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METODOS Y COMPOSICIONES PARA LA PRESERVACION MEJORADA DE

ALIMENTOS PROCESADOS
I. Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a métodos y composiciones para la conservacion de
alimentos y productos alimenticios, especialmente carnes procesadas, por
contaminacién de microorganismos o descomposicion, especificamente para
prevenir el crecimiento de Listeria monocytogenes. Esta invencion también se
refiere a nuevas cepas de Carnobacterium maltaromaticum que producen moléculas
de bacteriocina con actividad antimicrobiana del grupo que comprende
Camobacterium maltaromaticum como el depositado en la ATCC bajo los nimeros
de acceso PTA-5313, PTA-5314, PTA-5315; y/o un fermentado que contiene al
menos ona bacteriocina producida por Carnobacterium; y al menos un aditivo
seleccionado del grupo que consiste de un agente anti-microbial, un emulsificante,
un secuestrante, un tercer preservante, un acidulante, un anti-oxidant«? y un
complemento. Las bacterias de la presente invencién, y la(s) bacteriocina(s)
producida(s) por las bacterias u otras bacterias, se pueden utilizar para tratar
alimentos y como conservante de alimentos. En una aplicacion particular de la
invencioén, la bacteriocina y la cepa bacteriana que produce la bacteriocina se
utilizan para controlar bacterias patégenas, incluidas pero no limitadas a, vListeria
monocytogenes (‘L. monocytogenes”) en productos carnicos, sin poner en pgligro el

!

tiempo de almacenamiento de las carnes.
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Il. Arte previo de la invencion

En los Estados Unidos una mezcla de lactato de sodio (NaL) y/o lactato de
potasio y diacetato de sodio (NaAc) se conoce como un método para prevenir el
crecimiento de Listeria monocytogenes en carnes procesadas. También se conoce
para el tratamiento de alimentos procesados, utilizar NaL o NalL/ NaAc en
combinacion con Nisina (una bacteriocina obtenida a partir de Lactococcus lactis),
Microgard (de una Propionibacteria), y Alta 2341 (un producto de fermentacién
disponible comercialmente de Pediococcus acidilactici).

Camobacterium maltaromaticum es una especie de un grupo diverso de
bacterias que son clasificadas como Bacterias Acido Lacticas (LAB). Las LAB se
han utilizado durante siglos en las industrias lechera y de alimentos en la produccién
de alimentos fermentados. Importante en este aspecto, es su capacidad para
producir compuestos aromaticos y mejoradores del sabor (Stiles y Holzapfel, 1997:.
Carr et al, 2002). Las LAB se han caracterizado por su capacidad de producir una
variedad de isémeros de acido lactico a partir de la fermentacion de hidratos de
carbono. Las Carnobacterias son distintas de los Lactobacilos debido a su
incapacidad para crecer en agar acetato a pH 5,6, mientras que son capaces de
producir acido L (+)-lactico practicamente puro a partir de glucosa, y en su
capacidad para fermentar tanto glicerol como manitol, propiedades que son
inusuales en lactobacilos (Holzapfel y Gerber, 1983; Shaw y Harding, 1984).

Uno de los métodos por los que C. maltaromaticum puede inhibir bacterias
potencialmente patégenas es a través de la produccion de bacteriocinas; Las
bacteriocinas son materiales proteicos antibacterianos sintetizadas ribosémicamente

y de bajo peso molecular, capaces de matar bacterias estrechamente relacionadas

-2.
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(Klaenhammer, 1993). Se han demostrado que las bacteriocinas son producidas por
LAB aisladas a partir de carne, jamén echado a perder, asi como de queso }rancés
f

de pasta blanda madurado con moho (Jack et al, 1996;. Herbin et al, 1997). Debido
a que las bacteriocinas son aisladas de LAB de alimentos como carnes y Iécteos,
tanto las LAB como las bacteriocinas han sido consumidas por siglos. Las
sustancias inhibidoras producidas a partir de C. malfaromaticum han demostrado
ser bacteriocinas por su susceptibilidad a enzimas proteoliticas. |

Otros métodos para el tratamiento de Listeria en alimentos han sido déscritos
mediante el empleo de conservantes en la solicitud PCTCA2007/000444, los cuales
han sido necesarios para obtener los desarrollos de la presente invencion. |

Existe una necesidad continua sin embargo, de nuevos preservativos de
alimentos que aporten propiedades nuevas y Utiles. Ademas, hay un creciente
interés en la sustitucién de los tradicionales preservantes "quimicos" de alimentos
con preservantes "naturales” efectivos, especialmente aquellos que iﬁhiben
microorganismos patdgenos. En este sentido, una considerable investigaciéon se ha
llevado a cabo en péptidos bacterianos, por ejemplo, bacteriocinas, que a ménudo
son estables al calor y tienen actividad antimicrobiana. |

A pesar de la utilidad de los métodos descritos anteriormente, todavia vexiste
una necesidad de mejorar la conservacion de los alimentos procesadosy para

controlar el crecimiento y/o eliminar la contaminacién bacteriana, particularmente
{

por L. monocytogenes.
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lll. Resumen de la Invencion

Esta invencion se refiere a la utilizacién de cepas de Carnobacterium
maltaromaticum ("C. maltaromaticum") productoras de bacteriocina, anteriormente
conocida como Carobacterium piscicola ("C. piscicola"), con actividades
antimicrobianas excepcionales, en combinacién con otros conservantes de
alimentos, emulsificantes, secuestrantes, acidulantes, antioxidantes y un
complemento. Las nuevas cepas de la presente invencién, CB1, CB2 y QB3
producen diferentes bacteriocinas, incluyendo carnobacteriocina BM1 y piscicolina
126. Estas bacteriocinas son de amplio espectro de actividad anti-Listeria, y las
cepas productoras crecen a temperaturas de refrigeracién y no causan deterioro de
los alimentos en relacién con otros microorganismos dafinos similares o dentro de
la vida util tipica del alimento. En combinacién, estos dos tipos de conservantes
proporcionan una actividad anti-bacteriana inesperada y sin precedentes.

Esta invencién comprende el método de combinacién de un preservante de la
presente invencion con los compuestos o técnicas de preservacion existentes como
se identifica anteriormente a los productos alimenticios. Algunos métodos incluyen la
adicion de los dos conservantes a los ingredientes antes de la coccion, por ejerﬁplo,
a una pasta alimentaria; algunos métodos incluyen la aplicacion del conservante de
la presente invencién a la comida después de la coccion, por ejemplo, por
pulverizacion.

En particular la invencién esta dirigida al método de preparacién un alimento
al poner en contacto una cantidad efectiva de un primer preservativo y un Segundo

preservativo, donde dicho Segundo preservative comprende una cantidad efectiva

N
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de una composicién seleccionada del grupo que comprende Carmobacterium

|
maltaromaticum como el depositado en la ATCC bajo los ntimeros de acceso PTA-
5313, PTA-5314, PTA-5315; y/o un fermentado que contiene al menos una
bacteriocina producida por Carnobacterium; y al menos un aditivo seleccionado del
grupo que consiste de un agente anti-microbial, un emulsificante, un secuestrante,
un tercer preservante, un acidulante, un anti-oxidante y un complemento.

Estos métodos han mostrado que mejoran la efectividad en la inhibicién de L.
monocytogenes en alimentos procesados de forma inesperada mas alla de la
utilizacién de cualquiera de los tratamientos por separado.

Una ventaja de la invencion es la actividad anti-listeriana sin precedentes, la
inhibicion de crecimiento microbiano en general, y agentes que extienden o mejoran
la vida atil. Tal actividad es excepcional. Otra ventaja de la invencién es que brinda
un potencial tanto bactericida como bacteriostatico. Una ventaja adicional de la
invencion es que estas bacterias crecen a temperaturas tan bajas como 0° C, lo que
indica que crecen y son eficaces a temperaturas de refrigeracion qde son esenciales
para la conservacion de carnes. Adicionalmente, una ventaja de la invencién es que

!
estas cepas, en y en si mismas, no causan el deterioro significativo de las carnes.

Esta invencién proporciona la adicién de una preparacion seca de
Camobacterium maltaromaticum CB1 y su fermentado seco, o el solo fermentado
seco, (es decir, sin células vivas); en combinacién con otros aditivos alimentarios.
El uso de NalL/NaAc en combinacién con este aditivo tiene un notable efecto
mejorado de reducir el nimero de microbios (por ejemplo, Listeria monocytogenes)

que podrian ser detectados en un producto de carne procesada, en combinacién

con el aumento de la vida Util.
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IV. Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 compara la eficacia de lactato de sodio (Galaflow™) contra un
segundo conservante de la presente invencion.

La Figura 2 compara la eficacia de una mezcla de lactato de sodio/mezcla de
acetato de sodio (Optiform™) contra un segundo conservante de la presente
invencién.

La Figura 3 compara la eficacia de la pediocina (Alta™ 2341) contra un
segundo conservante de la presente invencion.

La Figura 4 muestra los resultados de los experimentos descritos en el
Ejemplo 2.

La Figura 5 muestra los resultados de los experimentos descritos en el

Ejemplo 5.
V. Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se relaciona con composiciones de' alimentos y
métodos de aplicacién a los alimentos: un primer conservante; un segundo
conservante que comprende una o mas cepas de Camnobacterium depositado en la
ATCC, y/o un fermentado obtenido a partir de una o mas cepas de Ca;rnobacterium
como las depositadas en la ATCC, uno o mas de los aditivos para reducir la carga
microbiana, y uno o mas aditivos para aumentar la vida Util de la comida.

La presente invencién incluye composiciones y métodos para inhibir Listeria,
donde un primer conservante se combina con una cantidad eficaz de un segundo

conservante, dicho segundo conservante que comprende una composicién que
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contiene al menos un ingrediente del grupo que consiste de una bacteriocina,
bacteriocina(s) producida(s) por un Carnobacterium, una o m?s cepas de
Camobacterium, un fermentado que contiene bacteriocina(s), un fermentado que
contiene una bacteriocina producida por un Carnobacterium, y combinaciones de los
mismos. En formas de realizacion preferidas de la invencién, el segundo
conservante incluye al menos una especie de Camobacterium y un fermentado
producido por dicha especie de Carnobacterium, o el fermentado solo.,

La presente invencién incluye composiciones y métodos que comprenden
una mezcla de 1) un primer conservante, y 2) un segundo conservante que
comprende un Carnobacterium ylo su fermentado, dicho fermentado comprende al
menos una bacteriocina que impide efectivamente el crecimiento de Listeria
monocytogenes. Las composiciones y métodos de la presente invencién pueden
ser utilizadas en conexién con la producciéon, envasado, y almacenamiento de
alimentos y productos alimenticios, y la limpieza de los equipos utilizados por lo
tanto. Las composiciones y métodos de la presente invencion puedeﬁ ser utilizadas
en conexion con la produccién, proteccion, tratamiento y almacenamiento de
alimentos y productos alimenticios.

Las composiciones y métodos de la presente invencién se puqden usar para
inhibir el crecimiento de L. monocytogenes en alimentos y productos aiimenticios.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, puede ser deseable
afiadir una composicion de la presente invencién a un alimento o uno de sus
ingredientes antes de la coccion. En estas formas de realizacion de la invencion, el
segundo conservante comprende tipicamente al menos un férmentado (y,

opcionalmente, al menos una cepa de Camobacterium).
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De acuerdo con otras realizaciones de la invencion, puede ser deseable para
poner en contacto en la superficie de un alimento después de procesar o cocinar. En
estas formas de realizacion de la invencién, el segundo conservante comprende
tipicamente al menos una cepa de Carnobacterium y al menos un fermentado.

Como se usa en la presente invencién, un primer conservante se refiere a
cualquier conservante o preservante, tipicamente un conservante adecuado para su
uso con un alimento, producto alimenticio o ingrediente de un producto alimenticio.
Conservantes ejemplares incluyen pero no se limitan a un conser\)ante que
contenga lactato y/o diacetato, y mezclas de los mismos. Los conservantes de
lactato tipicos incluyen, pero no se limitan a sodio y lactato de pofasio. Los
conservantes de acetato tipicos incluyen, pero no se limitan a diacetato de sodio.
Los ejemplos de dicho primer conservante estan disponibles comercialmente bajo
los nombres comerciales Galaflow (un lactato de sodio), Optiform (un lactato de
sodio y la mezcla de diacetato de sodio), y Purasal (lactatos disponibles de Purac).
Estos conservantes se pueden usar en cualquier cantidad conocida por los expertos
en la técnica, tipicamente en una cantidad ensefiada por los proveedores’de dichos
productos. |

Como se usa en este documento, un segundo conservante se refiere a
cualquier conservante que contiene al menos una cepa de bacterias proddctoras de
bacteriocina y/o una composicién que comprende un fermentado que contiene una o
mas bacteriocinas. Ejemplos de segundos conservantes incluyen, pero no estan
limitados a al menos una especie de Carmobacterium; un fermentado que contiene
por lo menos un bacteriocina; un fermentado que contiene por lo menos un
bacteriocina producida por una especie de Carnobacterium; un fermentado derivado

de una especie de Camobacterium, uno o mas bacteriocinas parcial o totalmente

-8-
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purificadas; una o mas bacteriocinas purificadas parcial o totalmente producidas por
u obtenidas de una especie de Carnobacterium, y combinaciones de los mismos.

Como se usa en el presente documento, Camobacterium se refiere a
cualquier especie de Carnobacterium que produce una o mas bacteriocinas. La
bacteriocina se puede producir de forma natural o puede ser un producto de
modificacion genética. En formas de realizacién preferidas de la inyencién, la
especie Carnobacterium es Carnobacterium maltaromaticum. En algunas formas de
realizacion de la invencién, la especie maltaromaticum Carnobacterium es la CB1
aislada. En las realizaciones mas preferidas de la invencion, la especie
Carnobacterium maltaromaticum es CB1, depositada en la American Type Culture
Collection (10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20118 EE.UU.) el 9 de
julio de 2003, y recibié el nimero de acceso PTA-5313. En otro ejemplo de
realizacion, la presente invencién comprende un cultivo de la cepa bacteriana CB2.
CB2 se depositd en la American Type Culture Collection (10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 20118 EE.UU.) el 9 de julio de 2003, y recibi6 el
numero de acceso PTA-5314. En otro ejemplo de realizacion, la presente invencion
comprende una cepa del cultivo bacteriano CB3. La CB3 fue depositada en la
American Type Culture Collection (10801 University Boulevard, Mana;sas, Virginia
USA 20118) el 9 de Julio de 2003, y recibi6 el nimero de acceso PTA-5‘315.

Como se usa en la presente memoria, aditivo se refiere a uno o'mas aditivos
seleccionados de entre el grupo que consiste en agentes anti‘microbianos,
emulsionantes, agentes dispersantes, agentes secuestrantes,  un tercer
conservante, un acidulante, un antioxidante, y un complemento.

En otro ejemplo de realizacion, la presente invencion comprende el uso de un

primero y un segundo conservantes para el tratamiento de alimentos, para el

-9-
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tratamiento de bacterias descomponedoras en la comida, para el tratamiento de
bacterias patogenas en los alimentos, y/o establece un tiempo de almacenamiento
predecible de un alimento o producto alimenticio. Las cepas CB1, CB2, y/o CB3 se
pueden usar solas o en combinacién, pueden ser usadas con o sin sus respectivas
bacteriocinas; se pueden utilizar con o sin un fermentado que comprende sus
respectivas bacteriocinas; se pueden usar en combinacién con una o mas bacterias
productoras de bacteriocina, incluyendo pero no limitado a una bacteria acidolactica,
y/o se puede usar con una o mas bacteriocinas producidas a partir de una bacteria
diferente, y/o pueden ser utilizadas con o sin un fermentado, que comprenden una o
mas bacteriocinas producidas a partir de una bacteria diferente.

Otra forma de realizacién a modo de ejemplo de la presente invencién incluye
una mezcla de 1) un primer conservante, y 2) un segundo conservante que
comprende un Carnobacterium y su fermentado, dicho fermentado comprende al
menos una bacteriocina que impide efectivamente el crecimiento de Listeria
monocytogenes, donde la mezcla se afiade al producto alimenticio "pasta de carne"
antes de procesar.

Como se usa en este documento, agente anti-microbiano se refiere a uno o
mas de los agentes anti-microbianos que tienen actividad contra uno o més
microorganismos (por ejemplo, bacterias, hongos, levaduras). Por ejeﬁplo, agentes
anti-microbianos incluyen pero no se limitan a los benzoatos (por ejémplo, sodio,
potasio, y caicio); sorbatos (por ejemplo, sodio, potasio, y calcio); acetatos (por
ejemplo, sodio, potasio, y calcio); diacetatos (por ejemplo, sodio, potasio, y calcio);
lactatos (por ejemplo, sodio, potasio, y calcio); citratos (por ejemplo, sodio, potasio,
y calcio); propionatos (por ejemplo, sodio, potasio, y calcio); parabenos (por

ejemplo, metil y propil); 4 Hexilresorcinol; Arginato Laurico Etil Ester (LAE); Citricida;
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nisina, extracto de jugo de limén, extracto de pomelo, beta acidos de Itpulo;
polisorbato (monoestearato de sorbitan), lisozima (normalmente utilizado en la
produccién de queso, para evitar la produccion de gas por bacterias de la
putrefaccion); clorito, cloruro de cetilpiridinio; Lauril Sulfato; extracto de oli\}a, oxido
de zinc, acetato de zinc, sulfato de zinc, succinato disédico y Xtend .

Los agentes antimicrobianos preferidos son los benzoatos, sorbatos,
acetatos, lactatos, citratos, y propionatos. Ademas, los inventores han encontrado
que los benzoatos funcionan mejor en los alimentos acidos; que los sorbatos
funcionan mejor en los alimentos acidos y son eficaces contra los hongos y los
formadores de esporas; que el uso principal de los acetatos y diacetatos es contra la
Listeria, y que los lactatos reducen la actividad del agua, y por lo tanto retardan el
crecimiento de todos los microbios.

Como se emplea aqui, emulsionante se refiere a uno o mas emulsionantes o
agentes dispersantes, cuyo uso es bien conocido para los expertos en la técnica.
Ejemplos de emulsionantes incluyen, pero no se limitan a monoglicérido acetilado;
Oleato de aluminio; arabigo; glicanos de levadura de Baker; estearato de calcio,
acido cdlico; diacetil ésteres del acido tartarico de mono y diglicéridos; diglicéridos,
fosfato dipotasico, fosfato disédico, Duohydrate; monoglicérido destilado; Yema de
huevo; Mono vy diglicéridos etoxilados; acidos grasos; Estearato de Lacto gliceril;
monolaurato de glicerilo; lecitina hidroxilada; ésteres de acidos grasos de ‘glicerol y
propilenglicol lactilados, ésteres lactilicos de acidos grasos; lecitina; laurato de
magnesio; miristato de magnesio; oleato de magnesio; palmitato de magnesio;
estearato de magnesio; Celulosa microcristalina; mono y diglicéridos; monc;glicérido;
mostaza; polioxietileno (20) sorbitan; polioxietileno (20) monoestearato de: sorbitan,

polioxietileno (20) Triestearato de sorbitan; polioxil (40) estearato, oleato potasico;
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palmitato de potasio ; estearato de potasio; alginato de Propilenglicol; mono y
diésteres de propilen glicol; monoestearato de propilenglicol, aceite de colza,
Superglicerinato totalmente hidrogenado; sodio fosfato de aluminio, basico; caprato
sodico; caprilato de sodio; hipofosfito de sodio, laurato de sodio; sodio Lauril Sulfato;
miristato de sodio; oleato de sodio; palmitato de sodio, polifosfato de sodio,
estearato de sodio, estearoil lactilato de sodio; tetrametafosfato de sodio; Ester de
sorbitan, monoestearato de sorbitan; estearoil lactilato; Succistearin (estearoil
Propilenglicol hidrégeno succinato); glicerina sintético producido por hidrogendlisis
de hidratos de carbono, pirofosfato tetrasédico, fosfato trisddico, y cristales de
fosfato trisédico.

De los emulsionantes, polioxietileno (20) sorbitdn y monooleato de
polioxietileno (20) monoestearato de sorbitan se prefieren por su efecto sinérgico
con anti-microbianos; caprilato de sodio es un potente anti-microbiano, vpotente
potenciador de sabor, y se utiliza tipicamente en la produccién de queso; y lauril
sulfato de sodio es un potente antimicrobiano utilizado normalmente en pasta dental
y los cosméticos.

Como se usa aqui por secuestrantes se refiere a uno o mas agentes
secuestrantes o quelantes, el uso de los cuales es bien conocido para los expertos
en la técnica. Los agentes secuestrantes ejemplificados incluyen pero no se limitan
a acetato de calcio, citrato de calcio; Diacetato de caicio; Gluconato de Calcio,
Fosfato dipotasico; disédico de calcio EDTA, EDTA disédico dihidrégeno; EDTA;
citrato de monoglicérido; Citrato de monoisopropilo; Fosfato monopotasico;, Fosfato
monosaodico; Citrato de Potasio, monohidrato; Pirofosfato acido de sodio, carbonato
de sodio, citrato de sodio, diacetato de sodio, hexametafosfato de sodio, polifosfato

de sodio, tartrato sédico potasico, tartrato de sodio; tetrametafosfato sodio, tiosulfato
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|
de sodio, tripolifosfato de sodio, acido tanico, taninos, pirofosfato tetrasédico, citrato

de trietilo, citrato tripotasico; y citrato trisodico.

De los secuestrantes, el Gluconato de Calcio forma acido glucénico y es un
potente anti-microbial - usado tipicamente en productos salami; el cérbonato de
sodio también se puede utilizar como un lava carcasas debido a su pH alcalino.

Como conservantes utilizados en este documento se refiere a uno o mas
agentes conservantes, el uso de los cuales es bien conocido para los expertos en la
técnica. Ejemplos de conservantes incluyen pero no se limitan a: acido acetico;
acidulantes; alumbre; palmitato de ascorbilo, acido benzoico; ascorbato de calcio;
Diacetato de calcio; propionato de calcio, sorbato de calcio, acido deshidroacético
(DHA), acido eritorbico, 4cido acético glacial; heptil paraben; 4cido lactico, vinagre
de malta; natamicina, bisulfito de potasio, metabisulfito de potasio, nitrato de
potasio, sorbato de potasio, acido propionico, sal, pirofosfato acido de sodio,
benzoato de sodio, bisuifito de sodio, diacetato de sodio, metabisulfito de sodio,
nitrato de sodio, nitrito de sodio, silicato de sodio; sorbato de sodio, acido sérbico,
cloruro de estafio, y diéxido de azufre.

Como es usado en este documento, acidulante se refiere a uno o mas
agentes acidulantes, el uso de los cuales es bien conocido para los expértos en la
técnica. Los acidulantes ejemplares incluyen pero no se limitan a: acido acético,
acido adipico, fosfato de calcio, acido citrico; maiz Vinagre Azucar; crema de tartaro,
acido fumarico, acido acético glacial, acido glucénico; glucono-delta-lactoha; vinagre
de grano; acido clorhidrico , acido lactico, acido malico, vinagre de malta; fosfato
monocalcico, fosfato monosoédico, acido fosférico, diacetato de sodio, Malato de
sodio hidrégeno, vinagre de alcohol, acido succinico, anhidrido succinico, acido

sulfurico, acido tartarico, y Vinagre.
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De los acidulantes, todos son también anti-microbianos, pero la mayoria no
se utilizan normalmente en carnes. Las sales de sodio se utilizan tipicarhente en
aplicaciones de carne.

Como se utiliza en este documento antioxidante se refiere a uno o mas
agentes antioxidantes, el uso de los cuales es bien conocido para los expertos en la
técnica. Antioxidantes ejemplares incluyen pero no se limitan a: acido ascérbico:
palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT);
ascorbato de calcio, acido citrico; tiodipropionato de dilaurilo (DLTDP); galato de
dodecilo, acido eritérbico; etoxiquina;
Acido fumarico, acido gluconico, 4-hidroximetil-2,6-di-terc-butilfenol; Citrato de
isopropilo;  limoneno; citrato de monoglicérido; nitrato, nitrito, acido
nordihidroguaiarético (NDGA), acido fosférico; bisulfito de potasio; metabisulfito de
potasio, galato de propilo; El ascorbato de sodio, carbonato de sodio, eritorbato de
sodio, metabisulfito de sodio, tiosulfato de sodio, cloruro de estafo, citrato de
estearilo; terbutilhidroquinona (TBHQ); THBP, &cido tiodipropidnico, toqoferol, y
trihidroxibutirofenona (THBP). |

De los antioxidantes, el nitrato y el nitrito son eficaces contra Clostridium, y
trabajan sinérgicamente con acetatos y diacetatos; el carbonato de sodio pyede ser
usado como un corrosivo de lavar debido a su alcalinidad.

Como se utiliza en este documento complemento se refiere a uno o mas
agentes adicionales y opcionales, el uso de los cuales es bien conocido por los
expertos en la técnica, por ejemplo, un posible efecto sinérgico con antimicrobianos.
Complementos ejemplares incluyen pero no se limitan a: extracto de romero,

extracto de especias, té verde / té extractivos; polifenoles, humo y humo extractivos:

quillay, y extracto de raiz de rabano.
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Como se usa en este documento, cantidad eficaz se refiere a cualquier dosis
o cantidad adecuada para inhibir bacterias, preferiblemente de la especie Listeria,
mas preferiblemente Listeria monocytogenes. Esta cantidad puede ser
bacteriostatica o bactericida. Un experto en la técnica reconocera faciimente o
determinara facilmente una cantidad eficaz. Para el segundo conservante, loé
inventores han encontrado que una cantidad de 10%, o menos, de unidade§
formadoras de colonias ("ufc") por gramo o por cm? no es normalmente suficientg
para competir con la poblacién microbiana accidental existente. Los inventores han
encontrado que 10 veces mas de la microflora inicial base, tipicamente de
aproximadamente 10° ufc por gramo o por cm? o mayor, es suficiente para superar
el crecimiento de la poblacion bacteriana accidental existente (por ejemplo, la
microflora fondo). Un experto en la técnica reconocera que la cantidad de bacterias
adventicias en un producto alimenticio es variable. De acuerdo con la presente
invencién, la cantidad de la composicion debe ser de aproximadamente diez veces o
mas mayor que la cantidad de bacterias adventicias.

Una cantidad efectiva de un segundo conservante se refiere a una cantidad
suficiente para ser bacteriostatico o bactericida. Un experto en la técnica reconocefé
que la cantidad o la concentracion puede variar con el tipo de comida y el momen;[o
en que se aplica a los alimentos, entre otras consideraciones. Por ejemplo, Ids

|
inventores han encontrado que hasta aproximadamente 10% en peso se pueQe
afiadir a los ingredientes pre-procesados, por ejemplo, a una pasta alimentaria. Ppr
ejemplo, un intervalo de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 5% en peso
se ha encontrado efectivo como conservante sin afectar indebidamente otras

caracteristicas de los alimentos, tales como el sabor.
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Un experto en la técnica también reconocera que la concentraciéon de cada
conservante individual no necesita ser bacteriostatico o bactericida. De acuerdo con
la presente invencion, la mezcla o el efecto combinado de los dos conservantes
deberia ser suficiente para inhibir una bacteria tal como Listeria. La cantidad
bacteriostatica o efectivamente 6ptima bacteriocida a ser utilizada dependera de la
composicion del producto alimenticio particular a tratar y el método utilizado para
aplicar la composicién a la superficie del alimento, pero puede ser determinada por
experimentacion simple.

Una forma de realizacion de la presente invencion comprende intervalos de
concentracion de la mezcla antes del procesamiento adecuado para especies
inhibidoras de Listeria, en particular Listeria monocytogenes. Esta cantidad puede
ser bacteriostatica o bactericida. Los rangos pueden diferir basados en la
combinacién de mezclas, es decir, CB1 y fermentado, CB1, otra bacteriocina, y
fermentado, etc. Un experto en la técnica reconocera facilmente o podra faciimente
determinar una cantidad efectiva.

Como se usa en este documento, fermentado, se refiere al uso de un
producto de fermentacion de uno o mas cultivos bacterianos naturales, |
pasteurizados homélogamente o fermentado no pasteurizado, pasteurizado
heterélogo o fermentado no pasteurizado o combinaciones de los mismos. Los
cultivos bacterianos naturales de la presente invencién se han descrito
anteriormente. Un fermentado homologo se refiere al sobrenadante de cultivo de uﬁ
solo cultivo bacteriano preparado de acuerdo con técnicas de preparacién esténdaf.
Un fermentado heterélogo se refiere al sobrenadante de cultivo derivado dé
diferentes cultivos bacterianos preparados de acuerdo con técnicas de preparaciévn

estandar. El fermentado homdlogo o heterélogo puede ser i) pasteurizado o no
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pasteurizado; ii) liofilizado, o iii) secado de otra forma. Dos o mas cultivos
bacterianos se pueden mezclar o afadir por separado. Dos o0 mas fermentados se
pueden mezclar o afadir por separado. Un cultivo bacteriano combinado con uno o
varios fermentos puede ser mezclado, o anadido secuencialmente. El fermentado
también incluye uno o mas ingredientes activos parcial o totalmente purificados
producidos por una bacteria, por ejemplo, bacteriocinas.

Como se usa en este documento, bacteriocina se utiliza en su definicion
convencional, refiriéndose tipicamente a una o mas sustancias producidas por una
primera bacteria y efectiva contra una o mas bacterias secundarias. Las
bacteriocinas, las cuales son péptidos antibacterianos y proteinas producidas por
bacterias como las LAB como subproductos normales de su metabolismo, son
preservantes naturales potencialmente muy atractivos. Muchas LAB son bacterias

industrialmente importantes y bien conocidas, que incluyen Streptococcus

thermophilus y especies de Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillusy .

Carnobacteriu. Estas se han utilizado para la produccion de alimentos fermentados
consumidos de forma segura durante miles de afnos. Debido a que han alcanzadb
un estatus de microorganismos "seguros", son una fuente particularmente adecuéda
de antimicrobianos naturales, tales como bacteriocinas, y para uso en alimentos.‘s

Las bacteriocinas pueden tener un espectro amplio o estrecho de act,ividad
antibacteriana, y no son letales para las células que las producen. Las bacterias se
protegen de los efectos letales de sus bacteriocinas por la producciéon de proteinas
inmunitarias.

Un aspecto importante de la presente invencién comprende el‘,v'vuso de el
fermentado bacteriano en la preparacion, la conservacién, y el tratamiento de un

alimento, preferiblemente un alimento procesado. De acuerdo con las ensefianzas

-17 -



10

15

20

de la presente invencién, las bacteriocinas producidas por cepas CB1, CB2, o CB3
parecen actuar favorablemente (posiblemente de forma sinérgica) paré proporcionar
una mayor proteccion y efectividad que el uso de las bacteriocinas individuales por
si solas.

Los conservantes antimicrobianos de la presente invencién se pueden usar
en conexion con cualquier producto alimenticio que es susceptible a la degradacion
microbiana, o en cualquier etapa de procesamiento que se traduce eniun producto
alimenticio o alimento.

"Alimento”, "producto alimenticio”, “ingrediente(s)", "pasta", "“fresco", y
"procesado” estan destinados a ser utilizados en su significado ordinario tal como es
conocido por los expertos en la técnica.

Los conservantes de la presente invencion pueden ser aﬁadidos“, solos o en
combinacion, en serie o de forma secuencial, en cualquier receta, ingrediente o
ingredientes alimenticios, o sustancia alimenticia para el que se desee la inhibicién
del deterioro de alimentos y/o de los patdgenos en los alimentos, "incluyendo
alimentos crudos y alimentos parcial o totalmente elaborados, Curados o}
fermentados antes de la adicion de los conservantes de la presente invencién.

Por ejemplo, los conservantes pueden ser afadidos a sustancias alimenticias
comestibles sin procesar que incluyen verduras crudas, como lechuga, repollo o
zanahorias, carne de res, pescado, mariscos y otros alimentos crudos; una
sustancia alimenticia procesada no fermentada que incluye productos carnicos
como perros calientes o salchichas, mortadela y otros embutidos; una. sustancia
alimenticia fermentada procesada como salchicha o chucrut: o una sustancia

alimenticia procesada como jamén curado. La sustancia alimenticia puede ser
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también un alimento a base de leche o a base de crema, tal como helado o
requeson.

El uso del término "superficie de los alimentos" se define para incluir c‘yalquier
y todas las superficies internas o externas del producto alimenticio que son tratadas.
Una composicion de acuerdo con la presente invencion se utiliza mas facilmente
aplicandola en la superficie exterior de un producto alimenticio mezclado, tal como
un perro caliente o salchichas tipo Bolonia, o de un alimento sélido, tal como un
pedazo de carne asada, a fin de minimizar la pérdida de la actividad en Ia fase grasa
de la comida. Una composiciéon puede, alternativamente, estar incluida en la
emulsion o en ingredientes crudos de un alimento, tales como pastas, adifivos o
salsas, o al interior de productos soélidos, tales como jamones, por pulverizacion,
inyeccion, o volteo. En auln otras realizaciones, la composicién se puede aplicar
como un adobo, apanado, condimento frotado, glaseado, mezcla colorante, y
similares, siendo criterios clave que la composicién antimicrobiana esté disponible a
la superficie sujeta a degradacion bacteriana.

Una composicién puede ser ubicada indirectamente en contacto con la
superficie del alimento mediante la aplicacion de la composicién a materiales de
empacado de alimentos o envolturas y entonces aplicando el empaque a la
superficie de los alimentos.

Los conservantes pueden afadirse a la sustancia alimenticia medfante
cualquier método adecuado, como por ejemplo, mediante la agitacién o mezcla,
pulverizando o nebulizando una suspensién de la bacteria y un vehiculo adecuado
sobre la superficie de la comida, y similares. Por ejemplo, los conservantes puéden
incorporarse en una pasta que contiene la emulsién y una mezcla de carne, ahtes

de su ulterior procesamiento, tales como relleno y/o coccién.
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Se pretende que la invencion no debe limitarse a un tipo de alimento, Ia etapa
de procesamiento de los alimentos o sus ingredientes, o al método © momento de
aplicacion de los conservantes.

En la presente memoria, los productos carnicos frescos se refieren a la carne
cruda o no cocida (almacenados en condiciones de refrigeracion) que puede o no
contener mezclas de especias adicionales, e incluyen carne integral o de tierra. Los
productos carnicos procesados se refieren a las carnes que han sido i) formuladas y
preparadas, i) curadas, o iii) sin curar para producir un producto comercializable.

Como se usa en este documento, el tiempo de almacenamiento predicho se
refiere a la capacidad de controlar la putrefaccion durante un periodo discreto,
momento en el que el deterioro se hace evidente. Por ejemplo, las bacterias se
pueden aplicar a un producto alimenticio para alcanzar una vida de alrﬁacenamiento
de aproximadamente 10 semanas o méas, momento en el que el deterioro puede ser
detectable. Dentro del periodo de almacenamiento de 10 semanas, la composicién
de la presente invencion controla el deterioro por una o mas de las siguientes
maneras: i) mediante la aplicacién de bacterias con un tiempo determinado al
deterioro; ii) mediante la aplicacion de bacterias que producen una o ﬁés proteinas
0 bacteriocinas que matan o controlan bacterias de descomposicion, o iii) por
combinaciones de las mismas.

Esta invencion ensefia que mediante la combinacién de tratamientos, incluso
con un nivel reducido de NalL/NaAc habitualmente de uso comercial, existe una
mayor inhibicion de Listeria en comparacion con cualquiera de Ibs meétodos
empleados solos. |

Por ejemplo, los inventores han encontrado que para una masa de alimentos,

un segundo conservante que comprende una preparacion seca de una especie de
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Camobacterium y su fermentado seco tiene ciertos beneficios en la produccion de

un producto alimenticio. Véase el Ejemplo 5.

VI. Ejemplos
Ejemplo 1.

Se inici6 un experimento en el que un segundo conservante que
comprende una preparacion congelada seca de CB1 y su fermentado seco fue
comparado con otras tecnologias para la inhibitocion de Listeria monocytogenes en
salchichas de Frankfurt envasadas al vacio.

[0001] El objetivo de este estudio fue comparar la eficacia del segundo
conservante con lactato Na (Galaflow 4,8% conc. final), Mezcla NaL / NaAc
(Optiform 3,0% conc. final) y Alta 2341 (Kerry 3,0% conc. final). Sobre la base de
esta formulacion de la salchicha de Frankfurt, el segundo conservante al parécer
tuvo una actividad similar a la de Galaflow y superé la de Optiform y Alta™ 2341

En el nivel de uso de NaL (Galaflow) se espera que la calidad sensorial
de las salchichas de Frankfurt se vea afectada. Ver datos adjuntos. La formulaci‘én
de las salchichas se bas6 en productos fabricados en Canada. Los resultados “se

muestran graficamente en las Figuras 1-3.

Ejemplo 2.

Debido a que el segundo conservante esta aprobado para su uso en los Estados
Unidos los estudios fueron modificados y repetidos con una formulacion de la.
salchicha de Frankfurt que representa un producto de EE.UU.. Al mismo tiempo, -

también pusimos a prueba la eficacia de la mitad del nivel de NalL/NaAc.
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Debido a que Nal/NaAc es la nhorma como conservante para salch“‘ichas de
Frankfurt producidas en los EE.UU., se decidié6 comparar su eficacia a un nivel
utilizado comercialmente de 2.0% de lactato y 0,1% de diacetato de Na y a la mitad
de esos mismos niveles. |

Se inicié un experimento en el que se llevaron a cabo tres réplicas del estudio
con el producto obtenido en la planta piloto de Griffith Laboratories en Toronto
Ontario Canada.

Se inoculd superficialmente un coctel de cuatro serotipos de L.
monocytogenes y, cuando fue requerido por el disefio experimental, un nivel del
segundo conservante identificado como 3 UA (unidades arbitrarias) que es de 4,269
del segundo conservante por cada 100 ml de agua estéril.

El inoculado y el producto control fueron envasados al vacio, almacenados a
4°C y se tomaron muestras por medio de técnicas de enumeracion bacteriana de
enriquecimiento y de deteccidén en la norma durante un periodo de tiempo de un
minimo de 71 dias.

Para el desafio en estudio, dos salchichas fueron ubicadas asépticamente en
bolsas de pelicula de barrera de alto oxigeno (Unipac, Edmonton).

El coctel de Listeria consistié en una cepa compatible de cada uno dé los
siguientes serotipos: 1/2a. 1/2b, 3a y 4b se prepararon mediante subcultivo de f;ada
una de las cepas en dos ocasiones, a 37°C a partir de cultivos stock congelados en
TSBYE (caldo de soya triptona Difco con 6% de extracto de levadura) y 1 ml de
cada cepa de Listeria se colocé en un tubo Falcon estéril de 15 ml, mezclados
vigorosamente en un vortex y centrifugados a 5.000 X g durante 15 min.“‘ El
sobrenadante se deseché y las células se resuspendieron en 4 ml de soluciéh al

0,85% de solucién salina estéril y se diluyé con 0,85% salina a aproximadamente
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10° cfu de las cepas de Listeria por ml. Se inocularon dos volimenes de 50 pl a
cada lado de las salchichas de Frankfurt y fueron masajeadas enérgicarﬁente las
salchichas de Frankfurt en el empaque a mano durante 15 s.

Los tratamientos inoculados con el segundo conservante se preparéron por
disolucion de 4,26 g por 100 ml (3 UA) de agua estéril atemperada a 4°C y 0.132 pl
de la segunda suspension conservante se afadi6 a cada lado de las salchichas de
Frankfurt y fueron masajeadas vigorosamente. Las salchichas inoculadas se
empacaron al vacio sin demora y se almacenaron a 4°C. |

Las muestras fueron retiradas del almacenamiento a intervalos de muestreo
especificados y probados por carga bacteriana total (APT), recuentos de Listeria
(PALCAM) y Carnobacteria (CTSI) por diluciones en superficie de placas de 100 mi
de 0,1% de peptona estéril estéril afiadida a cada uno de 3 empaques después de la
mezcla de contenido del paquete.

Si el recuento de L. monocytogenes fuese indetectable en PALCAM,
entonces, en el siguiente periodo de muestreo, se inoculara un ml de la muestré’ en
9 ml de UVM Caldo de enriquecimiento Modificado de Listeria. Los tubos inoculados
se colocaron a 37°C y se sembraron en agar PALCAM para detectar los
sobrevivientes de Listeria spp. después de 24 y 48 h.

Los resultados se muestran graficamente en la Figura 4.

Ejemplo 3.
Con estas combinaciones, un coctel de aprox. 80.000 ufc/envase de L.
monocytogenes aplicado a la superficie de las salchichas de Frankfurt fue reducido

a un nivel excepcional en comparacién con cualquiera de los tratamientos
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individuales, poco después de la fabricacion y hasta 70 dias de almacenamiento a 'L\[

4°C. Los resultados se muestran en la Figura 4.

Ejemplo 4.

Los experimentos en los ejemplos 1-3 fueron tan exitosos en el trétamiento de
Listeria con los conservantes combinados de la presente invencion. que no fue
posible detectar Listeria por las técnicas microbiolégicas estandar de plaqueo. Por lo
tanto, en este ejemplo se afiadié una etapa de enriquecimiento para determinar si
cualquier Listeria estaba presente. La tabla 1 muestra que incfuso con el
enriquecimiento, un nimero estadisticamente significativo de muestras de ensayo
no contenia celulas de Listeria detectables. La tabla también muestra' que no se
encontraron niveles detectables de Listeria durante 71 dias, un periodo que excede

la vida atil de muchos productos alimenticios.
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TABLA 1

Tecnologia Competitiva #1 — 1/2 Lactato — Diacetato (Datos de Enriquecimiento)

Dias

Treatment

14

21

35

50

56

7

Control

Negativo

Control

Listeria

Listeria +
Micocin I

(3AU)

Listeria +
Lactato-
Diacetato

(Completo)

Listeria +
Lactato-
Diacetato

(Mitad)

Listeria +
Lactato-
Diacetato

(completo) +

na (na

na
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15

Milcocin I

(3AU)

Listeria +
Lactato-

Diacetato ‘;
(mitad) +
Micocin Il

(3AU)

Ejemplo 5.

La combinaciéon de dos conservante de la presente invencion también fue
ensayada mediante su adicion a un batido de carne, que fue proéesado en una
formulacion de la salchicha de Frankfurt. En los resultados experimentales ilustrados
en la Figura 5, Listeria sola, una mezcla de Carnobacterium célular/fermentado sola,
y Optiform solo se compararon con composiciones que contenian una cantidad
constante de Optiform mezclado con diversas concentraciones de la mezcla
célula/fermentado.

Todos los experimentos que incluyeron la combinacion \vde los dos
conservantes produjo reducciones estadisticamente significativas | en el nivel
detectado de Listeria en comparacién con ausencia de conservante o‘\cada uno de
los conservantes solos. En la Figura 5, A corresponde a 0,05% de
células/fermentado y Optiform; B corresponde a 0,1% de células/fermentado y

Optiform; C corresponde a 0,5% de células/fermentado y Optiform; D corresponde a

1% de células/fermentado y Optiform; y E corresponde a 5% de células/fermentado
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y Optiform. Como se sefialé anteriormente, se utilizé la misma cantidad de Optiform 4\

en cada uno de los experimentos.
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Reivindicaciones:

Se reivindica:

1. Una composicion que comprende un primer conservante; él menos un
segundo conservante, donde dicho segundo conservante comprende una cantidad
efectiva de Carnobacterium maltaromaticum como el depositado en la ATCC con el
N° de acceso PTA-5313, PTA-5314, PTA-5315, y/o un fermentado que contiene al

menos una bacteriocina producida por Carmobacterium, y al menos un aditivo.

2. La composicién de la reivindicacién 1 donde el aditivo se selecciona
del grupo que consiste de un agente anti-microbiano; un emulsificante; un
secuestrante; un tercer conservante; un acidulante; un anti-oxidante, y un

complemento.

3. La composicién de la reivindicacién 1 donde dicho primer conservante
es un conservante seleccionado del grupo que consiste de lactato, diacetato, y

combinaciones de los mismos.

4. La composicion de la reivindicacion donde el agente antimicrobiano se
selecciona del grupo que consiste de benzoatos, sorbatos, acetatos, lactatos,

citratos, y propionatos.

5. Una composicion que comprende un primero y un segundo
conservante, donde dicho segundo conservante comprende una cantidad efectiva
de Carnobacterium maltaromaticum como el depositado en la ATCC con el N° de

acceso PTA-5313, PTA-5314, PTA-5315, y/o un fermentado que contiene por lo
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menos una bacteriocina producida por el Carnobacterium; un agente anti-
microbiano; un emulsionante; un secuestrante; un tercer conservante; un acidulante;

un anti-oxidante, y un complemento.

6. Un meétodo de preparacion de un alimento que comprende poner en
contacto una alimento con una cantidad efectiva de un primero y uh segundo
conservante, donde dicho segundo conservante comprende una cantidad efectiva
de una composicidon seleccionada del grupo que consiste de Camobacterium
maltaromaticum como el depositado en la ATCC con los nimeros PTA-5313, PTA-
5314, PTA-5315, y/lo un fermentado que contiene al menos una bacteriocina
producida por el Carnobacterium, y al menos un aditivo seleccionado del grupo que
consiste de un agente anti-microbiano; un emulsionante; un secuestrante; un tercer

conservante; un acidulante; un anti-oxidante, y un complemento.

t

7. El método de la reivindicacién 6 donde dicho primer consejrvante es un
conservante seleccionado del grupo que consiste de lactato, diacetato, y

combinaciones de los mismos.

8. El método de la reivindicacion 6 donde el agente antimicrobiano se
selecciona del grupo que consiste de benzoatos, sorbatos, acetatos, lactatos,

citratos, y propionatos.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién incluye composiciones y métodos para el tratarﬁiento
de Listeria en alimentos. Las composiciones y métodos incluyen al menos un primer
conservante; al menos un segundo conservante seleccionado del grupo que
consiste de una especie Carnobacterium, Carnobacterium maltaromaticum, un
fermentado, conteniendo al menos una bacteriocina, y combinaciones de los

mismos, y un complemento.
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