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El deterioro y/o la alteracion de los alimentos por los microorganismos es
un problema que, hoy en dia, no ha sido llevado a un adecuado control, a pesar
de la amplia gama de técnicas de conservacion. Los consumidores, cada vez
mas, evitan las comidas preparadas con conservantes de origen quimico y las
alternativas naturales son, por lo tanto, necesarias para lograr una vida util
suficientemente larga del alimento asi como un alto grado de seguridad respecto
a los microorganismos patégenos. Por ello, aun es necesario el desarrollo de
nuevas estrategias para la reduccion y eliminacion de agentes patégenos
transmitidos en los alimentos, posiblemente en combinacion con métodos ya
existentes. Ademas, en la sociedad occidental hay un interés creciente hacia un
consumismo natural, deseando menos aditivos sintéticos en los alimentos y
productos con un menor impacto medioambiental (Burt, 2004). En este sentido
muchos estudios se centran en nuevas sustancias conservantes que, ademas de
ser naturales, es decir, no sintéticas, no comprometen en ningun caso la salud.

La calidad microbioldgica de la leche tiene una importancia fundamental
tanto en la calidad tecnolégica y sensorial de los productos elaborados
(principalmente cuando son elaborados con leche cruda) como en el riesgo que
supone el consumo de leche contaminada con patégenos alterantes de la misma.
Los psicotrofos méas comunes en la leche fresca cruda son microorganismos
Gram-negativos, perteneciendo el 50% al género Pseudomonas, predominando
P. fluorescens. Entre los microorganismos que sobreviven a la pasteurizacion,
debido a su habilidad para esporular, destacamos Bacillus cereus. Ademas,
bacterias patdgenas pueden estar presentes en la leche como consecuencia de
una enfermedad mamaria (mastitis) producida entre otros por Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. Sin embargo, existen otras bacterias, las acido-
lacticas (BAL), cuyas bacteriocinas son activas frente a patdgenos de los
alimentos como Clostridium botulinum, S. aureus y Listeria monocytogenes
(Nettles y Barefoot, 1993) y por lo tanto pueden ser aplicadas para la
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conservacion del alimento gracias a sus ventajas microbioldgicas, fisioldgicas y
tecnoldgicas (Nettles y Barefoot, 1993; Smith, 1993; de Vuyst y Vandamme,
1994; Cleveland et al., 2001).

Por todo lo expuesto nos parecido adecuado el estudio de distintos
compuestos antimicrobianos en la inhibicion del crecimiento de diversas
especies bacterianas presentes en la leche y queso de oveja. De este modo, se
seleccionaron 17 compuestos antimicrobianos, naturales y sintéticos, que
pudiesen evitar el crecimiento de especies bacterianas patégenas tales como S.
aureus, B. cereus, P. fluorescens y E. coli, permitiendo el crecimiento de otras
necesarias como E. faecalis y L. paracasei. Los compuestos naturales utilizados
en este estudio fueron timol, carvacrol, eugenol, hidroquinona, acido p-
hidroxibenzoico, &cido protocatéquico, acido galico, acido ascorbico y un
analogo de éste, el &cido D-eritroascorbato y su forma glucosilada, ambos
purificados del hongo zygomyceto Phycomyces blakesleeanus. Los compuestos
sintéticos estudiados fueron los siguientes: BHA, BHT, TBHQ, galato de propilo,
galato de octilo, acido propil-4-hidroxibenzoato y el &cido N-heptil-4-
hidroxibenzoato. La actividad antimicrobiana se midi0 determinando la
cantidad més pequefia que se necesita de un agente para inhibir el crecimiento
de un organismo, valor llamado Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
(Madigan et al., 2004). También se determin6é la Concentracién Minima
Bactericida (CMB), que se define como la concentracion mas pequefia del
compuesto antimicrobiano que produce una reduccion igual o superior al 99,9
% en el niumero de células viables en comparacién con el que existia en el
indculo inicial, para alguno de los compuestos (carvacrol, hidroquinona, TBHQ
y galato de propilo) en las cepas mas sensibles y mas resistentes, segun los
valores obtenidos de CMI, para cada especie microbiana.
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Figura 1: Dos cepas, una de Bacillus cereus (izda) y otra
de Staphylococcus aureus (dcha) empleadas en este
estudio.
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De todos los compuestos ensayados, resultaron mas eficaces frente a las
Gram positivas, dentro de los sintéticos el TBHQ, con valores de CMIso y CMlgo
de 3,125 pg/ml para S. aureus y CMlg de 800 pg/ml para B. cereus,
obteniéndose para este microorganismo el menor CMlso con N-heptil-4-
hidroxibenzoato, con un valor de 25 pg/ml. En el caso de las bacterias Gram
negativas, el compuesto sintético mas eficaz tanto para P. fluorescens como para
E. coli fue el galato de octilo, con valores de CMlso y CMIgo de 50 pg/ml para P.
fluorescens y CMIso y CMIgo de 100 pg/ml para E. coli. En cuanto a los
compuestos naturales, el carvacrol resultdé ser el mas eficaz frente a las dos
especies Gram negativas utilizadas, con valores de CMIso de 400 pg/mly CMlgo
de 600 pg/ml para P. fluorescens y CMlIso de 150 pg/ml y CMlgo de 300 pg/ml
para E. coli, y para una de las especies Gram positiva, B. cereus, con valores de
CMlso de 200 pg/ml y CMlgo de 500 pg/ml. En cambio para S. aureus el
compuesto natural mas efectivo resulté ser la hidroquinona con valores de
CMlso de 100 pg/mly CMlgo de 125 pg/ml.
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Figura 2: Efecto antimicrobiano de hidroquinona (izda) y

galato de octilo (dcha) sobre varias cepas de S. aureus. Los
pocillos claros indican ausencia de crecimiento bacteriano.

En cuanto a los compuestos que han centrado nuestro estudio, el D-
eritroascorbato (D-EAA) y su glucosido (D-EAAG), éstos tuvieron un
comportamiento similar al del L-ascorbato, con un CMlso de 1600 pg/ml para S.
aureus y 6400 pg/ml para E. coli en el caso del D-EAAG y con un CMlgo de
6400 pg/ml tanto para S. aureus como para E. coli en el caso del D-EAA.

Observamos que en el caso de las bacterias Gram negativas es necesario
una mayor cantidad de compuesto, tanto natural como sintético, para conseguir
inhibicion en el crecimiento. La menor susceptibilidad de los microorganismos
Gram-negativos puede deberse a la membrana externa que rodea la pared
celular (Ratledge y Wilkinson, 1988) la cual restringe la difusion de los
compuestos hidrofébicos a través de la cubierta polisacaridica (Vaara, 1992). Sin
embargo, esta membrana no es completamente hidrofébica y algunos
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compuestos pueden pasar a través de ella por medio de las porinas (Nikaido,
1996).

Asi, aunque los valores de CMlIso y CMlgo mas bajos se han encontrado
fundamentalmente en compuestos sintéticos, se ha observado que compuestos
naturales, tal y como el carvacrol y la hidroguinona, son eficientes en la
inhibicién del crecimiento de bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas, pudiendo suponer una alternativa a la hora de la utilizacion de
determinados compuestos que pueden llegar a tener efectos indeseables en la
salud humana.
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