packed in the activated film did not differ significantly (P > 0.05)
from controls for the first two days, although they were significantly lower (P < 0.05)
during late storage, i.e. 1.78 and 1.21 logs lower at day 7 and 10, respectively. The
single HP treatment reduced viable counts below detectable levels (< 1 log CFU/g) right
after treatment, followed by an increase in counts at days 2 and 7. At those points (HP2,
HP7), viable count were significantly lower (P < 0.05) than controls by 2.02 and 3.13
log cycles. The combined treatment was the most effective, since it reduced viable cell
counts below detectable levels for most of the treatment times, except at day 2, in which
counts were still significantly lower (P < 0.05) than controls and AF samples.

3.2. Effect of treatments on bacterial diversity

The number of operational taxonomic units (OTUs), the Chao 1 and Shannon
indices of controls and treated samples are reported in Table 2. The number of OTUs
was comprised between 38681 and 128099 depending on the sample. The highest
diversity indices were observed in samples from the HP treatment (both singly and in
combination with the activated film). Highest Chao 1 index value was observed in
samples from the combined treatment at the end of storage time.

Proteobacteria were the predominant group in the fruit puree, exceeding 60% in
relative abundance for most of the food samples, except for the combined treatment at
day 10 (Fig. 1A). Proteobacteria showed highest relative abundances in control samples
(82 to 87%) and in activated film samples (73.8 to 97.7%). Firmicutes were the second
most abundant group, and showed highest relative abundances in some samples treated
with activated films (AF7, 16.26%), in HP-treated samples (specially in HPO, 24.67%
and HP10, 15.43%) and in samples from the combined treatment (as exemplified by
AFHPO, 23.38% and AFHP10, 20.49%). Actinobacteria also showed higher relative
abundances in HP-treated samples (for both the single and the combined treatment
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AFHP) compared with controls and the single AF treatment samples. Bacteroidetes
showed much lower relative abundances, except for samples from the combined
treatment at the end of storage.

The distribution of OTUs assigned to genus level or the closest higher taxon is
shown in Fig. 1B. The groups with highest relative abundance in the control samples
(CO) were fam. Comamonadaceae (23.17%) followed by Methylobacterium (21.46%),
Acidovorax (8.70%) and Sphingomonas (6.63%). The sum of OTUs assigned to fam.
Pseudomonadaceae plus genus Pseudomonas amounted to 8.09%. Lactobacillaceae
had a low relative abundance (2.13%). The relative abundance of these bacterial groups
remained quite stable during storage of the control samples, except for the increase in
OTUs assigned to Pseudomonas at the end of storage (10.50%).

The bacterial diversity from purees packed in the activated films resembled that
of the control samples, except that Comamonadaceae and Methylobacterium had higher
relative abundances for most of the sampling points. Similarly, Acidovorax and
Sphingomonas also had higher relative abundances (specially at early sampling points
AF0 and AF2 but also for AF10 in the case of Acidovorax), while Pseudomonas had
lower relative abundance at all sampling points.

Application of the high pressure treatment markedly reduced the relative
abundances of Comamonadaceae (11.48%), Methylobacterium (9.29%), Acidovorax
(3.13%) and Sphingomonas (1.67%) while other groups (Lactobacillales,
Photobacterium, Pseudomonadaceae) increased. During storage, Comamonadaceae and
Methylobacterium only increased in relative abundance in samples from day 7 (HP7),
but then decreased by day 10. Lactobacillales and Photobacterium were not relevant
OTUs during storage of the HP-treated samples, but Pseudomonas did increase in
relative abundance to 23.68% at the end of storage.

Application of the combined treatment (AFHPO) achieved a still greater
reduction in the relative abundances of Comamonadaceae (7.50%) and
Methylobacterium (6.67%). The relative abundance of these two groups increased by
day 2, but then decreased gradually during storage and reached lowest values among all
samples (4.67%, 4.30%) at day 10. Lactobacillales had low relative abundances in all
samples from the combined treatments, but Pseudomonas did increase during storage
and reached highest relative abundance at day 7 (AFHP7, 10.55%).

The similarities between controls and activated film samples were shown in the

Principal Coordinates Analysis (Fig. 3). Most of the controls and activated film samples
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clustered closely (except AF7), while the HP-treated samples were more dispersed. The
most distantly-related samples were from HP treatment singly or in combination with
activated film at time 0 (HPO, AFHPOQ) and end of storage (HP10, AFHP10).

4. Discussion

Freshly-made fruit purees are attractive ready-to-eat foods. The stability of these
refrigerated foods depends on microbial spoilage. The possible risk for foodborne
pathogens being present also needs to be evaluated. According to results from the
present study, fruit puree made from bananas, apples and pears had a low microbial load
that was not able to proliferate sufficiently to cause spoilage during ten days of chill
storage. As a matter of fact, a decrease in viable counts was observed by the end of
storage. Application of a mild HP treatment achieved a reduction of bacterial load of at
least two log cycles. Even though there was a slight increase in the number of survivors
during storage (as indicated by data from days 2 and 7), the HP treatment was
considered to be an effective method for processing of the fruit puree since viable
counts in the treated samples were always significantly lower than controls. The
efficacy of HP treatments depends on several parameters like pressure intensity, holding
time, temperature, and the food pH among others (Considine et al., 2008). It has been
proposed that bacterial cells exhibit a higher sensitivity to HP treatment in conditions of
low pH because they are unable to repair the immediate damage, hence lowering their
tolerance to the unfavorable pH and organic acids present in the juices (Garcia-Graells,
Hauben, & Michiels, 1998; Alpas, Kalchayanand, Bozoglu, & Ray, 2000; Bayindirli,
Alpas, Bozoglu, & Hizal, 2006). In a previous study, HP treatment at 300 MPa (5 min)
achieved a reduction of 5 log cycles on Listeria innocua inoculated on a fruit puree
made from banana, apple and pear (Ortega Blazquez et al., 2017). Another study
reported reductions of between 4 and 5 log cycles for three major bacteria of concern in
foods (E. coli O157:H7, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus) in apricot, orange
and sour cherry juices (having pH values comprised between 3.30 and 3.80) after
application of HP treatments at 250 MPa for 5 min and 30 °C (Bayindirli, Alpas,
Bozoglu, & Hizal, 2006). Reductions exceeding 7 log cycles were reported when
treatments were applied at a higher pressure of 350 MPa.

The increase in viable counts observed in the present study after the HP
treatment could be due to recovery of sublethally-injured cells. Previous studies have
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shown that the proportion of sublethally-injured cells increases as the intensity of HP
treatment decreases (Somolinos, Garcia, Pagan, & Mackey, 2008). Nevertheless, cell
recovery also depends on environmental factors, and the low pH of the fruit puree
would be expected to act as a barrier against repair of damaged cells, especially those
not adapted to acidic environments. The activated film packaging was not effective in
reducing total microbial counts, and only delayed bacterial growth during storage.
While activated films may be highly effective on food surfaces, they may have a more
limited effect in liquid or semisolid foods due to dilution of the antimicrobials below
their minimum inhibitory concentration and also to the fact that the target bacteria could
be distributed through the whole food matrix rather than on the food surface.

Metagenomic studies provide new insights on the bacterial communities from
foods. This is the first metagenomic study on a fruit puree. The results obtained indicate
that the bacterial diversity of the fruit puree was represented by Comamonadaceae and
Methylobacterium as main groups. The family Comamonadaceae is a large and diverse
bacterial family (Willems, 2014) that includes genus Acidovorax, also detected in the
study. It is tempting to suggest that the OTUs not assigned to genus but included in
Fam. Comamonadaceae could also belong to Acidovorax. The species Acidovorax
citrulli is known as the causal agent of bacterial fruit blotch disease of cucurbit plants
(Willems et al., 1992). Although we have found no previous study on Acidovorax being
present in the type of fruits used in the present work, previous metagenomic studies
have reported this bacterium as member of the microbiota of diseased soil from banana
farms (Xue et al., 2015) and from the interior of banana plant pseudostem (Rossmanna
et al., 2012). Therefore we could speculate that bananas could be the primary source for
Acidovorax in the puree.

Methylobacterium spp. can be found in association with more than 70 species of
plants (Omer, Tombolini, & Gerhardson, 2004), actively colonizing the root, branches
and leaves (Andreote et al., 2006; Omer, Tombolini, & Gerhardson, 2004).
Methylobacterium has been reported as member of the bacterial communities from the
apple phyllosphere (Yashiro & McManus, 2012) and from pseudostems of banana
plants (Suhaimi et al., 2017). Furthermore, Methylobacterium also been detected in
strawberry fruit, where it has been postulated to contribute to development of
strawberry flavour (Nasopoulou et al., 2014). This is the first report on
Methylobacterium as a relevant bacterial group in the metagenome of a fruit puree.
Altogether, results from the metagenomic study suggest that the main representatives in
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the microbiome of the puree are plant-associated bacteria. Members of
Comamonadacea and Methylobacterium rarely cause disease in immunocompetent
persons (Li, Tarrand, & Han, 2015; Osborne et al., 2014). Therefore, the puree could be
considered a safe product unless accidentally contaminated with human pathogenic
bacteria able to survive in the food such as enteric bacteria or Listeria monocytogenes.

The relative abundances of the major bacterial groups found in the control
samples did not change remarkably during storage. However, changes were observed in
the treated samples, depending on treatment. The fact that Comamonadaceae,
Methylobacterium, Acidovorax and Sphingomonas had higher relative abundances in
the activated film samples compared with controls for most of the sampling points
suggests that these groups were less affected by the antimicrobials included in the
activated film. Thymol is active on both Gram-positive and Gram-negative bacteria
(Hyldgaard, Mygind, & Meyer, 2012), but also a previous study reported that, in
general, Gram-positive bacteria were more sensitive to inhibition by plant essential oils
than the Gram-negative bacteria (Smith-Palmer, Stewart, & Fyfe, 1998). Enterocin AS-
48 is only active on Gram-positives, unless the bacterial outer membrane permeability is
altered (Galvez et al., 1991). These observations are in agreement with the low effect of
the activated films on the major bacterial groups detected in the metagenomic study.

The main effect observed after application of HP treatment was a reduction in
the relative abundance of the predominant groups found in controls (mainly
Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax and Sphingomonas). By contrast, an
increase in the relative abundance of Lactobacillales was observed upon application of
HP treatment, although this group was not relevant in the treated samples during
storage. Previous studies have reported that HP treatments select lactic acid bacteria in
mango pulp (Pérez Pulido, Grande Burgos, Galvez, & Lucas, 2017), fish fillets (Ortega
Blazquez et al., 2018) and meat products (Garriga et al., 2004; Diez, Jaime, & Rovira,
2009; Han et al., 2011). This may be related to the general observation that Gram-
negative bacteria are more sensitive to HP treatments than Gram-positives (Smelt,
1998). The largest reductions in the relative abundances of Comamonadaceae,
Methylobacterium, Acidovorax were observed in the combined treatment AFHP. It is
tempting to suggest that, although the AF did not decrease the viability of the main
bacterial groups when applied singly, it still was able to have an effect on cells
sensitized by the HP treatment.
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In conclusion, results from the study indicate that the main bacterial groups
associated with fruit puree are plant-associated bacteria having a low potential as human
pathogens. These bacterial populations seem to be affected to a greatest extent by mild
HP treatment in combination with activated film packaging. The combined treatment
causes greatest changes in the bacterial diversity of the purees.
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547 Table 1

548  Viable cell counts for total aerobic mesophiles in fruit puree stored under refrigeration.

549

550

Storage time (days)

0 2 7 10

Control 3.25+0.21° 3.77+0.09% 4.38+0.15° 2.69+0.13°
Activated film (AF) 2.95+0.07° 3.80+0.31° 2.60+0.17° 1.48+0.08"
HP <1.0° 1.75+0.29° 1.25+0.08" <1.0°
AFHP <1.0° 1.05+0.07° <1.0° <1.0°

551  Data (Log;o CFU/g) are the average of two replicates + standard deviation.

552  *"down columns indicate significantly different (P < 0.05) values.
553
554
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555 Table 2

556  Number of sequences (reads) and observed diversity for 16S rRNA amplicons for the
557  different puree samples analyzed in this study.

Sample N° of reads Shannon Simpson Chao 1 index
index index

Untreated controls

Co 106768 2.92 0.88 94.0
C2 38681 2.88 0.88 132.5
C7 128099 3.08 0.90 163.1
C10 81766 2.93 0.89 156.0

Activated film

AFO 77648 2.08 0.79 98.93
AF2 81633 2.61 0.85 123.0
AF7 58979 3.40 0.94 207.2
AF10 64700 2.38 0.82 131.7

High hydrostatic

pressure

HPO 101808 3.14 0.93 169.0
HP2 34632 3.24 0.93 180.1
HP7 50431 3.11 0.91 138.0
HP10 81992 3.15 0.90 184.0

Activated film plus
high hydrostatic

pressure
AFHPO 105883 3.72 0.96 205.2
AFHP2 48073 3.13 0.92 160.7
AFHP7 39574 3.35 0.94 168.9
AFHP10 73687 3.09 0.91 327.0
558
559
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563  Fig. 1. Relative abundance of operational taxonomic units (OTUs) based on paired-end 16S rRNA gene
564  sequencing analysis of the bacterial community from refrigerated fruit puree. OTUs were clustered at
565  phylum (A) or genus (B) level. Controls packed in films without activation with antimicrobials (C);
566  samples packed in films activated with thymol plus enterocin AS-48 (AF); samples packed in films
567  without activation and treated by high-hydrostatic pressure (HP); samples packed in activated films and
568 treated by high-hydrostatic pressure (AFHP). Sampling was performed at days 0, 2, 7 and 10.
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Fig. 2. Principal Coordinates analysis (PCoA) of the bacterial community from fruit puree samples after
treatments and refrigerated storage. Controls packed in films without activation with antimicrobials (C);
samples packed in films activated with thymol plus enterocin AS-48 (AF); samples packed in films
without activation and treated by high-hydrostatic pressure (HP); samples packed in activated films and
treated by high-hydrostatic pressure (AFHP). Sampling was performed at days 0, 2, 7 and 10.
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DISCUSION GENERAL






Uno de los objetivos de la presente tesis doctoral era determinar la actividad de
diferentes tipos de plasticos activados con varios compuestos fenolicos. Las peliculas de
envasado de alimentos impregnadas o recubiertas con agentes antimicrobianos podrian
prolongar la vida Gtil de los mismos y mejorar asi la seguridad microbiana de los
productos alimenticios (Kuorwel et al., 2011a),. Los resultados del presente estudio
mostraron que las peliculas de plastico activadas con carvacrol y timol presentaban las
mayores actividades inhibitorias en comparacion con los otros antimicrobianos
probados, como el cinamaldehido, eugenol y tirosol. Estudios previos demostraron que
el carvacrol y el timol incorporados en peliculas de plastico a concentraciones del 1% o
mas, inhibieron el crecimiento de patdgenos transmitidos por los alimentos como L.
monocytogenes, E. coli, Salmonella, S. aureus o B. cereus y de bacterias alterantes
como B. thermosphacta y Carnobacterium sp. (Persico et al., 2009; Lopez et al., 2007a;
Lopez et al., 2007b; Gutierrez et al., 2009; Kuorwel et al., 2011b). Estudios previos
también demostraron que el efecto bactericida de las soluciones de enterocina AS-48
frente a L. monocytogenes fue potenciado por varios aceites esenciales, como por
carvacrol, eugenol, timol, terpineol, tirosol e hidroxitirosol (Cobo Molinos et al.,
2009a).

De acuerdo con los resultados del presente estudio, la actividad del carvacrol y
del timol aplicados en peliculas plasticas podria mejorar considerablemente en
combinacion con la enterocina AS-48. La potenciacion de esta actividad se mostré no
solo en las células planctdnicas sino también en la formacion de biofilms en las dos
superficies plasticas ensayadas. Los resultados obtenidos en las células planctonicas
podrian explicarse por la difusion de los antimicrobianos presentes en las superficies del
plastico al medio. De acuerdo con los resultados obtenidos en celulas plancténicas, la
pelicula plastica n° 6 fue el mejor vehiculo para la inmovilizacion de los
antimicrobianos ensayados. Esta pelicula de plastico es ampliamente utilizada para el
envasado al vacio de alimentos, por lo que podria existir una potencial aplicacion
comercial de la misma. También vale la pena sefialar que, de las cuatro bacterias
incluidas en el estudio, L. innocua fue la mas sensible a los antimicrobianos ensayados.
Estudios previos han demostrado que L. monocytogenes es altamente sensible a la
enterocina AS-48, con una concentracion bactericida minima de alrededor de 1 pg/ml
(Mendoza et al., 1999). Sin embargo, otro estudio demostré que en estado sésil, L.
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monocytogenes era mucho mas resistente a esta bacteriocina (Caballero Gomez et al.,
2012).

En el presente estudio, L. fructivorans fue mucho maés resistente en el estado
plancténico en comparacion con Listeria, a pesar de la fuerte inhibicion que se
observaba en la formacién de biofilm. Las células de B. coagulans parecian ser mas
resistentes que las de B. licheniformis. Esta diferencia en la resistencia también podria
estar relacionada con el menor nimero de células encontradas en cultivos de B.
licheniformis. Sin embargo, ambas bacterias fueron muy sensibles a la combinacion de
timol y AS-48 inmovilizada en la pelicula n® 6. Por el contrario, la pelicula n°® 4 fue
mucho menos efectiva en el cultivo de mayor densidad celular de B. coagulans, lo que
sugiere que el tipo de soporte plastico podria influir también sobre la eficacia de la
pelicula activada.

Una de las principales causas de contaminacion de los alimentos es la formacion
de biofilms bacterianos, porque los biofilms representan un reservorio persistente de
bacterias y brindan por tanto una proteccién adicional frente a la desinfeccion (Srey et
al., 2013). Los resultados del presente estudio indican claramente que la activacion de
peliculas plésticas con una combinacion de compuestos fendlicos y bacteriocina AS-48
provocO una fuerte inhibicion de la formacién de biofilms. Este efecto inhibidor se
asocio también en la mayoria de los casos a una disminucién o inactivacion completa de
las células planctonicas. Sin embargo, en algunos casos, la formacion de biofilms se
inhibi6 completamente incluso en presencia de una poblacion residual relativamente alta
de células planctonicas, como en el caso de L. fructivorans a las 24 y 48 h de
incubacion. La inhibicion observada de la formacién de biofilms es importante, ya que
la formacion de estos puede proteger a las células bacterianas de sustancias
antimicrobianas creando una barrera de difusion. Estudios previos demostraron que la
enterocina AS-48 inhibia la formacién de biofilms formados por L. monocytogenes y B.
cereus (Caballero Gomez et al., 2012). Otros estudios han demostrado que las
bacteriocinas pueden inhibir la formacion de biofilms por bacterias patdgenas humanas
(Kumar et al., 2009; Winkelstroter et al., 2011; Sudagidan et al., 2012; Bolocan et al.,
2017; Camargo et al., 2016). En cuanto a los aceites esenciales, varios estudios han
demostrado sus efectos inhibidores en la formacion de biofilms en patogenos
bacterianos (Pérez-Conesa et al., 2006; Lebert et al.,, 2007; Nostro et al., 2007;
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Karpanen et al., 2008; Soni et al., 2013; Upadhyaya et al., 2013). Se ha descrito que el
carvacrol, el cinamaldehido y el timol inhibieron la activacion génica mediada por
sensores de quérum relacionandolo con la inhibicion de la formacion de biofilms (Burt
et al., 2014; Knowles et al., 2005; Niu et al., 2006; Zhou et al., 2006). La incorporacion
de carvacrol y cinamaldehido en peliculas de plastico para el envasado de alimentos,
inhiben la formacion de biofilms (Nostro et al., 2012). Los resultados del estudio
indicaron que la combinacion de enterocina AS-48 con timol era superior a carvacrol
tanto en células plancténicas como en la inhibicion de formacion de biofilms. El timol
es uno de los principales constituyentes del aceite de tomillo (Hyldgaard et al., 2012), y
también esta disponible comercialmente a un precio relativamente bajo, lo que hace que
este compuesto sea factible para la aplicacion en alimentos. En conjunto, los resultados
del presente estudio resaltan el potencial del timol en combinacién con enterocina AS-
48 para la activacion de peliculas plasticas destinadas al envasado de alimentos, creando
asi una barrera natural frente a la proliferacion de bacterias Gram-positivas

potencialmente patdgenas y alterantes.

Los resultados obtenidos en la tesis nos indican que tanto los plasticos activados
como el tratamiento por APH lograron reducciones iniciales similares en los recuentos
de viables de L. innocua en filetes de dorada. Si bien el tratamiento por APH no pudo
evitar una mayor proliferacion de supervivientes durante el tiempo de almacenado de
alimentos, el plastico activo retrasé el crecimiento al menos hasta el dia 7. En
comparaciéon con otros métodos de adicion de bacteriocina como la inmersion o
pulverizacion, los plasticos activados ofrecen la ventaja de una liberacion gradual de
antimicrobianos en el medio mientras que, al mismo tiempo, también puede
proporcionar cierta proteccion frente a la degradacion de la bacteriocina por proteasas
tisulares o por la formacion de complejos con compuestos presentes en los alimentos
(Gélvez et al., 2007). Una ventaja comin a los envases antimicrobianos y los
tratamientos por APH es que la accion antimicrobiana se ejerce sobre el producto
envasado, evitando el riesgo posterior de contaminacion cruzada. Los resultados
obtenidos indicaron que, aunque el tratamiento combinado de plasticos activados con
APH no mejoré significativamente la inactivacion de Listeria en comparacion con el
tratamiento de plasticos activados solamente, sin embargo si que retrasé la proliferacion
de sobrevivientes durante todo el periodo de almacenado, lo que indica por tanto una

proteccién mas prolongada frente a Listeria.
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Un estudio previo demostrd que la aplicacion de enterocina AS-48 mediante
pulverizacion a 0,37 pg/em’® reducia los recuentos de células viables de L.
monocytogenes entre 1,68 y 1,9 ciclos logaritmicos en merluza cruda y filetes de salmon
crudos, respectivamente (Bafios et al., 2016). Este efecto fue similar al obtenido en el
presente estudio para plasticos activados con una solucion de bacteriocina mas
concentrada, en combinacion con timol. Estos resultados sugieren que la cantidad de
antimicrobianos adsorbidos en las peliculas plasticas era baja y/o que la difusion de
bacteriocina y timol en el pescado era mas lenta en comparacion con una aplicacion mas

directa mediante pulverizacion.

En el presente estudio, Listeria se inoculdé en los filetes de pescado a una
concentracion lo suficientemente alta como para conseguir reducciones de al menos 4
ciclos logaritmicos. Sin embargo, se espera que las concentraciones iniciales de la
bacteria en los alimentos crudos sean mucho mas bajas. Por ejemplo, un estudio reciente
(Wieczorek and Oseket, 2017) demostrd que entre el 17.6-18.4% de las 301 muestras
de peces frescos y ahumados marinos positivos para L. monocytogenes, solo tres
muestras tenian recuentos de Listeria superiores a 2 log UFC/g, siendo la concentracion
mas alta 3.88 log UFC/g. Considerando una concentracion inicial de 3 log UFC/g en la
materia prima, el tratamiento combinado de enterocina y APH reduciria la
concentracion de células viables por debajo de 100 células viables por gramo de

alimento.

En el puré de fruta ensayado, Listeria fue incapaz de multiplicarse posiblemente
debido al pH acido de la fruta, pero sobrevivid bastante bien durante los primeros siete
dias de almacenamiento. Estudios previos han demostrado que L. monocytogenes puede
crecer en diferentes verduras (Harris et al., 2003; Penteado and Leitao, 2004; Molinos et
al., 2005), en frutas no acidas (Ukuku and Fett, 2002; Molinos et al., 2008) y en frutas
acidas como los tomates (Beuchat and Brackett, 1991), naranjas Hamlin peladas (Pao et
al., 1998), en rodajas de frambuesa, pera o kiwi (Molinos et al., 2008), y en rodajas de
manzana Golden Delicious (Conway et al., 2000; Alegre et al., 2010). En 2014, un brote
de listeriosis que se produjo en los Estados Unidos, se relaciond con el consumo de
manzanas recubiertas de caramelo (Garner and Kathariou, 2016). Un estudio previo
mostrO que los recubrimientos comestibles activados con enterocina AS-48 a

concentraciones de 20 o 40 pg/ml reducen la concentracion de células viables de L.
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monocytogenes en cubos de manzana y mejoran la inactivacion de la bacteria durante el
almacenamiento en funcion de la concentracion de bacteriocina empleada (Lbpez
Aguayo et al., 2016). Los resultados del presente estudio indicaron que, bajo
condiciones de pH é&cido, L. innocua era mucho mas sensible al tratamiento con
plasticos activados que contenian enterocina AS-48 y timol y también al tratamiento por
APH, en comparacion con los resultados obtenidos en filetes de dorada que tenian un
valor de pH cercano a la neutralidad. Cabria esperar que las condiciones de estrés
impuestas por el pH acido pudieran disminuir la capacidad de Listeria para reparar el
dafio celular causado por la enterocina AS-48 y el timol, asi como por el tratamiento con
APH.

Estudios previos han demostrado que la inactivacion de microorganismos por los
tratamientos de APH depende en gran medida de la matriz de los alimentos y de su pH
(Alpas et al., 2000). El estrés &cido puede aumentar la tolerancia al tratamiento con
APH, pero al mismo tiempo los acidos organicos pueden actuar de forma sinérgica con
dicho tratamiento (Alpas et al., 2000). Otro estudio (Stewart et al., 1997) demostro el
papel potenciador del pH &cido, obteniendo una reduccion adicional de 3 log UFC/g en
L. monocytogenes cuando se presurizo (353 MPa, 10 min, 45 °C) en tampén a pH 4.0 en
comparacion con pH 6.0. En nuestro caso, ademas del pH més acido en comparacion al
pescado, también cabria esperar una difusion mas rapida de los antimicrobianos en el
puré, lo que contribuiria a una mejor inactivacion de las listerias en el interior del
alimento. Estudios previos han demostrado que el efecto frente a Listeria de la
enterocina AS-48 depende en gran medida del medio, con concentraciones bactericidas
que van desde tan solo 0,8 ug/ml en caldo de infusién de cerebro-corazén (Mendoza et
al., 1999) a 40 pg/g en jamon cocido (Ananou et al, 2010). De acuerdo con los
resultados del presente estudio, y suponiendo una baja carga de Listeria en los purés de
fruta, tanto en plasticos activados como el tratamiento con APH de baja intensidad,
serian efectivos para mejorar la seguridad de los purés.

Por otro lado, los resultados presentados en este estudio indican que la reduccion
de la carga microbiana inicial en filetes de dorada y el retraso de su crecimiento durante
el almacenamiento refrigerado se pueden mejorar considerablemente mediante la
aplicacion de tratamientos combinados tales como peliculas activadas con una mezcla

de timol més enterocina AS-48 y un tratamiento leve de alta presion hidrostética (APH).
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El tratamiento combinado tenia la ventaja de aumentar la inactivacion microbiana al
principio, y aun asi mantener los recuentos de células viables en los filetes envasados,
1,2 ciclos logaritmicos mas bajos que los controles no tratados en el dia 7 de
almacenamiento. Aunque las bacteriocinas pueden mostrar efectos sinérgicos con otros
antimicrobianos naturales y con tratamientos no térmicos de procesamiento de
alimentos como la APH (Galvez et al., 2014; Mathur et al., 2017), no existen estudios
previos sobre el efecto combinado de los envases activados con timol mas enterocina
AS-48 y tratamiento por APH. El intento de las células de reparar los dafios maltiples
causados por la acciébn combinada de diferentes antimicrobianos conduce al
agotamiento de las reservas energéticas y finalmente a la muerte celular. Ademas, el
dafio a la membrana externa de bacterias Gram-negativas causado por algunos
antimicrobianos y / o tratamientos da como resultado la permeabilizacion celular
permitiendo una difusién mas rapida de las bacteriocinas tales como la enterocina AS-
48 a su principal diana celular, la membrana citoplasmica bacteriana (Galvez et al.,
1991).

Considerando que los alimentos son ecosistemas complejos que contienen una
mezcla de especies bacterianas que pueden cambiar en abundancia relativa durante el
almacenamiento dependiendo de diferentes factores ambientales como la temperatura de
almacenamiento y la presencia de sustancias antimicrobianas, entre otros, es importante
estudiar los cambios en la diversidad bacteriana de alimentos después de la aplicacion
de métodos de conservacion de alimentos. Los datos obtenidos por secuenciacion
masiva pueden arrojar luz sobre el comportamiento de las bacterias potencialmente
patdgenas y alterantes en los alimentos durante el almacenamiento. Sin embargo, se
debe tener en cuenta la influencia del método utilizado para evaluar la biodiversidad en
los resultados. Por ejemplo, las diferencias en el nimero de copias del gen 16S rRNA
pueden causar problemas de cuantificacion. Ademas, los resultados también dependeran
de la variabilidad de la muestra. Teniendo en cuenta estas limitaciones, los resultados
obtenidos en el presente estudio por secuenciacion masiva revelaron que los principales
grupos bacterianos detectados en los filetes frescos después de ser envasados al vacio
(Listeria, Acinetobacter, Pseudomonas, Chryseobacterium y miembros de
Enterobacteriaceae) fueron rapidamente desplazados por otros grupos de bacterianos
durante el almacenamiento (principalmente miembros de Vibrio, Photobacterium y
Shewanella junto con otros grupos como Cloacibacterium, Lactobacillales y
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Comamonadaceae que aparecen durante el almacenamiento tardio). Estudios previos
informaron que Shewanella putrefaciens resulté ser muy importante para el deterioro
del bacalao envasado (Jorgensen et al.,, 1988), asi como de Photobacterium
phosphoreum, Pseudomonas spp., Achromobacter spp., Acinetobacter spp.,
Flavobacterium spp. y Aeromonas spp. (Dalgaard, 1995; Dalgaard et al., 1993).

Vale la pena mencionar que las OTUs para Listeria detectadas en el presente
estudio se asignaron a la especie Listeria seeligeri y que no se detectd Listeria
monocytogenes en los filetes de dorada. Si bien los aislados de la especie L. seeligeri
son tipicamente hemoliticos, esta especie generalmente se considera no patdgena (Orsi
and Wiedmann, 2016). Ademas, las OTUs asignadas a Listeria tenian una abundancia
relativa muy baja en todas las muestras tratadas. L. monocytogenes es muy sensible a la
enterocina AS-48, pero también es conocida por su alta barotolerancia y su amplia
variacion de resistencia a la presion entre diferentes cepas (Bruschi et al., 2017).
Comparado con L. monocytogenes, hay pocos datos sobre las variaciones de resistencia
a la presion entre las cepas de L. seeligeri.

El envase activado indujo cambios drasticos en la microbiota de la dorada.
Todos los grupos relevantes en las muestras control presentaron una abundancia relativa
inferior en las muestras envasadas con plasticos activados, donde las OTUs asignadas a
Comamonadaceae y Methylobacterium (y en menor medida también a Acidovorax y
Shewanella) pasaron a ser predominantes. Los miembros de familia Comamonadaceae
se han descrito como parte de la microbiota cultivable de los peces cebra (Cantas et al.,
2012), y se ha descrito a Methylobacterium como una bacteria comensal de la piel de la
trucha de rio (Salvelinus fontinalis) (Boutin et al., 2014). Durante el almacenamiento,
las comunidades bacterianas de filetes de dorada envasados con plasticos activados se
volvieron bastante estables, y los principales grupos detectados (Vibrio, Photobacterium
y Shewanella) fueron los mismos que en los controles no tratados. Estos resultados se
podrian esperar ya que las peliculas activadas no previenen el crecimiento bacteriano
durante el almacenamiento. Una posible explicacion de la baja eficacia observada para
las peliculas activadas durante el almacenamiento podria ser que los antimicrobianos
afladidos disminuyeron por debajo de sus concentraciones inhibitorias minimas tras la
difusion desde la pelicula activada al alimento, unido posiblemente a una parcial
degradacion de las moléculas de bacteriocina por proteasas tisulares. Los resultados
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también sugieren que estos grupos bacterianos son menos sensibles a los
antimicrobianos empleados, el timol y la enterocina AS-48 y/o tienen una mayor
capacidad para sobrevivir en los filetes de pescado bajo condiciones de estrés. Dado que
la enterocina AS-48 actla sobre la membrana citopldsmica bacteriana (Galvez et al.,
1991), esta bacteriocina tiene una actividad mucho menor frente a bacterias Gram-
negativas. Sin embargo, también se han descrito grandes diferencias en la sensibilidad a
la bacteriocina entre las Gram-negativas (Galvez et al., 1989). Por el contrario, el timol
puede atravesar libremente la pared celular y, por lo tanto, inhibir el crecimiento de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas al interactuar con las bicapas de fosfolipidos
de las membranas celulares, provocando la pérdida de metabolitos (Hyldgaard et al.,
2012).

Las muestras tratadas con APH tenian abundancias relativas mas bajas para las
OTUs asignadas a Vibrio y Photobacterium en comparacién con los controles (muestras
C2, C5, C10) y con las muestras envasadas con la pelicula activada (muestras AF2 a
AF10). Esto puede sugerir una mayor sensibilidad de estos grupos bacterianos al
tratamiento con APH. En comparacion con el tratamiento individual por APH, el
tratamiento combinado (pelicula activada-APH) disminuyé la abundancia relativa en el
tiempo 0 de Comamonadaceae y Methylobacterium y aumentd la de Firmicutes
(principalmente Enterococcus y Lactobacillaceae). Sin embargo, las muestras de ambos
tratamientos tenian composiciones bacterianas similares durante el almacenamiento.
Estos resultados podrian explicarse porque la pelicula activada sola tuvo un efecto
limitado sobre la diversidad bacteriana durante el almacenamiento como se discutid

anteriormente.

También vale la pena mencionar que el principal grupo bacteriano detectado al
comienzo del periodo de almacenamiento de las muestras tratadas con APH
(individualmente o en combinacién con la pelicula activada) fue Acinetobacter. El
género Acinetobacter se ha descrito como componente de la comunidad bacteriana de
larvas de dorada (Sparus aurata) en poco después de la eclosion (Califano et al., 2017)
y también como uno de los géneros dominantes de la microbiota intestinal de peces
antarticos (Song et al, 2016). Acinetobacter también predominaba en filetes
refrigerados de carpa cabezona (Aristichthys nobilis) (Liu et al., 2017), en dorada de
granja (Sparus aurata) (Parlapani et al., 2013) y en filetes de carpa herbivora
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(Ctenopharyngodon idellus) envasados al vacio en bolsas de cloruro de polivinilo,
durante los primeros 6 dias de almacenamiento en frio (Wang et al., 2014).
Acinetobacter también se detecté en filetes de carpa comin (Cyprinus carpio)
envasados al aire o al vacio y almacenados en refrigeracion (Zhang et al., 2015). En el
presente estudio, la mayoria de las OTUs incluidas en este grupo se asignaron a la
especie ambiental A. guillouiae y a A. johnsonii, que rara vez causa infecciones en
humanos (Montafia et al., 2016). No obstante, es necesario realizar mas estudios para
determinar los riesgos potenciales de Acinetobacter en los filetes de dorada y la
resistencia de la bacteria a la inactivacion por APH. Acinetobacter, junto con
Pseudomonas y Shewanella parecian ser las principales bacterias alterantes durante los
primeros dias de almacenamiento en las muestras tratadas con APH y también en las
muestras con el tratamiento combinado (AF-APH). Las mayores abundancias relativas
observadas de estos grupos bacterianos podrian explicarse en funcion de varios factores,
como una mayor capacidad para reparar el dafio celular inducido por el tratamiento con
APH, una mayor capacidad de utilizacion de nutrientes disponibles y el amensalismo o
inactivacion de los competidores por tratamiento con APH.

Carnobacterium y Lactobacillales presentaban abundancias relativas altas al
final del almacenamiento en las muestras tratadas con APH. Lactobacillales también
fue el grupo mas relevante al final del almacenamiento de las muestras del tratamiento
combinado (AF-APH7, AF-APH10). Estos resultados sugeririan una seleccién de las
bacterias del acido lactico tras los tratamientos por APH. Resultados similares han sido
descritos por estudios de secuenciacién masiva en pulpa de mango (Pérez Pulido et al.,
2017) y por métodos dependientes del cultivo en productos céarnicos tratados por APH
(Garriga et al., 2004; Diez et al., 2009; Han et al., 2011). En conjunto, los resultados del
presente estudio revelan la complejidad de las poblaciones bacterianas en los filetes de
dorada y como estas pueden verse afectadas por la aplicacion de diferentes métodos de
conservacion y tiempo de almacenamiento. Las diferentes comunidades bacterianas se
comportaron de forma distinta durante el almacenamiento de alimentos en los alimentos
envasados en films activos y en los tratados por APH. Mientras que el tratamiento con
APH (aplicado solo o en combinacion) se asocid claramente con un predominio de
OTUs asignadas a bacterias del acido lactico hacia el final del periodo de
almacenamiento, la alta abundancia relativa de OTUs asignadas a Acinetobacter en las
muestras tratadas con APH debe ser investigada mas a fondo.
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Los purés de fruta recién hechos son unos alimentos atractivos y listos para el
consumo. La estabilidad de estos alimentos refrigerados depende del deterioro causado
por los microorganismos. También es necesario evaluar el posible riesgo de transmision
de patdgenos que estén presentes en estos alimentos. De acuerdo con los resultados del
presente estudio, el puré de frutas elaborado con platanos, manzanas y peras presentaba
una baja carga microbiana que no fue capaz de proliferar lo suficiente como para causar
deterioro durante los diez dias de almacenamiento en frio. De hecho, se observo una
disminuciéon en los recuentos viables al final del periodo de almacenamiento. La
aplicacion de un tratamiento por APH de baja intensidad logré una reduccion de la
carga microbiana de al menos dos ciclos logaritmicos. Aunque hubo un ligero aumento
en el namero de sobrevivientes durante el almacenamiento (como lo indican los datos
de los dias 2 y 7), se consider6 que el tratamiento por APH era un método efectivo para
procesar el puré de fruta ya que los recuentos de células viables en las muestras tratadas

fueron siempre significativamente mas bajos que los controles.

La eficacia de los tratamientos de APH depende de varios pardmetros como son
la intensidad de la presion, el tiempo de almacenamiento, la temperatura y el pH de los
alimentos, entre otros (Considine et al., 2008). Se considera que las células bacterianas
muestran una mayor sensibilidad al tratamiento con APH en condiciones de bajo pH
porque no pueden reparar el dafio celular, por lo tanto, disminuyen su tolerancia al pH
desfavorable y a los acidos organicos presentes en los zumos (Garcia-Graells et al.,
1998; Alpas et al., 2000; Bayindirli et al., 2006). Como se ha discutido en los estudios
preliminares, el tratamiento por APH a 300 MPa (5 min) logré una reduccion de 5
ciclos log en el puré de fruta hecho de platano, manzana y pera inoculado con Listeria
innocua (Ortega Blazquez et al., 2017). Otro estudio mostrd reducciones de entre 4y 5
ciclos logaritmicos en tres de las principales bacterias alterantes en los alimentos (E.
coli O157:H7, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus) en jugos de albaricoque,
naranja y cereza (que tienen valores de pH comprendidos entre 3.30 y 3.80) después de
la aplicacion de tratamientos por APH a 250 MPa durante 5 minutos y almacenados a
30 °C (Bayindirli et al., 2006). Cuando los tratamientos se aplicaron a una presién mas
alta de 350 MPa se consiguieron reducciones superiores a 7 ciclos logaritmicos. El
aumento en los recuentos de células viables observados en el presente estudio después

del tratamiento por APH podria deberse a la recuperacion de las células con dafios
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subletales. Estudios previos han demostrado que la proporcion de células con dafios
subletales aumenta a medida que disminuye la intensidad del tratamiento por APH
(Somolinos et al., 2008). Sin embargo, la recuperacion celular también depende de
factores ambientales, y se esperaria que el bajo pH del puré de fruta actie como una
barrera frente a la reparacion de células dafiadas, especialmente aquellas que no estan
adaptadas a ambientes acidos.

El envasado con plasticos activos no fue efectivo para reducir los recuentos
microbianos totales, y solo retrasé el crecimiento bacteriano durante el tiempo de
almacenamiento. Mientras que las peliculas activadas pueden ser altamente efectivas en
las superficies de los alimentos, pueden tener un efecto mas limitado en alimentos
liquidos o semisdlidos debido a la dilucién de los antimicrobianos por debajo de su
concentracion inhibitoria minima y también al hecho de que las bacterias podrian
distribuirse por toda la matriz del alimento en lugar permanecer en la superficie del

mismo.

Los estudios metagendmicos proporcionan nuevos conocimientos sobre las
comunidades bacterianas de los alimentos. Este es el primer estudio de biodiversidad
bacteriana sobre un puré de fruta. Los resultados obtenidos indican que la diversidad
bacteriana del puré de fruta estd representada por Comamonadaceae Yy
Methylobacterium como grupos principales. Comamonadaceae es una familia
bacteriana grande y diversa (Willems, 2014) que incluye el género Acidovorax, también
detectado en el estudio. Cabria sugerir que las OTUs no asignadas al género pero
incluidas en Fam. Comamonadaceae también podria pertenecer a Acidovorax. La
especie Acidovorax citrulli es conocida como el agente causal de la enfermedad de
mancha bacteriana en plantas curcubitaceas (Willems et al., 1992). Aunque no hemos
encontrado estudios previos sobre la presencia de Acidovorax en el tipo de frutos
utilizados en el presente trabajo, estudios metagenémicos previos demuestran que esta
bacteria esta presente en la microbiota de suelos infectados de fincas plataneras (Xue et
al., 2015) y en el interior del pseudotallo de plantas de platano (Rossmanna et al., 2012).
Por lo tanto, podriamos especular que los platanos podrian ser la principal fuente de

Acidovorax en el puré.

129



Methylobacterium spp. es una bacteria que puede encontrarse en diferentes
ambientes. Esta bacteria se ha descrito en asociacion con mas de 70 especies de plantas
(Omer et al., 2004), colonizando activamente la raiz, ramas y hojas (Andreote et al.,
2006; Omer et al., 2004). Methylobacterium se ha descrito como miembro de las
comunidades bacterianas de la filosfera de la manzana (Yashiro and McManus, 2012) y
de pseudotallos de plantas de platanos (Suhaimi et al., 2017). También se detectd
Methylobacterium en la fresa, donde ademas se ha postulado que contribuye al
desarrollo de su sabor (Nasopoulou et al., 2014). Este es el primer estudio en el que
Methylobacterium aparece como un grupo bacteriano relevante en el microbioma de un
puré de fruta. En conjunto, los resultados del estudio de biodiversidad microbiana
sugieren que los principales representantes en el microbioma del puré son bacterias
asociadas a la planta. Los miembros de Comamonadacea y Methylobacterium rara vez
causan enfermedades en personas inmunocompetentes (Li et al., 2015; Osborne et al.,
2014). Por lo tanto, el puré podria considerarse un producto seguro a menos que se
contamine accidentalmente con bacterias patégenas humanas capaces de sobrevivir en

los alimentos, como bacterias entéricas o L. monocytogenes.

Las abundancias relativas de los principales grupos bacterianos encontrados en
el puré de frutas control no cambiaron notablemente durante el almacenamiento. Sin
embargo, se observaron cambios en las muestras tratadas, dependiendo del tratamiento
realizado. El hecho de que Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax y
Sphingomonas tengan mayores abundancias relativas en las muestras envasadas en
peliculas activadas en comparacion con los controles para la mayoria de las muestras
sugiere que estos grupos se vieron menos afectados por los antimicrobianos incluidos en
los plasticos activados. El timol es efectivo en bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas (Hyldgaard et al., 2012), pero también un estudio previo demostré que, en
general, las bacterias Gram-positivas eran mas sensibles a la inhibicion por aceites
esenciales de las plantas que las bacterias Gram-negativas (Smith-Palmer et al., 1998).
Como se ha comentado anteriormente, la enterocina AS-48 solo es activa en Gram-
positivas, a menos que la permeabilidad bacteriana de la membrana externa esté alterada
(Galvez et al., 1991). Estas observaciones estan de acuerdo con el bajo efecto de las
peliculas activadas en los principales grupos bacterianos detectados en el estudio

metagendmico.
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El principal efecto observado después de la aplicacion del tratamiento de APH al
puré de frutas fue una reduccion en la abundancia relativa de los grupos predominantes
encontrados en los controles (principalmente Comamonadaceae, Methylobacterium,
Acidovorax y Sphingomonas). Por el contrario, se observé un aumento en la abundancia
relativa de Lactobacillales tras la aplicacion del tratamiento por APH, aunque este
grupo no fue relevante en las muestras tratadas durante el almacenamiento. Como se ha
comentado con anterioridad, existen estudios previos que indican que los tratamientos
por APH favorecen la seleccién de las bacterias del acido lactico. La seleccion de
bacterias lacticas por los tratamientos mediante APH podria estar relacionada con la
idea general de que las bacterias Gram negativas son mas sensibles que las Gram
positivas a los tratamientos por APH (Smelt, 1998). Las mayores reducciones en las
abundancias relativas de Comamonadaceae, Methylobacterium, Acidovorax se
observaron en el tratamiento combinado por APH en las muestras envasadas en
plasticos activados. Cabria pensar que, aunque el plastico activado no disminuyo la
viabilidad de los principales grupos bacterianos cuando se aplicé de forma individual, si
que pudo tener un efecto sobre las células sensibilizadas previamente por el tratamiento
por APH.

131



132



CONCLUSIONES






1. Entre los compuestos antimicrobianos ensayados en la activacion de plasticos,

carvacrol y timol mostraron los mejores resultados frente a Listeria.

2. La actividad antilisteria de los plasticos activados incrementé cuando el carvacrol o el

timol se utilizaron en combinacién con enterocina AS-48.

3. Los plasticos de polietileno-poliamida activados con timol y enterocina AS-48 fueron
los mas eficaces frente a células planctonicas asi como en la inhibicion de la formacion

de biopeliculas por las bacterias Gram-positivas ensayadas.

4. Los plasticos activados con timol y enterocina AS-48 inhibieron el desarrollo de
Listeria innocua en los dos alimentos modelo ensayados, filete de dorada y puré de

frutas.

5. La actividad antimicrobiana de los tratamientos moderados por alta presion
hidrostéatica se vio potenciada en ambos alimentos por los plasticos activados con timol

y enterocina AS-48.

6. La biodiversidad bacteriana de los filetes de dorada envasados a vacio incluye como
grupos més relevantes a Listeria, Acinetobacter, Pseudomonas, Chryseobacterium y
Enterobacteriaceae. [Estos grupos son rapidamente desplazados por Vibrio,
Photobacterium y Shewanella durante el almacenamiento.

7. El almacenamiento de los filetes de dorada en plasticos activados asi como la
aplicacion de tratamientos moderados por altas presiones modifican la diversidad
bacteriana y su evolucién durante el almacenamiento. Los cambios mas notables se

detectan para los tratamientos combinados.

8. Los grupos bacterianos principales detectados en el puré de frutas fueron
Comamonadaceae y Methylobacterium, seguido de Acidovorax y Sphingomonas.

9. La abundancia relativa de los principales grupos bacterianos de las muestras

incremento en el puré almacenado en los envases activos.

10. La abundancia relativa de los principales grupos bacterianos de las muestras control
disminuyé en las muestras tratadas por altas presiones y en los tratamientos

combinados.
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11. El grupo de Pseudomonas increment6 en los controles y en las muestras tratadas por
altas presiones hacia el final del periodo de almacenamiento.

12. Los resultados indican que existe una dinamica compleja de las poblaciones
bacterianas en los alimentos estudiados durante su almacenamiento, y que esta se ve

influenciada por los tratamientos aplicados.
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