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DESCRIPCION

CALDO MINIMIZADOR DEL EFECTO MATRIZ Y DEL ANTAGONISMO DE LA FLORA
ACOMPANANTE EN ALIMENTOS

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una composicion o caldo especialmente concebida para
minimizar el efecto matriz en alimentos, asi como para compensar los metabolitos de la flora

antagonica para activar la cepa diana.

El objeto de la invencion es proporcionar un caldo diluyente para el analisis de muestras
alimentarias que tenga un efecto neutralizante sobre conservantes asi como sobre los
metabolitos de la flora antag6nica acompafante en orden a permitir llevar a cabo analisis
microbiologicos de alimentos con garantias de que no se produzcan falsos negativos en

dichos analisis.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El efecto matriz se define como el efecto de todos los componentes de la muestra distintos
al analito en la medida de una cantidad (de analito). A la hora de aplicar un método
analitico, el efecto matriz se traduce en una diferencia de sensibilidad del mismo cuando se
prepara un calibrado en un disolvente frente a uno preparado en el mismo entorno de la

muestra.

Este efecto es sumamente perjudicial a la hora de llevar a cabo analisis microbiolégicos en

alimentos, ya que provoca falsos negativos.

En tal sentido, un ejemplo tipico del efecto matriz es la Listeria monocytogenes en
pimentdn: por mas concentracion de cepa que se afiada al pimentdn, ni por los métodos

ISO ni por métodos 1SO mejorados, se es capaz de detectarla.

Esto es debido al alto poder inhibitorio intrinseco de la muestra, de manera que muchos de
los conservantes utilizados en los alimentos inhiben el desarrollo microbiano, pero no lo
eliminan, es decir, sélo los convierten en células letargicas, que no se activan hasta que

cambia la concentracion, por ejemplo al mezclarlos y comerlos. Esto no afecta solo a los
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esporulados, afecta a todo tipo de microorganismos. Y no es un ejemplo aislado, ya que el
ajo, las aromaticas, las especias, los picantes, el vinagre, la sal, el azicar... se afladen mas
como conservantes que como saborizantes, aunque nos hemos acostumbrado tanto a sus

sabores que creemos que es al revés.

En el caso de la flora antagbnica, y de acuerdo con determinados estudios, se ha

comprobado como el Penicillium candidum impide el desarrollo de mohos verdes en el fuet.

El Penicillium camembertii impide el crecimiento de mohos desagradables alergénicos o
toxigénicos en el queso, ciertas acidolacticas impiden el crecimiento de Staphylococcus

aureus en jamones y otros alimentos.

El hecho de que todo esto no se tenga en cuenta en los protocolos oficiales de andlisis
microbiolégico de alimentos, estd provocando numerosos casos de falsos negativos de
diversos patégenos en los laboratorios de todo el mundo como se demuestra ronda tras
ronda en los ensayos intercomparativos de muestras ciegas para el aseguramiento de la

calidad de los analisis microbiol6gicos de los laboratorios participantes.

Hasta la fecha no se conocen caldos inactivadores de los conservantes cuyo efecto
secundario sea también neutralizar los metabolitos de la flora antagénica acompafiante en

alimentos.

Existe un tercer problema y que consiste en que a veces los recuentos (de aerobios,
enterobacterias, hongos, coliformes o de lo que sea) son mas altos cuando se hacen en la
dilucion (-2) que en la soluciébn madre (-1), dejando perplejos a los analistas, que creen
haberse confundido, ya que en teoria deberia ser al revés: menos recuento a mayor dilucién

(menor concentracion de alimento).

Esto es otra consecuencia del efecto matriz extremo, del poder inhibitorio intrinseco
exagerado de una muestra, que a pesar del caldo neutralizante, cuanto més alimento haya
presente en el caldo, mas sigue inhibiendo y menos microorgansimos son capaces de

crecer en los medios de cultivo posteriores.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

El caldo minimizador del efecto matriz y del antagonismo de la flora acompafante en
alimentos que se preconiza resuelve de forma plenamente satisfactoria la probleméatica
anteriormente expuesta, en base a una soluciébn sencilla pero eficaz, constituyendo
un caldo diluyente capaz de inactivar todo el conjunto de conservantes naturales, artificiales

y metabolitos, que inhiben el desarrollo microbiano sin eliminar dichos microbios.

Para ello, el caldo de la invencion presenta la siguiente composicion para un litro de agua

destilada:

o Peptonas y extractos proteicos.............cccoeeeuvnnnnn.. 0,001-20 g/L

e Extractode Levadura .........oooeeeeiie i, 0,001-10 g/L
e Cloruro SOAICO. . ...t 0,001-15 g/L

I B 1<) 41 (0 1-7: R 0,001-15 g/L
o Fosfato diSOAICO......coveeiie 0,001-9 g/L

o Fosfato MonopotasiCo..........ccceviiiiiiiiiiiian . 0,001-1,5g/L
e Polisorbato Tween 80........coovviiiii i, 0,001-10 g/L
e Mezcla de inactivadores de amplio espectro............... 0,001-15 g/L

Estando la mezcla de inactivadores de amplio espectro compuesta por una mezcla sinérgica
de Lecitina, Tioglicolato sédico, L-Cystina, Tiosulfato sédico, Bi-sulfito sodico, Histidina,
Tritbn X100-Octoxynol 9 y otros conocidos neutralizantes de los conservantes, indicados en

las Normas ISO de microbiologia cosmetica.

Ajustar a pH: 7,3+ 0,6

Este medio, segun sea el agua destilada empleada, puede requerir hasta 7 ml de NaOH 1 N

ode CIH 1 N por cada litro de medio final.

Solo resta sefialar por ultimo que, aunque un caldo inactivador como el que propone la
invencién anula la accién de los conservantes (permitiendo detectar los patdégenos vivos), a
veces hace falta que la solucion madre sea 1:100 en lugar de 1:10 para que llegue a ser

efectivo.
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EJEMPLO DE REALIZACION PRACTICA DE LA INVENCION

A modo de ejemplo, para obtener un caldo minimizador de efecto matriz en alimentos se

afiadieron los siguientes componentes en un litro de agua destilada:

o Polipeptona bacteriolégica ........................ 15,0 g
e Extractode Levadura ..........cooeviiiiiiiiiiiiin.. 50g¢g
o Cloruro SOAiCO. ....oovoeee e, 7509
@ DEXIrOSA. . oot s 0,01g
e Fosfato disOdiCO.......coveviii i, 45¢g
e Fosfato monopotasico................c.ooiiiinl. 0,75¢
e Polisorbato Tween 80..........ovvvviiiiiiiiiiiiinn.n. 50¢g
e Mix de inactivadores de amplio espectro......... 6,39

A la mezcla obtenida hubo que afadirle 3 ml de NaOH 1 N hasta alcanzar un pH de 7,3.

De esta forma se obtuvo un caldo mediante el que se pudo detectar la presencia de varias
cepas de Salmonella que con agua Peptonada Tamponada convencional dieron falso

negativo.

En un servicio intercomparativo, varios participantes indican que, al no obtener presencia de
ningln patégeno en sus primeros analisis, pero observar como crecian 10 veces mas
colonias de aerobios a dilucion (-2) que en la dilucion madre, repitieron los experimentos
con los més variados trucos para ver si conseguian ver crecer algo. Los que creyeron esos
resultados falsamente negativos sin levantar acciones correctoras en su analisis (4
participantes), han obtenido calificaciones deficientes. Si no se hubiera tratado de un
intercomparativo, donde casi todos los participantes trabajan con “sospechas de falsos
negativos”, sino que se hubiera tratado de muestras normales, muchos mas laboratorios

hubieran dado falsos negativos, al no repetir la analitica por creerla normal.
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REIVINDICACIONES

18- Caldo minimizador del efecto matriz y del antagonismo de la flora acompafante en
alimentos, caracterizado porque el mismo presenta la siguiente composicion para cada litro

de agua destinada:

o Peptonas y extractos proteicos...............ccoeeeeinnnnl. 0,001-20 g/L

e Extractode Levadura ..........oooveiiieiiii i, 0,001-10 g/L
e Cloruro SOAICO. ..o, 0,001-15 g/L

0 DEXtrOSa o 0,001-15 g/L
o Fosfato diSOAICO......coveeiii e 0,001-9 g/L

o Fosfato mMonopotasiCo...........ccviiiiiiiiiiiiaean . 0,001-1,5g/L
e Polisorbato Tween 80........coovviii i, 0,001-10 g/L
e Mezcla de inactivadores de amplio espectro............... 0,001-15 g/L

22.- Caldo minimizador del efecto matriz y del antagonismo de la flora acompafante en
alimentos, segun reivindicacion 12, caracterizado porque la mezcla de inactivadores de
amplio espectro consiste en una mezcla sinérgica de Lecitina, Tioglicolato sddico, L-Cystina,

Tiosulfato sédico, Bi-sulfito sédico, Histidina, Tritbn X100-Octoxynol 9 y similares.

32.- Caldo minimizador del efecto matriz y del antagonismo de la flora acompafante en
alimentos, segun reivindicaciones 12 y 23 caracterizado porque es susceptible de ser
dilulido en una proporcién 1:10 y también en una proporcién 1:100 para minimizar ain mas
el efecto matriz y de la flora antagdnica en muestras de alimentos con elevado poder

inhibitorio intrinseco.
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