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Resumen

Las melanoidinas, productos resultantes de la reaccion de Maillard, pueden presentar
propiedades interesantes para la industria alimentaria, por ello este trabajo se centra en
el estudio de su potencial antimicrobiano. Para este estudio se utilizd la técnica de
microdilucién en caldo mediante el cual se pusieron en contacto 8 microorganismos
patdgenos y 3 alterantes con las melanoidinas y posteriormente se realiz6 el recuento
en placas de agar y el seguimiento del crecimiento en un espectrofotobmetro de placas.
Los resultados mostraron que las melanoidinas tienen distinto efecto para cada bacteria,
obteniéndose un efecto bactericida total en 4 de las 11 bacterias analizadas. Por tanto,
las melanoidinas obtenidas a partir de subproductos de la industria panadera, presentan
un importante potencial para la industria alimentaria pudiendo ayudar a mejorar la
seguridad alimentaria de los productos alimentarios.

Abstract

The melanoidins, products resulting from the Maillard reaction, can present interesting
properties for the food industry, so this work focuses on the study of its antimicrobial
potential. For this study, the broth microdilution technique was used, whereby 8
pathogenic and 3 altering microorganisms were contacted with the melanoidins and
subsequently the count was carried out on agar plates and the growth monitoring was
carried out in a plate spectrophotometer. The results showed that the melanoidins have
different effect for each bacterium, obtaining a total bactericidal effect in 4 of the 11
bacteria analyzed. Therefore, the melanoidins obtained from subproducts of the baking
industry, present an important potential for the food industry and can help to improve the
food safety of food products.

Introduccion

En la industria alimentaria existe una gran variedad de aditivos alimentarios, que son
las sustancias que se afiaden a los alimentos para mantener o mejorar su inocuidad,
sabor, frescura, textura o aspecto. Estas sustancias se pueden obtener de forma natural
(de plantas, animales o minerales) o producirse sintéticamente, pero su empleo solo
esta justificado si responde a una necesidad tecnoldgica definida y no induce a error al
consumidor. Para su empleo, tienen que ser evaluados por distintos organismos (OMS
y FAO) que comprueben la inocuidad de estos y den el visto bueno para la utilizacion
de aquellos que no presentan riesgos sanitarios apreciables para los consumidores,
ademas de determinar las dosis especificas de empleo y los alimentos concretos sobre
los que se pueden emplear. El problema de estos aditivos para la salud viene cuando
se ingieren en cantidades superiores a las recomendadas, lo que se ve favorecido hoy
en dia por la gran cantidad de productos procesados que los contienen [1].




Esto ha supuesto un nuevo reto para la industria alimentaria, que esta buscando
alternativas naturales que cumplan las mismas funciones y no aporten efectos negativos
para la salud. De entre todas las sustancias que se estan estudiando para mejorar esta
situacion, encontramos las melanoidinas, que son unos compuestos poliméricos largos
producidos en la reaccion de Maillard por medio de la combinacion de un grupo aldehido
o cetona de azUcares reductores y los grupos amino de aminoéacidos o proteinas cuando
son sometidos a altas temperaturas. Las melanoidinas se forman en el paso final de
esta reaccion de pardeamiento no oxidativo, y dan lugar a aromas, sabores y
coloraciones agradables en algunos alimentos como es el pan, en concreto en la corteza
de este, que es la capa mas externa y la que esta sometida a mayores temperaturas [2].
En este caso, se han obtenido de la corteza de pan, con el fin de estudiar si tienen
funcion tecnolégica como conservante.

El empleo de este tipo de productos que no contienen aditivos artificiales o apuestan por
ingredientes lo mas naturales posibles es denominado “clean label”. Esta apuesta
busca una alternativa natural a conservantes artificiales como sorbatos, sulfitos, y/o
nitratos y nitritos, como podria ser el caso de las melanoidinas, si presentaran capacidad
para eliminar los microorganismos alterantes y patégenos que deterioran los productos
y afectan a su seguridad alimentaria. Estudios anteriores han mostrado como otros
ingredientes naturales han conseguido ya este efecto, por ejemplo, algunas moléculas
proteicas como la lactoferrina (proteina de la leche), lisozima o lactoperoxidasa
(enzimas) o distintos tipos de péptidos mas pequefios. La principal causa por la cual no
se emplean estas sustancias es su coste, ya que no son faciles de obtener, por lo que
hay que buscar fuentes de materia prima baratas. También se han empleado algun tipo
de acidos organicos o aceites esenciales para este fin [3].

Existe una gran cantidad de microorganismos alterantes y patégenos que influyen en la
calidad y seguridad de los alimentos. Las bacterias utilizadas para el experimento han
sido escogidas por ser una representacion de aquellas bacterias que mas problemas o
incidentes causan en la industria alimentaria por estar asociadas a los alimentos:

-Bacillus _cereus: este microorganismo es uno de los mas problematicos en los
alimentos, ya que se trata de una bacteria presente en el suelo y la vegetacion capaz
de formar esporas. Estas son peligrosas porque son capaces de resistir a tratamientos
térmicos de uso habitual, siendo capaces de germinar, multiplicarse y producir toxinas.
Si estas bacterias consiguen colonizar el intestino humano producen una enterotoxina
diarreica que provoca diarreas acuosas y dolores abdominales (toxiinfeccion
alimentaria), pero si la bacteria consigue desarrollarse en el alimento, produce una
toxina emética termoestable que al ingerirla provoca vémitos (intoxicacién alimentaria).
Este segundo caso se da cuando un alimento que contiene esporas de B. cereus no ha
sido enfriado rapidamente tras el tratamiento térmico, y por tanto, han germinado y
producido la toxina en el alimento. El sindrome diarreico es més facilmente transmitido
por cepas que se encuentran en alimentos de origen vegetal o carnico, y el sindrome
emético por cepas que se encuentran en alimentos ricos en almidén, como arroz o pasta

[4].

-Pseudomonas putida: es un patégeno oportunista que puede ser aislado tanto en el
suelo como en el agua. Su trasmision se da principalmente por via parenteral, sobre
todo en el &mbito doméstico, y produce una infeccion nosohusial [5].




-Lactobacillus brevis: la presencia de esta bacteria en un alimento, a diferencia del resto,
muchas veces es beneficiosa, como es el caso de los productos fermentados, ya que
es la encargada de aportar muchas de sus caracteristicas especificas por medio de la
fermentacion acido-lactica. Ademas, su presencia en algunos alimentos mejora sus
propiedades para la salud, ya que mejora la funcion inmunitaria en el organismo humano
actuando como probidtico, es decir, regulando el equilibrio de la microbiota intestinal
normal. En cambio, en otros alimentos su presencia es negativa, sobre todo en
productos frescos o productos que no son sometidos a fermentacion, ya que la
formacion de acido lactico les aporta sabores no deseados [4].

-Leuconostoc mesenteroides: estd ampliamente diseminado en el entorno natural, sobre
todo en frutas y verduras, y es responsable de la fermentacién de algunos productos
elaborados con estas materias primas. Su poder alterante radica en la formacion de
polisacéridos viscosos (limo) que causan pérdidas de producto [7].

-Weissella viridescens: es una de las principales bacterias &cido lacticas (BAL)
asociadas al deterioro de la morcilla de Burgos y de otros productos carnicos cocidos

[8].

-Salmonella spp.: estas bacterias producen gastroenteritis de origen alimentario, y se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (agua, suelo o vegetales), siendo
el intestino de los hombres y los animales su principal reservorio. La Unica descrita como
patdgena humana es la Salmonella enterica subsp. enterica, habiendo dentro de este
género mas de 200 serotipos. Dentro de estos serotipos podemos encontrar 2 que solo
afectan alos humanos, que sonla S. Typhiyla S. Paratyphi, que provocan fiebre tifoidea
o paratifoidea respectivamente. Pero la mayoria de los serotipos son ubiquitarios y
producen toxiinfecciones alimentarias y gastroenteritis. Normalmente Salmonella esta
asociada al consumo de huevos crudos, que se pueden contaminar facilmente por
contaminacién externa, por infeccion del ovario y el oviducto o por manipulacion
incorrecta del alimento [9].

-Escherichia coli: se trata de una bacteria coliforme fecal, indicador de contaminacién
fecal, y por lo tanto de posible presencia de otros patégenos entéricos. No todos sus
serotipos son patégenos, ya que por ejemplo un 80 % de nuestra microbiota intestinal
aerobia estd constituida por esta especie. Aquellas cepas de E. coli que son
enteropatdégenas se pueden clasificar en 4 grupos:

o Enterotoxigénica (ETEC): Producen una toxiinfeccion por la secrecion de dos
tipos de toxinas que hacen que el enterocito produzca una hipersecrecién de
agua y sales minerales. Provoca diarreas, dolor abdominal o vomitos.

e Enteroinvasiva (EIEC): También produce una toxiinfeccion, pero en este caso
las bacterias colonizan el enterocito y lo destruyen. Sus sintomas son mas
graves, como diarreas sanguinolentas.

e Enteropatégena (EPEC): En este caso, la toxiinfeccion viene causada por la
destruccién de las microvellosidades intestinales, que provoca la aparicion de
diarreas con moco.

e Enterohemorragica (EHEC): Esta es la toxiinfeccion mas peligrosa, ya que
puede llegar a producir colitis hemorrdgica, sindrome urémico-hemolitico o
purpura trombdtica trombocitopénica. Su causante es la Verotoxina [9].




-Enterococcus faecalis: esta bacteria esta presente en restos fecales, y su presencia en
el alimento indica su contaminacién de origen fecal. En general, su actividad patégena
viene dada por su capacidad de provocar distintas infecciones. [4].

-Staphylococcus _aureus: los efectos negativos de esta bacteria se producen por
intoxicacion alimentaria, ya que su accién se da por la ingestion directa de la toxina
producida en el alimento. Estas bacterias habitan en las mucosas y piel humanas, por
lo que la contaminacién de los alimentos es muy sencilla. Los alimentos en los que se
desarrolla son aquellos con baja aw como el jamén o los embutidos, o la crema de
pasteles. Sus efectos son vomitos y diarreas [9].

-Listeria_monocytogenes: se trata de un microorganismo ubicuo (suelo y agua),
pudiendo ser el ser humano o los animales portadores asintométicos. La listeriosis se
produce por la entrada de esta bacteria a las células, pero la verdadera causa de su
patogenicidad es que son capaces de pasar de una célula a otra formando vacuolas de
doble membrana, por lo que los anticuerpos no pueden eliminarlas. Sus efectos van
desde fiebre, dolores abdominales y calambres, hasta bacteriemia, septicemia y
meningitis [9].

-Clostridium perfringens: especie bacteriana capaz de formar esporas, por lo que son
bastante dificiles de eliminar. Su poder patégeno reside en que algunas cepas producen
toxinas. Estas se producen en el intestino por ingestion de alimentos con elevada
cantidad de formas vegetativas, aunque los Unicos toxinotipos patégenos para el ser
humano son el A, el C y el D. Los sintomas pueden ir desde diarreas y dolores
abdominales agudos, hasta enteritis necrética. Este microorganismo se encuentra muy
distribuido en la naturaleza, pero en los alimentos se suele encontrar en aquellos ricos
en proteinas [9].

Obijectives

- Study the antimicrobial effect of melanoidins in different spoilage and pathogenic

bacteria commonly found food products.
- Study the microbiological status of melanoidins.

- Study the Minimal Inhibitory Concentration "in vitro".




Material y métodos
e Melanoidinas

Para la obtencion de estos compuestos ha sido necesario contar con la ayuda del area
de bioguimica y biologia molecular, ya que han sido el grupo encargado de realizar el
proceso de extraccion. Para ello han partido de barras de pan comldn de propia
elaboracion, de las cuales han extraido su corteza por medio de raspado, intentando
obtener aquellas partes mas oscuras, que son las que presentan mayor cantidad de
melanoidinas. Una vez separada esta parte de la corteza, es necesario molerla y
tamizarla para obtener un polvo con el tamafio de particula mas pequefio y homogéneo.
Este polvo es secado en estufa a 37 °C durante 1h, y a continuacién se le somete a
digestién quimica (acido tricloroacético 40 %) y enzimética (pronasa E de Streptomyces
gryseus) para poder separar el compuesto de interés (melanoidinas) del resto de
compuestos presentes en la corteza. Por dltimo, se filtra el resultado de la digestion,
obteniéndose las melanoidinas mayores de 10000 Da por rascado del retenido. Estas
melanoidinas son guardadas a -20 °C para conservar sus propiedades y evitar su
deterioro, ademas de protegerlas contra el ataque de microorganismos.

Antes de comenzar el experimento es importante comprobar que la sustancia que
vamos a emplear como posible antimicrobiano no esté contaminada, ya que podrian
interferir en los resultados y ademas podria limitar su uso en alimentos.

e Microorganismos estudiados

Las bacterias utilizadas para el experimento son las descritas en la tabla 1.
Tabla 1. Caracteristicas de las bacterias empleadas en el estudio

Microorganismo Gram Morfologia  Respiracion Origen
Bacillus cereus 3 Bacilo Anaerobio CECT 148
facultativo
Pseudomonas putida - Bacilo Aerobio CECT 324
estricto
Lactobacillus brevis 3 Bacilo Microaerdfila CECT 324
Leuconostoc mesenteroides + Coco Anaerobio 66*
facultativo
Weissella viridescens 1 Coco Anaerobio 132*
facultativo
Salmonella spp. - Bacilo Anaerobio CECT 132
facultativo
Escherichia coli - Bacilo Anaerobio CECT 99
facultativo
Enterococcus faecalis + Coco Anaerobio CECT 481
facultativo
Staphylococcus aureus F Coco Anaerobio CECT 976
facultativo
Listeria monocytogenes + Bacilo Anaerobio CECT 934
facultativo
Clostridium perfringens F Bacilo Anaerobio CECT 376

-CECT: Coleccion espafiola de cultivos tipo
-*. Cepa aislada de morcilla por el area de Tecnologia de los alimentos de la Universidad de Burgos.




En el caso de Clostridium perfringens, que necesita condiciones de anaerobiosis, las
placas seran incubadas en jarras de anaerobiosis con un sobre de anaerobiosis
AnaeroGen (Thermo Scientific, EEUU) en su interior que produce las condiciones
necesarias para que se puedan desarrollar correctamente.

e Procedimiento

Fstado microbiologico de las melanoidinas

Para asegurarse de que las melanoidinas son estables microbiolégicamente, se prepara
una disolucion al 10 % de estas en un caldo de cultivo general en el que crezcan todos
los microorganismos, como por ejemplo BHI (Oxoid, UK). A partir de este caldo se
realizan diferentes diluciones 1/10 en agua de peptona y se realizan las siembras en los
medios correspondientes a los parametros microbiolégicos a estudiar (Tabla 2).
Ademas, con el fin de saber si estas melanoidinas son estables microbiolégicamente se
deja incubando un volumen necesario (2,5 mL) de la disolucién con 10 % de
melanoidinas a 37 °C durante 24 horas para repetir el experimento, ya que durante este
tiempo y a esta temperatura se favorece el crecimiento y desarrollo de los posibles
microorganismos que puedan presentar, ademas de permitir el desarrollo y germinacion
de aquellos microorganismos esporulados.

Tabla 2. Caracteristicas de los medios de cultivo sélidos empleados en el andlisis del estado
microbioldgico de las melanoidinas.

Medio Tipo Microorganismos Siembra
PCA* General Aerobios mesdfilos totales Profundidad
MRS** Selectivo Bacterias acido lacticas Superficie
Mc Conkey** Selectivo Coliformes Superficie
MyP agar** Selectivo Bacillus cereus Superficie
Sabouraud* Selectivo Mohos y levaduras Superficie
Baird Parker*** Selectivo Staphylococcus aureus Superficie

-*:Scharlau, Spain; -**: Oxoid,UK; -***:Biolife, Italy.

Estudio de Ila capacidad antimicrobiana de las

melanoidinas

1. Revivificacion de los microorganismos

En primer lugar, hay que revivificar las bacterias, ya que se encuentran conservadas
a -80 °C en un 15 % de glicerol que actiia como crioprotector. Para revivificarlas, se
parte del glicerinado realizando una siembra por agotamiento en una placa Petri con
el medio especifico de cada bacteria (Tabla 3).

Tras 24-48 horas (Tabla 3), en funcién de lo que requiera cada microorganismo para
Su correcto crecimiento, se toma una colonia aislada de cada placa y se resuspende
en 5 mL de un caldo de cultivo especifico para cada una de ellas (Tabla 3). Estos
tubos se incuban a la temperatura particular de crecimiento (Tabla 3) de cada
microorganismo durante 20 horas, lo que se denomina “over/night (o/n)”.




Tabla 3. Medios de cultivo sélidos y liquidos y condiciones de cultivo empleados para el crecimiento
de las distintas bacterias.

Microorganismo Medio de cultivo Medio de cultivo Temperatura  Tiempo
sélido liguido

Bacillus cereus TSA* BHI* 30°C 24 h
Pseudomonas putida TSA* TSB** 30°C 24 h
Lactobacillus brevis MRS Agar* MRS Broth* 30°C 48 h
Leuconostoc mesenteroides MRS Agar* MRS Broth* 30°C 24 h
Weissella viridescens MRS Agar* MRS Broth* 30°C 24 h
Salmonella spp. TSA* TSB** 37 °C 24 h
Escherichia coli TSA* BHI* 37°C 24 h
Enterococcus faecalis TSA* BHI* 37°C 24 h
Staphylococcus aureus TSA* BHI* 37 °C 24 h
Listeria monocytogenes TSA*+YE* BHI* 37 °C 48 h

Clostridium perfringens NUTRIENT* + BHI* 37 °C 24-48 h

5 % Sangre*

-*. Oxoid, UK; -**: Millpore, Germany

2. Ajuste de la OD

Tras las 20 horas, se mide la absorbancia a 610 nm del o/n. Esto permite conocer la
densidad optica del caldo de partida con microorganismos, y asi poder ajustarla a
una concentracion conocida. Para ello se puede diluir la muestra hasta una OD
especifica (Tabla 4) para la cual se conoce la concentracion de cada uno de los
microorganismos en log ufc/mL. En este experimento se ajustaron todos los
microorganismos a una concentracion de 8 log ufc/mL, para asi poder hacer las
réplicas mas exactas y estudiar todos los microorganismos en las mismas
condiciones.

Tabla 4. valores de OD para cada bacteria correspondiente con una concentracién de 8 log ufc/mL.

Microorganismo ODsionm  Microorganismo
Bacillus cereus Escherichia coli

Pseudomonas putida Enterococcus faecalis

Lactobacillus brevis

Staphylococcus aureus -
Leuconostoc mesenteroides Listeria monocytogenes -
Weissella viridescens Clostridium perfringens -

Salmonella spp.




Las concentraciones a las que se testo el poder antimicrobiano de las melanoidinas
fueron al 4 %, 2 %, 1 % y 0,5 %, por lo que se prepararon distintas disoluciones a
estas concentraciones para ponerlas en contacto con los distintos microorganismos.
Los microorganismos, a su vez, tienen que estar a una concentracion final en el
caldo de 6 log ufc/mL, por lo que el o/n ajustado a 8 log ufc/mL se diluyé 1/100.

Para preparar las diferentes muestras de melanoidinas con los microorganismos se
parte de un eppendorf con un 4 % de melanoidinas, y a partir de este se obtienen
las concentraciones inferiores mediante dilucién (Imagen 1). Hay que tener en
cuenta que tras las diluciones se ha de afiadir el volumen necesario de in6culo (1
%) para que la concentracion final de los microorganismos sea de 6 log ufc/mL, por
lo que las concentraciones de melanoidinas se veran modificadas. Por este motivo
se prepararon inicialmente unas disoluciones de melanoidinas mayores (4,020 %,
2,010 %, 1,005 % y 0,502 %).

4,020% 2,010% 1,015% 0,502%
Imagen 1. Proceso de dilucion de las melanoidinas

Por otro lado, también se debe preparar las muestras de:

-Control +, la cual esta compuesta por el caldo de cultivo (Tabla 3) y un 1 % de
in6culo (concentracion final de 6 log ufc/mL), al igual que en las muestras. Este
control sirve para conocer el crecimiento real de los microorganismos sin la
presencia de melanoidinas, y asi poder compararlo con el crecimiento que hemos
obtenido de cada muestra.

-Control -, el cual estd compuesto Unicamente por el caldo de cultivo (Tabla 3),
atil para conocer la turbidez aportada por este, y asi poder restarla a la de los
controles + y determinar la turbidez propia de los microorganismos.

-Controles antimicrobianos, estan compuestos por caldo de cultivo (tabla 3) y
melanoidinas en las mismas concentraciones de que las muestras (4 %, 2 %, 1 %y
0,5 %). El valor de absorbancia aportado por estos controles es restado al valor
obtenido de las muestras para conocer la turbidez aportada Unicamente por los
microorganismos.

Estos dos ultimos controles se realizan para comprobar que tanto el caldo como las
melanoidinas no presentan contaminacion derivada de la preparacion de la placa
Microtiter. Tras la incubacion se comprobara que a lo largo de las 24h de no haya
aumento de turbidez en este tipo de controles.
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Una vez obtenidas las mezclas de las bacterias con cada una de las concentraciones
de melanoidinas y los controles +, se realiza la siembra en superficie en placa de
todas ellas para comprobar que la inoculacion se ha realizado de forma correcta y
para ver el efecto que las melanoidinas producen sobre las bacterias cuando solo
han estado en contacto directo durante unos minutos.

Cada una de las muestras y controles + se siembra en duplicado. Pasado el tiempo
de incubacion (Tabla 3) se realiza el recuento de colonias y se expresan los
resultados como la media de log ufc/mL junto con su desviacidén estandar.

\\P

Posteriormente, se estudia el efecto de las melanoidinas incubando las muestras,
los controles +, los controles — y los controles antimicrobianos en una microplaca
Microtiter de 96 pocillos (Brand plates, Germany), en un espectrofotometro (Thermo
scientific, EEUU) que permite hacer lecturas de la turbidez a 600 nm de cada uno
de los pocillos cada 15 minutos durante 24h. De esta forma podemos conocer la
evolucion del crecimiento de los microorganismos en cada una de las muestras.

De cada una de las muestras y controles se ponen 150 ul en los correspondientes
pocillos. Un ejemplo de composicion de la placa Microtiter se muestras en la imagen
3. Para el disefio de esta plantilla hay que tener en cuenta varios factores:

" Es recomendable que los pocillos de los bordes la placa estén rellenos con los
controles, ya que al estar en los laterales se puede producir un mayor
calentamiento y una mayor evaporacion de su contenido.

® Las muestras a estudiar con melanoidinas deben estar por triplicado, ya que dos
pocillos van a ser utilizados para hacer las diluciones y sembrar en placas, vy el
tercero va a ser sembrado directamente en placa.

" En una misma placa solo puede haber bacterias cuya temperatura 6ptima de
crecimiento sea la misma (Tabla 3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL
A |AntiM. MP | AntiM. MP |AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP
4% TSB 4% TSB 2% TSB 2% TSB 1% TSB 1% TSB 0,5% TSB | 0,5% TSB

CONTROL - |CONTROL - | CONTROL - | CONTROL -
TSB TSB TSB TSB

cONTROL-| sal. MP | sal. MP | sal. MP | sal.mP | sal.mP | sal.MP | sal.MP | sal. MP | sal. MP | sal. MP |CONTROL+
BHI 4% (1) 4% (2) 4% (3) 2% (1) 2% (2) 2% (3) 1% (1) 1% (2) 1% (3) 0,5% (1) sal.

CONTROL +
sal.

CONTROL-| sal.mp | sal. mp
BHI 0,5%(2) | 0,5%(3)

CONTROL -
BHI

S.a. MP S.a. MP S.a. MP S.a. MP S.a. MP S.a. MP |CONTROL +
4% (1) 4% (2) 4% (3) 2% (1) 2% (2) 2% (3) E.f.

conTROL-| sa.mp | samp | samp | samp | saMP | sa MP |Ec MP4%|E.c MP4%|E.c.MP 4% |E.c. MP 2% |CONTROL +
BHI 1% (1) 1% (2) 1%(3) | 05%(1) | 05%(2) | 0,5%(3) (1) (2) (3) (1) Ef.

CONTROL-| E.c. MP 2% | E.c. MP 2% | E.c. MP 1% |E.c. MP 1%|E.c. MP 1%| E.c. MP E.c. MP E.c. MP L.m. MP L.m. MP |CONTROL +
BHI (2) (3) (1) (2) (3) 0,5% (1) 0,5% (2) 0,5% (3) 4% (1) 4% (2) S.a.

conTROL-| Lm.MP | LemomP | LemomP | LenomP | LenomP | LmmoMP | Lm.MP | Lm.MP | Lm.MP | Lm.MP |CONTROL+
BHI 4% (3) 2% (1) 2% (2) 2% (3) 1% (1) 1% (2) 1%(3) | 05%(1) | 05% (2 | 05%(3) s.a.

CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL | CONTROL
H|AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP | AntiM. MP
4% BHI 4% BHI 2% BHI 2% BHI 1% BHI 1% BHI 0,5% BHI | 0,5% BHI

CONTROL +|CONTROL +]CONTROL +|CONTROL +
Lm. L.m. E.c. E.c.

Imagen 3. Ejemplo de plantilla de microplaca Microtiter de 96 pocillos
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Tras las 24 horas de incubacion de las muestras en la microplaca Microtiter, se
realizan las diluciones decimales necesarias y se siembra en superficie en los
medios de cultivo solido correspondientes (Tabla 3).

Como ya se ha indicado, se haran por duplicado y el tercer pocillo se sembrara
directamente para reducir el limite de cuantificacion a 1 log ufc/mL. Después de la
incubacion de las placas se contaran las colonias y se expresaran los resultados
como la media de log ufc/mL junto con su desviacién estandar.

Los resultados de log ufc/mL fueron sometidos al analisis de la varianza (ANOVA) y
al test de Tukey con un nivel de significancia del 95 % para ver las diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones de melanoidinas (4 %, 2%, 1 %y
0,5 %) vy los distintos tiempos (TO y TF) para cada microorganismo. Para ello se
utilizé el programa estadistico Statgraphics Centurion XVII Version 17.1.12
(StatPoint Technologies, EEUU).

Resultados y discusion

e Estado microbioldgico de las melanoidinas

Para todos los parametros estudiados los recuentos se situaron por debajo del limite de
cuantificacion tanto a tiempo O como después de 24 h de incubacién, por lo que
podemos determinar que el estado microbiol6gico de las melanoidinas era correcto para
seguir adelante con el estudio de su efecto antimicrobiano.

e Estudio de la capacidad antimicrobiana de las
melanoidinas

El crecimiento atiempo final (TF), en caso de que las melanoidinas no ejerzan efecto
antimicrobiano, sera mayor que a tiempo inicial, ya que las bacterias han podido
desarrollarse y multiplicarse durante mas tiempo. Pero en caso de que las melanoidinas
estén en concentracion suficiente como para tener efecto antimicrobiano, los recuentos
a tiempo final pueden llegar a ser incluso menores que a tiempo inicial, indicando un
efecto bactericida de las melanoidinas o tener recuentos iguales lo que indicaria un
efecto bacteriostatico.

Los limites de deteccion son distintos para tiempo inicial (TO) y tiempo final (TF). A
tiempo inicial, la concentracion minima de microorganismos que se puedo contar es de
3 log ufc/mL debido a que la dilucibn mas pequefa que se sembro fue la -2, y a tiempo
final, la concentraciébn minima de microorganismos que se puede contar es de 1 log
ufc/mL, ya que se sembro la muestra de partida. Esto quiere decir, que tanto en TO como
en TF no se puede llegar a conocer si el efecto bactericida de las melanoidinas es total,
es decir, si las elimina por completo (0 log ufc/mL). Por ello, en este caso se va a
establecer la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) como la menor concentracion
de melanoidinas que es capaz de reducir los recuentos bacterianos por debajo del limite
de deteccién del experimento.
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La muestra de control +, que no presenta melanoidinas, sirve para conocer el
crecimiento normal de los microorganismos y para comparar su crecimiento con el del
resto de muestras. Las muestras que presenten valores de concentracion similares a
los de esta muestra indicardn un efecto bactericida minimo o nulo.

En los casos en los que se obtengan muestras cuyas réplicas no sean homogéneas,
se escoge aquella réplica mas desfavorable para el fin del experimento, es decir, los
datos de aquella réplica con un mayor recuento microbiano (0 una menor capacidad
antimicrobiana) para no dar lugar a falsos positivos. La causa de esta diferencia de
recuentos no queda muy clara, pero se pueden deber a algun tipo de error durante la
experimentacion.

Bacillus cereus

En la tabla 6 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a B. cereus. Se observa que a tiempo O las
melanoidinas al 4 % redujeron significativamente (p<0,05) el inéculo del microorganismo
en 1,87 log ufc/mL respecto al control + de forma inmediata. A tiempo final se aprecia
gque, nuevamente al 4 % las melanoidinas ejercieron un efecto bactericida reduciendo
significativamente (p<0,05) la poblacién inicial en 1,33 log ufc/mL. Ademas, se observa
que comparando con el crecimiento de B. cereus sin presencia de melanoidinas la
reduccién del microorganismo fue de 5,96 log ufc/mL (p<0,05). Sin embargo, el resto de
concentraciones probadas no tuvieron efecto inmediato y a pesar de que se encuentran
diferencias significativas pasadas las 24 h de incubacion frente al control +, se puede
considerar esa diferencia como despreciable a la hora de establecer un efecto sobre la
bacteria. Como no se observa una eliminacién total del microorganismo no se puede
establecer una CMI, aunque se observa un efecto bactericida al 4 %.

Tabla 6. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Bacillus cereus.

4,25g 2,924

6,014 8,055
6,04, beg 475
b6,15, 48,655
56,12 8,885

-abed: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a . Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %y 0 %).

Esta bacteria no ha sido estudiada en el espectrofotometro puesto que suponia un
riesgo de contaminacién para el propio equipo de espectrofotometria.
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Pseudomonas putida

En la tabla 7 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a P. putida. Se observa que a tiempo 0 (TO) una
concentracién de 4 % de melanoidinas redujo el indculo por debajo del limite de
cuantificacién (3 log ufc/mL). Sin embargo, las diferencias significativas observadas a
TO para las otras concentraciones con respecto al microorganismo sin melanoidina no
se tienen en consideracion por la poca diferencia que suponen y que pueden deberse a
errores en el pipeteo. Después de la incubacién se observa que con una concentracion
de 4 % los recuentos también estuvieron por debajo del limite de cuantificacion (1 log
ufc/mL). Observando que a esta concentracion y para esta cepa el efecto bactericida
gue se observa inmediato se mantuvo durante el estudio. Ademas, se observa que a un
2 % las melanoidinas también tuvieron un efecto bactericida a las 24 h de incubacion
con una reduccioén significativa (p<0,05) de 3,33 log ufc/mL con respecto al control + y
de 1,77 log ufc/mL con respecto a la misma concentracion a TO. Sin embargo, el resto
de concentraciones no tuvieron ningun efecto. Se puede concluir que, para esta cepa,
la CMI es de 4 %.

Tabla 7. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Pseudomonas putida.

%%k

b6,755 24,98,
b6,774 ®8,39s
26,654 b8,23;
26,47 b8, 315

-ab. Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de un mismo tiempo (TO o TF).

-a8: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracién (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % y 0 %).

-*: Por debajo del limite de deteccién 3 log ufc/mL

-**. Por debajo del limite de deteccion 1 log ufc/mL

P. putida es uno de los casos en los que las réplicas diferian mucho entre si. En este
caso fue la concentracion del 2 % la que presentaba problemas entre las réplicas de TO
y TF, por lo que los datos mostrados pertenecen a una sola réplica, la que presentaba
la menor capacidad antimicrobiana.

0 20000 40000 60000 80000 100000

-0,1
t(s)

Gréfica 1. Evolucién de la absorbancia (600 nm) durante la incubacién de Pseudomonas putida
con diferentes concentraciones de melanoidinas.
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Los resultados de la grafica 1 se correlacionan con los resultados obtenidos del recuento
en placas (tabla 7). Se observa como la muestra con un 4 % no presenta aumento de
turbidez, y esto es debido a que ejerce un efecto bactericida total eliminando a las
bacterias. Por otro lado, la concentracién del 2 % de melanoidinas tampoco presenta
aumento de turbidez puesto que a pesar de que no se elimind el microorganismo del
todo, a esta concentracion ya hay efecto bactericida, obteniendo recuentos a TF
menores que a TO. El resto de concentraciones de melanoidinas presentan una
evolucion de la turbidez mas o menos similar, lo mismo que se puede apreciar en los
recuentos de la tabla 7, aunque en el caso del 1 % parece que la velocidad de
crecimiento fue menor a pesar de alcanzar una concentracion similar a TF.

Lactobacillus brevis

En la tabla 8 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a L. brevis. Se observa que a tiempo 0 no hay
diferencias significativas entre los recuentos de las distintas concentraciones, por lo que
no ha habido ningun tipo de efecto antimicrobiano. A tiempo final solo se observa un
efecto significativo (p<0,05) al 4 % de melanoidinas, produciéndose un descenso de
2,86 log ufc/mL respecto al control +. Comparando los resultados al 4 % en ambos
tiempos, aunque se observan diferencias significativas entre ambos (p<0,05), realmente
se ve que los valores expresados en log ufc/mL son muy parecidos, por lo que se
concluye que ha habido un efecto bacteriostatico, ya que se han mantenido los
recuentos microbianos, es decir, no se han reducido notablemente (< 1 log ufc/mL).

Tabla 8. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Lactobacillus brevis.

6,368 ?5,904

26,36 b8,35,
26,48, bcg,71s
26,354 99,125
26,46, 8,768

-abed: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a8: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % y 0 %).

Esta bacteria es otra de las cuales ha presentado problemas en las réplicas,
concretamente al 4 % de melanoidinas de tiempo final. Por lo que para esta muestra
solo partimos de los datos de una réplica, de nuevo los que presentan menor capacidad
antimicrobiana.
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Gréafica 2. Evolucién de la absorbancia durante la incubacion de Lactobacillus brevis a diferentes
concentraciones de melanoidinas.

En la grafica 2 vemos como claramente la linea del 4 % no presenta aumento de
turbidez, pero si hemos visto recuentos en placa, esto es debido a que se ha ejercido
un efecto bacteriostéatico, es decir, que los recuentos a TO y TF son muy similares y
constantes en el tiempo. El resto de concentraciones si que muestran un aumento de la
turbidez, y este es acorde con los resultados encontrados en las placas. Cabe destacar
la linea de 0,5 % de melanoidinas, en la que se aprecian diferencias en la fase lag, la
cual es mas corta, pasando mas rapidamente a la fase exponencial.

Leuconostoc mesenteroides

En la tabla 9 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a L. mesenteroides. A tiempo inicial se observan
diferencias significativas (p<0,05) entre algunas de las concentraciones de
melanoidinas, pero se puede considerar que las melanoidinas no tuvieron efecto
inmediato, ya que los valores difieren entre si en muy pocos decimales. A tiempo final
se observan diferencias significativas (p<0,05) al 4 % de melanoidinas, donde la
reduccion ha sido de 4,11 log ufc/mL con respecto al control +. Comparando las
muestras al 4 % se observa una diferencia significativa (p<0,05), obteniéndose una
reduccion de 1,65 log ufc/mL a tiempo final respecto a tiempo inicial, por lo que se
confirma el efecto bactericida. Para el resto de concentraciones los recuentos a TOy TF
son diferentes significativamente (p<0,05) indicando que las melanoidinas en esos
casos no fueron capaces de controlar el crecimiento de L. mesenteroides.

Tabla 9. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Leuconostoc mesenteroides.

6,508 4,85,

ab6,654 57,45
3b6,734 8,41
56,80 8,625
3b6,754 8,965

-abc: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a . Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % y 0 %).
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Gréfica 3. Evolucién de la absorbancia durante la incubacién de Leuconostoc mesenteroides a
diferentes concentraciones de melanoidinas.

En la grafica 3 podemos ver como la muestra del 4 % no presenta aumento de turbidez,
ya que esta concentracion de melanoidinas ejerce un efecto bactericida importante que
reduce los recuentos iniciales. El resto de concentraciones presentan una evolucion de
absorbancias bastante similares, ya que no presentan diferencias significativas,
destacando la del 2% en la que se consigue ralentizar su crecimiento.

Weissella viridescens

En la tabla 10 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a W. viridescens. A tiempo inicial no se observan
diferencias significativas entre los recuentos de ninguna concentracién de melanoidinas,
por lo que no ha habido ningun tipo de efecto antimicrobiano inmediato. A tiempo final
la Unica concentracion que verdaderamente ejerce un efecto significativo (p<0,05) es la
del 4 % de melanoidinas, que consigue una diferencia en los recuentos microbianos de
3,51 log ufc/mL con respecto al control + y una leve reduccion de 0,71 log ufc/mL
respecto a tiempo inicial, por lo que consideramos que tiene efecto bacteriostatico, ya
gue no se consiguen reducir mas de 1 log ufc/mL los recuentos respecto a los recuentos
iniciales. El resto de concentraciones, aunque muestran diferencias significativas
(p<0,05) con respecto a la muestra control, estas son muy pequefias, por lo que
consideramos que solo la concentracion del 4 % ejerce algun efecto notable.

Tabla 10. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Weissella viridescens.

6,368 ?5,65a

26,50, ®8,505
26,73 ‘8,858
26,57 8,835
26,67 99,165

-abcd: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a . Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracién (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % y 0 %).

15




0,7
0,6

0,5 —a%
04
03
0,2
0,1

0 —0%
01 O 20000 40000 60000 80000 100000

t(s)

Abs (nm)

Gréafica 4. Evolucién de la absorbancia durante la incubacion de Weissella viridescens a
diferentes concentraciones de melanoidinas.

En la gréfica 4 se confirma como al 4 % se ejerce un efecto bactericida, ya que no hay
aumento de turbidez. Al 2 % se observa un aumento de turbidez mas ligero que en el
resto de concentraciones debido a que esta concentracion es capaz de ralentizar el
crecimiento. El resto de concentraciones son bastantes similares entre ellas,
correspondiéndose con los resultados obtenidos en placas.

Salmonella spp.

En la tabla 11 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a Salmonella spp. A tiempo inicial la Unica
concentracion de melanoidinas cuyo recuento microbiano es diferente
significativamente (p<0,05) del resto es la del 4 %. Esta concentracion es 1,07 log ufc/mL
inferior a la muestra sin melanoidinas, por lo que ya se observa un efecto inmediato
sobre la bacteria. A tiempo final todas las muestras presentan diferencias significativas
(p<0,05) entre ellas, pero realmente la muestra que tiene un valor relevante es la del 4
%, ya que no ha presentado recuentos. Al 4 % de melanoidinas entre los dos tiempos
se observa una diferencia clara, mientras que a TO solo se han reducido un poco los
recuentos (efecto bactericida leve), a TF no se han llegado a encontrar recuentos en
placa (efecto bactericida total). Por tanto, se establece que para Salmonella la CMI es
de 4 % de melanoidinas.

Tabla 11. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Salmonella spp.

Concentracion
Melanoidinas

a6,26 * %

57,014 28,33;
7,104 ®9,18s
57,19, 9,415
b7,33, 99,965

-abcd: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a . Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracién (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % y 0 %).

-**: Por debajo del limite de deteccién 1 log ufc/mL
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Grafica 5. Evolucién de la absorbancia durante la incubacion de Salmonella spp. a diferentes
concentraciones de melanoidinas.

Esta gréfica 5 muestra como la concentracion al 4 % de melanoidinas no aumenta de
turbidez, y gracias al recuento en placa sabemos que es porque se produce un efecto
bactericida total. En cuanto al resto de concentraciones hemos considerado que no
tienen diferencias verdaderamente relevantes entre si, pero en esta grafica podemos
ver como cada concentracion aporta un valor de turbidez diferente, y esto es debido a
gue a medida que se aumenta la concentracion de melanoidinas, se consigue reducir
mas la velocidad de crecimiento del microorganismo.

Escherichia coli

En la tabla 12 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a E. coli. A tiempo inicial el analisis de la varianza
determina que todas las concentraciones de melanoidinas distintas de 0 % tienen un
efecto similar entre ellas y diferente significativamente (p<0,05) de la muestra control +.
Pero en realidad no es un efecto importante sobre la bacteria ya que a tiempo final estas
muestras contindian creciendo. A tiempo final las diferencias significativas (p<0,05) las
encontramos a concentraciones de melanoidinas de 4 % y 2 % respecto del resto de
concentraciones. Mientras que la del 4 % vemos que consigue una disminucion en el
crecimiento de 7,45 log ufc/mL con respecto al control +, en la del 2 % es solo de 0,48
log ufc/mL. Comparando los resultados de las muestras al 4 % de melanoidinas en
ambos tiempos, se ve como a tiempo final la concentracion microbiana es
significativamente inferior, difiriendo entre ellos 4,25 log ufc/mL. Por lo que a esta
concentracion de melanoidinas se confirma un efecto bactericida, mientras que al resto
de concentraciones no se ve ningun efecto.
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Tabla 12. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Escherichia coli.

Concentracion
Melanoidinas

6,578 2,324

26,654 ®9,29;
26,594 ‘9,87
26,40, ‘9,785
b7,12, 9,778

-abe: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a8: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % y 0 %).
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Gréafica 6. Evolucién de la absorbancia durante la incubacion de Escherichia coli a diferentes
concentraciones de melanoidinas.

En la gréfica 6 observamos como los resultados en placa nuevamente se ven
perfectamente reflejados, ya que al 4 % la turbidez no aumenta por el efecto bactericida
gue presenta esta concentracion. El resto de concentraciones aumentan su turbidez
ajustandose a la curva de la muestra patron. Para la concentracion de un 2 % se observa
una curva diferente, lo que podria indicar que influye o retarda el crecimiento normal de
la bacteria, pero acaba desarrollandose tal como se ha visto en los resultados en placa,
no mostrando cambios los recuentos con respecto al control.

Enterococcus faecalis

En la tabla 13 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a E. faecalis. A tiempo inicial se encuentran
diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas concentraciones de melanoidinas,
pero solo vamos a considerar un efecto inmediato importante en la muestra con un 4 %
de melanoidinas, ya que difiere en 1,04 log ufc/mL de la concentracion microbiana de la
muestra control +. Y a tiempo final la Unica muestra que presenta diferencias
significativas (p<0,05) del resto es la del 4 % de melanoidinas, ya que difiere de la
muestra control + en 3,6 log ufc/mL. Por lo que el efecto que se ejerce es un efecto
bacteriostatico.
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Tabla 13. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Enterococcus faecalis.

Concentracion
Melanoidinas

26,45, 26,12,
56,97 ®9,18;
57,034 ®9,565
b7,14, b9,62;5
7,495 b9,755

-abe. Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a8: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %y 0 %).
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Grafica 7. Evolucién de la absorbancia durante la incubacion de Enterococcus faecalis a
diferentes concentraciones de melanoidinas.

La gréafica 7 muestra perfectamente como la concentracion del 4 % de melanoidinas no
experimenta ningun aumento de la turbidez del medio, ya que esta concentracion ejerce
un efecto bacteriostatico. Pero el resto de concentraciones evolucionan en su
absorbancia a la par que la muestra control + o muestra con un 0 % de melanoidinas.

Staphylococcus aureus

En la tabla 14 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a S. aureus. A tiempo inicial los resultados son un

poco dispares, ya que segun su analisis de varianza hay alguna diferencia significativa
(p<0,05), pero en realidad los valores son muy similares por lo que no se va a considerar
ningun efecto inmediato de las melanoidinas. A tiempo final la muestra con un 4 % de
melanoidinas es la Unica que presenta una diferencia significativa (p<0,05) con respecto
al resto de muestras, ya que difiere de estas en 5,08 log ufc/mL. Comparando las
muestras con un 4 % de melanoidinas entre ambos tiempos, se observa que son
diferentes significativamente (p<0,05), siendo menor la concentraciobn microbiana a
tiempo final (2,46 log ufc/mL menos). Por lo tanto, se ejerce efecto bactericida frente a

este microorganismo.
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Tabla 14. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Staphylococcus aureus.

Concentracion
Melanoidinas

6,458 3,99,

36,59, 9,115
abeg, 72, b8,895;
6,874 9,045
beg,734 ®9,07;

-abe; Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a8: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % y 0 %).

Esta bacteria es otra de las cuales ha presentado problemas en las réplicas,
concretamente al 4% de melanoidinas de tiempo final. Por lo que para esta muestra solo
partimos de los datos de una réplica, la de menor efecto.
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Gréfica 8. Evolucidén de la absorbancia durante la incubacién de Staphylococcus aureus a
diferentes concentraciones de melanoidinas.

La grafica 8 muestra la curva al 4 % de melanoidinas por encima de la linea de 0 nm,
siendo un resultado que no concuerda con los resultados observados en placa, en los
que se observa un efecto bactericida importante. En cuanto al resto de concentraciones
se observa que mantienen mas o menos la misma tendencia que el control + vy
concuerda con los resultados observados en placa.

Listeria monocytogenes

En la tabla 15 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de
melanoidinas extraidas de pan frente a L. monocytogenes. A tiempo inicial el analisis
de varianza muestra que hay diferencias significativas (p<0,05) entre la muestra con un
4 % de melanoidinas, las muestras con un 2 %, 1 %y 0,5 %, y la muestra con un 0 %
de melanoidinas. Pero de nuevo son pequefias variaciones en los recuentos como para
considerar un efecto inmediato. A tiempo final se observa que la muestra con un 4 % de
melanoidinas tuvo un efecto bactericida completo, no obteniéndose recuentos. Por otro
lado, el resto de concentraciones probadas no tienen un efecto relevante respecto a la
muestra control +. Al 4 % de melanoidinas se consiguen eliminar los recuentos a tiempo
final, lo que indica un efecto bactericida completo, ya que estos recuentos se sitdan por
debajo del limite de cuantificacion (1 log ufc/mL). Por lo tanto, se puede establecer la
CMI de esta bacteria en un 4 % de melanoidinas.
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Tabla 15. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Listeria monocytogenes.

Concentracion
Melanoidinas

36,53 %%k

b, 83, 8,805
6,93, bg,23;
56,89, ‘9,53
7,28, 9,445

-abe. Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %y 0 %).

-**: Por debajo del limite de deteccién 1 log ufc/mL
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Grafica 9. Evolucién de la absorbancia durante la incubacién de Listeria monocytogenes a
diferentes concentraciones de melanoidinas.

En la gréfica 9 podemos ver como la muestra al 4 % no experimenta aumento de turbidez
debido a su efecto bactericida. En cuanto al resto de muestras, como hemos visto en

las placas, no tienen ningun efecto antimicrobiano, por lo que hay aumento en la

turbidez.

Clostridium perfringens

En la tabla 16 se presentan los resultados del efecto de diferentes concentraciones de

melanoidinas extraidas de pan frente a C. perfringens. A tiempo inicial la Unica
concentracion de melanoidinas en la que encontramos una diferencia significativa
(p<0,05) con respecto al resto de muestras es la del 4 %, en la cual se observa una
disminucion de solamente 0,19 log ufc/mL, por lo que realmente no se considera que

tiene un efecto inmediato frente al microorganismo. A tiempo final los valores de

concentracion microbiana no llevan un orden l6gico ascendente con la reduccion de la

concentracion de melanoidinas, pero aun asi se trata de valores muy similares los

cuales, aunque presenten diferencias significativas (p<0,05) no se les va a considerar

como tal. La muestra al 4 % de melanoidinas es diferente, ya que no presenta ningun
recuento microbiano. Al situarse los recuentos por debajo del limite de cuantificacién (1
log ufc/mL) se considera que el efecto bactericida ha sido completo y por lo tanto la CMI
de C. perfringens es de un 4 % de melanoidinas.
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Tabla 16. Efecto de melanoidinas extraidas de pan frente a Clostridium perfringens.

Concentracion
Melanoidinas

Este microorganismo no ha sido analizado en el espectrofotbmetro puesto que requiere
de condiciones de anaerobiosis para su incubacion y no eran posibles de conseguir en

este aparato.

26,36
56,59
56,564
6,54,
56,554

%%k

7,578
®8,165
7,688
8,59

-abe: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las
muestras de un mismo tiempo (TO o TF).

-a: Caracteres que identifican las muestras que tienen diferencias significativas del 0,05 entre las muestras
de una misma concentracion (4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %y 0 %).

-**. Por debajo del limite de deteccion 1 log ufc/mL
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Resumen de resultados

En la siguiente tabla 17 se muestra un resumen del efecto al 4 % de melanoidinas
expresado como la reduccion de log ufc/mL entre el tiempo final y el tiempo inicial,
ordenadas de mayor a menor efecto bactericida.

Tabla 17. Comparativa del crecimiento microbiano atiempo final y con un 4 % de melanoidinas.

Bacteria TO-TF (Log ufc/mL)
*
5,53
5,36
5,26
4,25
2,46
1,65
1,33
0,71
0,46
0,33
-*. La diferencia es 0 puesto que tanto a TO como a TF no ha habido recuentos.

Las cuatro primeras bacterias que aparecen en esta tabla 17 son las Unicas en las que
se ha llegado a establecer la CMI, y en las cuatro es un 4 % de melanoidinas. Esto
quiere decir, que como minimo un 4 % de melanoidinas es capaz de eliminar toda la
poblaciéon microbiana inoculada. Ademas, en el caso de P. putida una concentracion al
2 % de melanoidinas tendria un efecto bactericida frente a la misma.

Lo Unico que encontramos en comun entre estas 4 bacterias es que tienen morfologia
bacilar y que son patégenas, y en cuanto al tipo gram las melanoidinas son igual de
eficaces frente a uno u otro, ya que dos de las bacterias son gram + y dos gram -.

Para el resto de las bacterias no hemos llegado a alcanzar su CMI, ya que un 4 % de
melanoidinas no ha sido suficiente para eliminar por completo toda la poblacion
bacteriana inoculada, aunque el efecto ha sido mayor frente a unas que a otras.

Cabe destacar E. coli, S. aureus, L. mesenteroides y B. cereus, puesto que, aunque no
se ha alcanzado su CMI, tienen un efecto bactericida nada despreciable. Los 3
microorganismos restantes tienen efecto bacteriostatico, es decir, no son capaces de
reducir los recuentos, solo de mantenerlos.

Si comparamos los resultados obtenidos con los de otros compuestos naturales que
presentan actividad antimicrobiana, como es el caso del trabajo de Castafo P, et al, [11]
sobre la actividad bactericida del extracto etandlico y del aceite esencial de hojas de
Rosmarinus officinalis L. sobre algunas bacterias de interés alimentario, los resultados
mostraron como una de las bacterias mas susceptibles a estos productos es S. aureus,
seguida de L. monocytogenes, B. cereus y E. coli en ultimo lugar. En comparacién con
las melanoidinas, la Unica de las bacterias que coincide como una de las mas
susceptibles a estos productos naturales es L. monocytogenes.
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Conclusiones

-Las melanoidinas de pan comun estudiadas presentan un importante potencial
antimicrobiano.

-Se _ha establecido la CMI al 4 % de melanoidinas frente a 4 bacterias patégenas: se
han llegado a inhibir Pseudomonas putida, Salmonella spp., Listeria monocytogenes y
Clostridium perfringens. Estas cuatro bacterias son las mas susceptibles a la accion de
las melanoidinas, destacando Pseudomonas putida, que ha sido la Unica cuyo
crecimiento se ha visto completamente inhibido a tiempo 0. Por lo que, la concentracion
del 4%, las melanoidinas pueden ser una buena opcidn para mejorar la seguridad
alimentaria y la calidad de los alimentos que se ven afectados por estas bacterias.

-Para_el resto _de microorganismos el efecto ha sido menor: el resto de bacterias
estudiadas también muestran un efecto frente a las melanoidinas. En algunas de las
bacterias restantes se ha conseguido una reduccién importante, pero en otras solo ha
llegado a tener efecto bacteriostatico. Se puede seguir aumentando la concentracion de
melanoidinas hasta alcanzar su CMI.

-Las graficas obtenidas del espectofotometro son bastante dtiles para completar la
informacion obtenida de los recuentos en placa: aunque no recomendariamos su uso
como Unica herramienta puesto que en el caso de observarse efecto no se puede
distinguir si es bactericida o bacteriostatico.

-Se deberian_hacer estudios “in vivo”: para trasladar estos resultados a la industria
alimentaria, probando en diferentes matrices alimentarias, que presenten diferentes
composiciones y texturas y puedan dificultar el contacto de las melanoidinas con los
microorganismos y por tanto, verse modificado su efecto o potenciarse por combinacion
con los procesos tecnoldgicos que se apliquen.
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