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COMPOSICION CONSERVANTE DE ALIMENTOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion estd enfocada en el campo alimenticio, particularmente a una

composicion conservante de alimentos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La seguridad alimentaria se ha orientado hacia la bisqueda de soluciones que permitan
dar respuestas al riesgo de contaminacion por diversos microorganismos patdgenos al cual
estdn expuestos los alimentos, mds que todo los alimentos procesados. Durante la
elaboraciéon y almacenamiento, es posible que se desarrollen microorganismos patégenos
que afecten las propiedades nutritivas del alimento, generando alteraciones organolépticas

indeseables y favoreciendo la produccién de toxinas.

La busqueda constante de una adecuada inocuidad alimentaria, ha impulsado el desarrollo
de mecanismos cada vez mds eficaces y dirigidos a la mitigacién de microorganismos
patégenos tales como Salmonella sp, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringes, Campylobacter sp, Escherichia coli
enterohemorrdgica (O157:H7), Listeria monocytogenes, Aspergillus niger, Aspergillus
flavus 'y Rhizopus, los cuales pueden llegar al alimento durante su procesamiento,

almacenamiento y distribucidn, causando afecciones en la salud de los consumidores.

Los alimentos procesados son aquellos que resultan de una transformacion de la materia
prima base que son mezclados con otras sustancias (v.g. aglutinantes, saborizantes,
conservantes) para otorgarle propiedades organolépticas mejoradas. Entre los alimentos
procesados se encuentran embutidos, mortadelas, jamones y toda la linea de carnes frias,

encurtidos y frutos enteros en almibar.
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Existen sistemas de conservacion que actualmente son implementados en la industria de
alimentos procesados con el fin de detener la contaminacién de microorganismos
alterantes y prolongar la vida util de los mismos. Entre los diferentes conservantes para
este tipo de alimentos, se encuentran los conservantes quimicos (v.g. nitritos y nitratos) y
los conservantes naturales (v.g. dcido ascérbico y édcido lactico). Los primeros tienen un
considerable potencial cancerigeno en humanos y no inhiben completamente el
crecimiento de microorganismos contaminantes, en tanto que los segundos generan
alteraciones organolépticas en el producto debido a la alta concentracién en la que deben

ser utilizados.

Los bioconservantes son sustancias producidas biolégicamente por microorganismos
(cultivos starters) que han demostrado ser letales para microorganismos patdgenos y
pueden ser empleados para conservar diversos tipos de alimentos, entre ellos, los
procesados. Su ingesta no causa alteraciones significativas en los seres humanos y en
algunas ocasiones puede llegar a ser benéfica para el buen funcionamiento del organismo,
como es el caso de los probidticos. La utilizacion de determinadas cepas de
microorganismos como cultivos iniciadores (starters), puede contribuir a garantizar su
inocuidad (biopreservacién) y adicionalmente conferir y/o mejorar sus caracteristicas

organolépticas y nutricionales.

Se han desarrollado diversos productos que contienen uno o mdas microorganismos con
propositos de nutricién y biopreservacion en el campo de los alimentos. El documento
US6780447 describe un producto que comprende &cido sérbico y al menos una
bacteriocina producida por Lactobacillus delbruckii var bulgaricus y Streptococcus
thermophilus que puede ser empleado bien sea de manera individual o junto con otros
aditivos en el campo de la agricultura, mas particularmente en los piensos para la cria de

ganado.
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El documento US20140271994 divulga una composicioén para alimentar mascotas a base
de carne con cultivos microbianos, que comprende al menos un microorganismo
seleccionado de Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Lactococcus lactic,
Lactococcus cremoris, Lactobacillus de Ilbruckiivarbulgaricus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pentosum, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus sakei y Lactobacillus

curvatus.

El documento US20100272854 describe una composicion y método para aumentar la
viabilidad de microorganismos tipo bifidobacterias durante la conservacién de productos
alimenticios frescos fermentados que contiene una o més cepas de Bifidobacterium y goma
arabiga. Esta especie se destaca por ser un potente probidtico, pero su alto costo limita su

uso como conservante.

Si bien en el estado de la técnica se encuentra una gran variedad de composiciones
conservantes para alimentos procesados y no procesados, es necesario desarrollar nuevas
composiciones conservantes que sean mds efectivas para inhibir el crecimiento de
microorganismos patégenos y que logren mantener las propiedades organolépticas y

prolongar el tiempo de vida util.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores han encontrado que algunas cepas de bacterias acido lacticas presentan un
comportamiento sinérgico cuando se asocian en una relacidén y proporciones definidas y se
formulan junto con un agente activante. La presente invencién se refiere a una
composicion conservante de alimentos que comprende un consorcio de bacterias
acidol4cticas junto con un agente activante y un vehiculo, con la que es posible inhibir el

crecimiento de microorganismos patdgenos.
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Grafica del efecto inhibitorio del crecimiento de E. coli O157:H7 en una muestra

de carne de cerdo empleando la composicion conservante del Ejemplo 2.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las Bacterias Acido Lacticas (BALs) son microorganismos benéficos integrados por un
gran numero de géneros, entre ellos Lactococcus, Lactobacillus, Enterecoccus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Bifidobacterium que son capaces de inhibir el
crecimiento de microorganismos patogenos e indeseables en los alimentos, permitiendo
asi, extender su vida util. Una descripcién més detallada y completa de las caracteristicas y
propiedades de las BALs se puede encontrar en la revision de Parra Huertas, el cual se

incorpora como referencia (1).

Las BALs son muy utilizadas como cultivos iniciadores o starters en la industria de
alimentos lacteos, carnicos, vegetales y cereales. Los cultivos iniciadores o starters se
pueden definir como una especie o combinacion de especies microbianas que, una vez
adicionados a un alimento, originan un conjunto de transformaciones en sus
componentes basicos (glicidos—proteinas—lipidos), los cuales se traducen en cambios en la
textura, color y sabor del alimento. De igual manera, los cultivos iniciadores son capaces
de generar sustancias como dcido l4ctico, 4cido citrico y CO», los cuales favorecen la

conservacion de los alimentos.

La presente invencion se refiere a una composicién conservante para alimentos que
comprende un consorcio de bacterias dcido lacticas como cultivo iniciador, al menos un
agente activante y un vehiculo. La composicion conservante de acuerdo a la invencion
puede ser liquida sélida o semisélida y sus componentes pueden estar incorporados y/o

formulados bien sea cada uno de manera individual o mezclados.

El consorcio de bacterias 4cido lacticas de acuerdo a la presente invencidn estd
conformado por al menos dos bacterias 4cido l4cticas seleccionadas del grupo que consiste
de Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium vy Streptococcus termophillus en una

relacion 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:1:1, 1:2:1, 1:3:1 6 1:2:3, y en una concentracion entre 1x10* y
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1x10® UFC/mL de cada bacteria. En una modalidad preferida, el consorcio de bacterias
acido lacticas lo conforman Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus termophillus en

relacion 1:1 y a una concentracién de 9,9x10° UFC/mL de cada bacteria.

Las cepas de bacterias dcido lacticas de la composicion conservante de la presente
invencién se pueden obtener a partir de cultivos disponibles comercialmente (v.g. clerici
saccoso, Sthreptococcus t 510, thermophilic cultures, SAP 230 A) o aislarse de productos
lacticos como queso o yogurt. Para facilitar su manejo, las cepas se pueden liofilizar

mediante procedimientos convencionales de liofilizacion.

El término “agente activante” para efectos de la presente invencion, se define como un
compuesto o mezcla de compuestos que le confieren al consorcio bacteriano del
conservante, la energia necesaria para que pueda activar su complejo enzimatico e inicie
su proceso de crecimiento de forma controlada (regulando el tiempo en cada una de las

fases) y mantenga su actividad metabdlica.

El agente activante de acuerdo a la invencidn puede ser cualquier compuesto que sirva de
fuente de energia al consorcio bacteriano del conservante, entre ellos almidén, glucosa,
dextrosa, xilitol, peptona, lactosuero y sus mezclas. El o los agentes activantes pueden
estar presentes en el conservante de la invencién bien sea en forma sélida, en solucién o
dispersion, en concentraciones entre 0,001% y 20,0% p/p, més preferiblemente entre 0,2%
y 10,0% p/p. En una modalidad preferida de la invencion, el agente activante del

conservante es una dispersion de almidon en agua al 1,0% p/p.

Adicionalmente, la composicidon conservante de alimentos de la invencién puede incluir
un vehiculo aceptable, conformado por diferentes excipientes con funciones especificas
para darle forma o caracteristicas propias (v.g. formar soluciones o dispersiones, resaltar
propiedades organolépticas, aumentar su estabilidad) y para garantizar que el consorcio

bacteriano y el agente activante no pierdan su capacidad de realizar la funcién deseada.
6/15



10

15

Entre los excipientes se incluyen disolventes, viscosantes, saborizantes, preservantes,
reguladores de pH, colorantes y en general todos aquellos cominmente empleados y
conocidos por un experto en la técnica. La concentracion del vehiculo en la composicién
conservante de la invencién estd preferiblemente entre 0,01% y 99,99% p/p, mas
preferiblemente entre 0,1% y 60,0 % p/p. En una modalidad preferida, la composicion

conservante de alimentos tiene la siguiente composicion (Tabla 1):

Tabla 1
Componente Rango de Concentracion
Consorcio bacteriano 1x10* - 1x10® UFC/mL
Agente activante 0,01% - 20,0% p/p
Vehiculo 0,1% —99,9% p/p

La composicion conservante puede incluir otros agentes tales como acido ascérbico, acido

acético o etanol en concentraciones entre 0,01 y 10,0%.

En una modalidad ain mas preferida, la composiciéon conservante tiene la siguiente

composicién (Tablas 2, 3 y 4):

Tabla 2

Componente Concentracion

Consorcio bacteriano
(Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus 9,9x10° UFC/mL
termophillus 1:1)

Almidoén de yuca dispersado en agua 0,3% pl/v
Vehiculo c.s.p 100,0%
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Tabla 3

Componente Concentracion

Consorcio bacteriano
(Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus 7,9x10° UFC/mL
termophillus y Bifidobacterium 1:2:1)

Almidén de yuca dispersado en agua 0,5% plv
Vehiculo c.s.p 100,0%
Tabla 4
Componente Concentracion
Consorcio bacteriano 9.9x10° UFC/mL

(Streptococcus termophillus y Bifidobacterium 2:1)

Almidén de Yuca dispersado en agua 0,7% plv

Vehiculo c.s.p 100,0%

La composiciéon conservante de la invencién permite inhibir agentes patdgenos
termorresistentes como Listeria y enterobacterias. La adicién del conservante de la
invencion demostré mejorar algunas caracteristicas microbioldgicas (bajo recuento de
Salmonella, E.coli, Aerobios mesdfilos) y organolépticas como color y textura de la carne

de hamburguesa, luego de transcurridas 48 horas.

De igual forma, se obtuvieron buenos resultados al aplicar la composicion conservante de la
presente invencién en embutidos cocidos o escaldados contaminados con E. coli O157:H7,
donde la reduccién de los agentes patégenos fue superior al 99,0% durante las 100
primeras horas y adicionalmente, en algunos alimentos se potencializ6 el comportamiento

organoléptico.
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La composicion conservante puede ser utilizada en el sector alimenticio en lineas como los
embutidos crudos derivados de res, embutidos de carne de cerdo, embutidos de pollo,
embutidos de pavo, carne de animales de criadero empacados al vacio, paté, carne de
hamburguesa y carne molida. De igual manera, la composiciéon también puede ser
aplicada es en frutas verduras y hortalizas que estén contaminadas con hongos (v.g
Aspergillus spp) mostrando efectividad al ser aplicada de forma ciclica en cultivos de

aguacate y maiz, obteniendo frutos libres de dicho hongo.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion, sin estar el concepto inventivo limitado a

los mismos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Obtencion del consorcio de Lactobacillus bulgaricus v Streptococcus

thermophilus a partir de yogurt.

Se tomaron 25 mL de yogur natural, se diluyeron en 90 mL de una solucién buffer de agua
peptonada y se agit6 vigorosamente hasta lograr una muestra homogénea. Se tomaron tres

pequenas alicuotas para realizar la prueba de coloracién de Gram.

Luego, se tomaron 10 cajas de agar MRS y se sembré un mililitro de forma masiva en
todas las cajas la muestra que se encuentra en el agua peptonada y se incubaron a 35°C
durante 24 horas. Se realizd verificacion morfolégica con coloracion de Gram.
Posteriormente, se sembraron nuevamente todas las cajas en agar MRS nuevo realizando
siembra por agotamiento. Una vez aisladas, se realizaron pruebas de fermentacion
incubando en leche entera durante 48 horas y se realiz6 nuevamente prueba de Gram. La

relacion de L. bulgaricus y S. thermophilus fue de 30/10.
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Se tomaron las cajas de MRS aisladas y se realiz6 siembra en agua estéril empleando
escala de Mac Farlan hasta llegar a 9,9x10° UFC y obtener 0,28 unidades nefelométricas de

turbidez (UNT). Luego se procedi6 a liofilizar.

Ejemplo 2. Preparacion de una composicion conservante de L. bulgaricus vy S.

thermophilus

Inicialmente se dispersaron 0,75 g de almidén de yuca en 250 mL de agua estéril y la
dispersion obtenida se esterilizd6 en autoclave durante 30 minutos a 76°C +/- 2.
Posteriormente, se tomaron 0,62 g de un liofilizado de bacterias dcidolédcticas obtenidas de
acuerdo al Ejemplo 1 y se adicionaron en 10 mL de la dispersion estéril para obtener asi la

composicidn conservante.

Ejemplo 3. Ensayos de inhibicion de crecimiento de microorganismos en muestras de

alimentos.

A una composicién conservante obtenida segun el Ejemplo 2 se le realizaron ensayos de
inhibicion de crecimiento de microorganismos en muestras de carne de cerdo
contaminadas con E. coli O157:H7 y en muestras de maiz infectadas con Aspergillius

flavus.

La composiciéon conservante logrd inhibir el crecimiento de E. coli O157:H7 en una
muestra de carne cerdo que tenia concentracién de 1x10*UFC de dosis infectante del
agente patégeno, como se ilustra en la FIG. 1, donde se observa el decrecimiento de E. coli
entre las 24 a 72 horas. Después de las 72 horas, el decrecimiento del patégeno es
marcado gracias a la mayor produccién de sustancias antimicrobianas expuestas en el

alimento por parte de conservante durante su fase exponencial.
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La composicién conservante ensayada también logro inhibicién en una muestra de maiz
que tenfa dosis infectantes de 1x10% y 1x10'© UFC/mL de Aspergillius flavus en pos-
cosecha (Tablas 5 y 6).

Tabla 5
Control BAL en Control en agar
Réplicas Dilucién 1x10? Agar MRS atata 8
UFC/mL BAL patata.
R1 Presencia de A. flavus Mas de 100.000 Presencia de A. flavus
R2 Ausencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
R3 Presencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
R4 Ausencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
RS Ausencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
5
Tabla 6
Control BAL en Control en asar
Réplicas Dilucién 1x10!° Agar MRS atata g
UFC/mL BAL patata.
R1 Ausencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
R2 Presencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
R3 Ausencia de A. flavus Mis de 100.000 Presencia de A. flavus
R4 Ausencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
RS Ausencia de A. flavus Mais de 100.000 Presencia de A. flavus
REFERENCIAS

10 1) Parra Huertas Ricardo. Review. Bacterias Acidolacticas: Papel Funcional en los
Alimentos. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Vol. 8 N° 1. Enero- Julio 2010.

FIGURAS
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FIG. 1

UFC/g de BAL - E. coli O157:H7
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REIVINDICACIONES

Una composicién conservante de alimentos caracterizada porque comprende un
consorcio de bacterias 4cido ldcticas junto con un agente activante y un vehiculo

aceptable.

Una composicién segin la Reivindicacion 1, donde el consorcio de bacterias
acidol4cticas lo conforman al menos dos bacterias seleccionadas del grupo que consiste

de Lactobacillus bulgaricus, Bifidobacterium y Streptococcus termophillus.

Una composicién segin la Reivindicacion 1, donde el consorcio de bacterias dcido

lacticas lo conforman dos bacterias en relacion 1:1, 1:2, 1:3 6 1:4.

Una composicion segun la Reivindicacion 1, donde el consorcio de bacterias dcido

lacticas lo conforman tres bacterias en relacién 1:1:1, 1:2:1, 1:3:1 6 1:2:3.

Una composicion segun la Reivindicacion 1, donde el consorcio de bacterias dcido

l4cticas estd en una concentracién entre 1x10* y 1x10% UFC/mL de cada bacteria.

Una composicién segin la Reivindicacion 1, donde el consorcio de bacterias dcido

lacticas estd en forma liquida o en forma liofilizada.

Una composicion segin la Reivindicacion 1, donde el agente activante se selecciona
del grupo que consiste de almidén, glucosa, dextrosa, xilitol, peptona, lactosuero y

mezclas de los mismos.

Una composicién segin la Reivindicaciéon 1, donde el agente activante es una

dispersion de almidén en agua a una concentracién entre 0,001% y 10,0% p/p.
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9) Una composicién segin la Reivindicacion 1, donde el consorcio de bacterias dcido
l4cticas lo conforman Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus termophillus en forma
liofilizada, en una relacién 1:1, a una concentracién de 9,9x10° UFC/mL y el agente

activante es una dispersion de almidén en agua al 0,1% p/v.

5
10) Uso de una composicion segin las Reivindicaciones 1 a 9, para inhibir el crecimiento
de microorganismos patdgenos tales como E. coli, Salmonella spp, Listeria sp,
Staphilococcusaureus, Aspergillus Niger en alimentos procesados o no procesados.
10 sfesfesiesieskeskskeokeokesk
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RESUMEN

La invencion se refiere a una composicion conservante de alimentos que comprende un
consorcio de bacterias dcido l4cticas de las especies Lactobacillus bulgaricus,
Bifidobacterium 'y Streptococcus termophillus, junto con un agente activante. La
composicién conservante inhibe el crecimiento de microorganismos patogenos tales
como Salmonella, E. Coli, E. Coli O157H7, Staphilococcus aureus, Microorganismos
aerobios mesofilos y permite prolongar el tiempo de vida util de alimentos procesados y

no procesados.
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FIG. 1

UFC/g de BAL - E coli O157T:H7

Efecto de la Composicion Conservante Frente a E. coli O157:H7
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