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Introduccién

El manejo inadecuado de productos alimenticios puede traer consigo serias
consecuencias para la salud del consumidor y representar ademas
importantes pérdidas econdémicas. La deficiencia en métodos de
conservacion apropiados y fallas en la cadena de frio sumadas a las altas
temperaturas registradas en paises de clima tropical favorecen la
proliferacion de microorganismos patogenos y alterantes en tiempos muy
cortos. La situacién se agrava al considerar la falta de conocimiento de
normas minimas de higiene y seguridad alimentaria de los manipuladores.

Si bien los factores mencionados anteriormente son de importancia
fundamental en la contaminacion de los alimentos, los hébitos alimenticios
de los consumidores juegan también un rol primordial. En México, un alto
porcentaje de la poblacién adquiere los alimentos que consume a diario en
puestos callejeros de venta al paso que no cuentan con las condiciones
minimas de higiene y seguridad requeridas para la manipulacion de estos
productos.

En el caso de alimentos de origen carnicos se debe considerar ademas otro
importante factor de riesgo que es la contaminacion al momento de la faena.
La falta de cuidado y de normas higiénicas en la manipulaciéon de las canales
fundamentalmente durante el eviscerado, representan un peligro potencial
de contaminacién con microorganismos provenientes del tracto digestivo
(Schoebitz y col., 1990; Biss y Hathaway, 1996).
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Contaminacion De La Carne

El desarrollo de los microorganismos en los alimentos va a depender de
diversos factores, donde algunos son propios del alimento, como la
composicién en nutrientes, la cantidad de agua disponible (ay), el pH, el
potencial de oxido reduccion (Ey), v otros se relacionan con el ambiente en
el cual se encuentra el alimento, como la temperatura y humedad de
almacenamiento y los requerimientos de Oz y/o COs.

La susceptibilidad de los alimentos a la contaminacién y proliferacion
microbiana va a depender de su composicion fisicoquimica y de los
procesos de elaboracion y/o conservacion a los que haya sido sometido. La
composiciéon quimica de la carne fresca la convierte en un excelente
sustrato para el desarrollo de los microorganismos. Aunque se ha sugerido
la existencia de una flora microbiana intrinseca en el tejido muscular del
animal vivo, la mayoria de las investigaciones coinciden en que el interior
del musculo de los animales sanos, sacrificados en condiciones higiénicas es
estéril. Los microorganismos presentes en la carne recién obtenida
proceden fundamentalmente de las heces, piel y visceras del animal. Los
utensilios empleados en la manipulacion de la carne y los propios
manipuladores son los que mayormente provocan esta contaminacion.
También puede ser una fuente importante de contaminacién el agua de
lavado de canal, si no estéa sanitizada (Lawrie, 1985). La carne se considera
alterada cuando los cambios organolépticos la hagan inaceptable para el
consumidor. Las caracteristicas organolépticas alteradas pueden incluir:
cambios en la apariencia, como pérdida de color, desarrollo de olores
extrafios, formacién de mucosidad en la superficie y cambios en el sabor
(Ellis y col., 2002).

Si bien la actividad de las enzimas endogenas durante el post—mortem puede
contribuir con los cambios generados durante el almacenamiento, las
alteraciones organolépticas detectables son, mayormente, el resultado de la
descomposicion y formacion de metabolitos causados por la proliferacion
microbiana. Los principales organismos alterantes pertenecen a los
siguientes géneros: Pseudomonas, Moraxella spp., Psychrobacter spp.,
Acinetobacter spp., algunas Dbacterias acidolacticas 'y  Brochotrix
Termosphacta (Huis in't Veld, 1996; Tu y Mustapha, 2002).
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Ademaéas de flora alterante podemos encontrar también contaminacidén por
flora patogena. La presencia y desarrollo de estos microorganismos no
ocaslonan alteracion de caracteres organolépticos pero representa un gran
riesgo para la salud. Los patogenos reportados méas frecuentemente como
contaminantes en carnes son Listeria monocytogenes, E.coli O157: H7,
Salmonella, Clostridium botulinum, Clostridium  Perfringens, y
Staphilococcus aureus (Schillinger y col., 1991; Tu y Mustapha, 2002).

Las bacterias lacticas: Su Importancia en la preservacion de alimentos.

Las técnicas de conservacion natural de los alimentos basados en procesos
fermentativos con Dbacterias acidolacticas (BAL) fueron empleadas
ancestralmente por el hombre. Sin embargo recién a inicios del siglo XX,
con los avances en los estudios de la microbiologia, se conoci6 el papel
fundamental que algunos microorganismos cumplian en procesos
tecnologicos y de conservacion. El uso de cultivos iniciadores en productos
carnicos crudos es relativamente reciente. En la década del 60 surgieron los
primeros Iniciadores disponibles comercialmente para la preparacion de
embutidos secos. No obstante existen antecedentes del empleo de
microorganismos para la elaboracién de este tipo de productos desde los
afios 20s (Liicke y Hechelmann, 1988).

Los cultivos de BAL actian como conservadores efectivos contra la
proliferacion de patégenos alimentarios y otros microorganismos
indeseables. Aunque la producciéon de acido es el mecanismo primario de
inhibicion (Daeschel, 1989), se ha demostrado que esta inhibicion puede
deberse a la produccion de perodxido de hidrogeno (Hugas, 1994) y/o a otras
sustancias como COs, diacetilo, antibi6ticos, D-isémeros de aminoacidos,
reuterina y bacteriocinas (Klaenhammer, 1988; 1993).

Los cultivos protectores pueden ser descritos como microorganismos
empleados principalmente para la supresion de gérmenes indeseables y que
contrariamente a los cultivos 1iniciadores, modifican escasamente las
propiedades sensoriales del producto (Hammes y Knauf, 1994). Ademas de
la aplicacion directa del cultivo de BAL a un alimento se ha probado también
la aplicacion de sustancias producidas por ellas, como 4acido lactico
(Larpent, 1995; Garcia y col., 1995; Signorini, 2002) y bacteriocinas, ya sea
sintéticas o purificadas directamente de los cultivos microbianos (Martinez,
y col. 2000), en forma de spray (Cutter y Siragusa, 1994, 1996; Castillo y
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col., 1998), inmersion (Mustapha y col., 2002) o mediante la incorporacion
de biopeliculas conteniendo la bacteriocina (Natrajan y Sheldon, 2000a,
2000b; Quintero Salazar, 2001). Estos métodos tienen la ventaja de trabajar
directamente con la bacteriocina purificada evitando asi los problemas de
manejar un cultivo de células vivas en donde seria necesario controlar
factores como la temperatura, tensiéon de oxigeno, inhibicibn por
metabolitos, generacion de metabolitos no deseados y competencia con
otros microorganismos.

Bacteriocinas

Las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas son definidas como
compuestos de naturaleza proteica que muestran actividad bactericida
contra bacterias Gram-positivas y particularmente contra bacterias
taxonoémicamente proximas. Estos compuestos constituyen una clase
heterogénea de metabolitos, ya que muestran grandes diferencias en su
composicién, propiedades bioquimicas, modo de accién, asi como en su
espectro de actividad, ademés no siempre requieren receptores especificos
para ejercer su actividad antimicrobiana y sus determinantes genéticos
pueden situarse en el cromosoma o en plasmidos. Los géneros reportados
como productores de bacteriocinas incluyen a Lactococcus, Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium, Streptococcus, Enterococcus 'y
Bifidobacterium. Se ha sugerido que las bacteriocinas tienen un papel
primordial en la seleccién de la microflora que inicia la fermentaciéon y que
ademas son responsables de la capacidad de las bacterias lacticas para
competir exitosamente con otros microorganismos en ecosistemas no
fermentativos como el tracto intestinal. Algunas bacteriocinas contienen
varias proteinas en su estructura o incluso estas proteinas estan asociadas a
carbohidratos o lipidos. Sin embargo, se sabe que el componente proteico
es esencial para la funcién bactericida de las bacteriocinas, por lo que éstas
son inactivadas por al menos una proteasa. Esta propiedad es interesante ya
que se pueden inactivar por accion de las enzimas gastrointestinales, lo cual
permite considerarlas como seguras, ya que no ofrecen efectos indeseables
cuando son consumidas (Nettles y Barefoot, 1993). Debido a lo anterior, la
produccién de este grupo de compuestos se ha explorado recientemente
como una forma eficiente de reducir poblaciones de microorganismos
indeseables en alimentos.
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En general, la mayor parte de las bacteriocinas producidas por bacterias
Gram positivas ejercen su accion mediante la permeabilizacion de la
membrana plasmatica de las células sensibles. Ademads, la célula productora
se protege a si misma mediante una proteina de inmunidad, especifica para
su propia bacteriocina (Jack y col., 1995). Por el contrario las bacteriocinas
producidas por bacterias Gram negativas (por ejemplo, colicinas) precisan
receptores celulares especificos para ejercer su actividad, habitualmente de
codificacion plasmidica y cuya sintesis estd asociada a la muerte de la célula
productora (Rodriguez Gonzalez, 1999).

Los péptidos antimicrobianos o bacteriocinas producidos por bacterias
lacticas se clasifican en tres clases o grupos de acuerdo a Cintas, 2001:

» Clase |

Constituida por péptidos pequefios estables al calor que contiene
aminoacidos modificados, llamados lantibidéticos. Son péptidos
pequefios, generalmente menores a 5 kDa, termoestables que se
caracterizan por la presencia de aminoacidos no esenciales
(dehidroalanina, dehidrobutirina, lantionina, B-metil-lantionina). Se
sintetizan en forma de prepéptidos, sufriendo modificaciones post-—
traduccionales que originan la apariciéon de aminoacidos modificados.
Se dividen en péptidos de tipo A y tipo B., segln aspectos
estructurales y funcionales (Jack y col., 1995, Cintas y col., 2001).

Dentro de las de tipo A encontramos a la nisina, subtilina, Pepb,
epilacina K7, epidermina, plantaricina C, y algunas otras. Son
moléculas anfifilicas, flexibles y de forma alargada, con 2-7 cargas
positivas netas. El blanco primario es la membrana plasmadtica, en la
que forman poros. En el grupo B encontramos a la mersacidina y
actagardina (Rodriguez Gonzalez, 1999). Son péptidos globulares,
fuertemente anfifilicos, que inhiben actividades enziméticas.
Producen la muerte celular por inhibir la sintesis de la pared celular.
La bacteriocina mejor caracterizada de la clase [ es la nisina. Es
producida por Lactococcus lactis subsp. Lactis. En los Estados
Unidos ha recibido el grado de GRAS (generally recognized as safe,
generalmente reconocida como segura) y esta aprobado su uso como
aditivo por la Food and Drug Administration desde 1988 (Tu vy
Mustapha, 2002). El mecanismo de accion de la nisina se basa su
absorcion e insercion a la membrana con la subsiguiente formacién
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de poros y despolarizacion de la misma. El aumento en la
permeabilidad de la membrana interfiere en el transporte de la
membrana celular e inhibe la produccion de energia y la biosintesis
de proteinas o acidos nucleicos (Mustapha y col., 2002). La nisina
posee un amplio espectro de accion contra bacterias Gram positivas
incluidos Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes, ademas
de prevenir el desarrollo de esporas y de inhibir células vegetativas
de PBacillus spp. v Clostridium spp. (Cintas y col.,, 2001). Las
bacteriocinas de esta clase no so6lo han sido utilizadas en la
preservaciéon de alimentos sino también en aplicaciones clinicas
como en el caso de lacticina 3147 y nisina que pueden prevenir la
mastitis bovina (Ryane y col., 1998).

> Clase I

Son bacteriocinas no modificadas, o no lantibi6ticos, que incluyen
pequefios péptidos estables al calor, divididos en cuatro subclases. A
partir de la caracterizacion de la pediocina PA-1 (pediocin AcH), una
de las mas ampliamente estudiadas (Chikindas, y col., 1993; Ray y
col. 1999; Martinez y col., 2000). Las bacteriocinas de este grupo se
suelen denominan “tipo pediocinas” (Aymerich y col., 1996). Aqui se
agrupan péptidos pequefios (<10 kDa) que no contienen lantioninas,
son estables al calor y su acciéon bactericida se produce por
desestabilizaciéon de la membrana plasmatica de las células sensibles.
Se caracterizan por ser sintetizadas en forma de prepéptido, con un
péptido lider de 12-24 residuos, cuyo sitio de procesamiento se
corresponde con dos residuos adyacentes de glicina. Son usualmente
catidnicas y anfifilicas (Klaenhammer, 1993; Cintas y col., 2001). Se
las divide en cuatro subgrupos a saber:

Clase II a. Las bacteriocinas de este grupo son las que mads interés
han despertado debido, fundamentalmente a que poseen una alta
actividad anti ZListeria (Aymerich y col., 1996; Fimland y col., 1996;
Le Marrec y col.,, 2000). Son producidas por especies de
Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus y FEnterococcus. Se
caracterizan por tener una regiéon en comun YGNGV y un puente
disulfuro en una regién N-Terminal y por su modo de acci6én de
permeabilizacién de la membrana. Las bacteriocinas de esta clase
comparten una alta homologia en cuanto a secuencia de aminoacidos
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(alrededor del 38 al 55%) que es mas pronunciada en el extremo N-
terminal. A pesar de la similitud en su estructura primaria, difieren
enormemente en cuanto a la especifidad del blanco sobre el que
actuan. Estudios realizados con bacteriocinas hibridas que contienen
las regiones N y C-terminal de bacteriocinas distintas, indicaron que
el C-terminal tiene un importante papel en la especificidad del
blanco. Esta region interacciona con la membrana causando la
aparicion de poros ya que es hidrofobica o anfifilica. (Moll, y col.,
1999).

Clase II b. Esta subclase comprende las bacteriocinas cuya actividad
depende de la accion complementaria de dos péptidos
(Klaenhammer, 1993). Estan constituidas por dos péptidos cationicos
diferentes de 25-40 residuos cada uno. La actividad microbiana
requiere la presencia de los dos péptidos, como la Lactococina G que
forma canales selectivos para cationes monovalentes (K*) pero no
para protones, disipando el potencial protomotriz pero no el
gradiente de pH. Las mitades N-terminal son hidrofilicas y forman
hélices alfa anfifilicas, caracteristica estructural que permitiria a los
péptidos formar los poros en la membrana (Moll y col., 1999).

Clase II c. Las bacteriocinas de esta clase reciben el nombre de
“sec—dependientes’debido a que se exportan al exterior celular por
la via general de secrecion (Cintas y col.; 2001). En este subgrupo
se situaron inicialmente bacteriocinas cuya actividad biologica
parecia depender del estado reducido del grupo tiol de la cisteina
(lactococina B). Sin embargo, la oxidaciéon del grupo sulfidrilo no
interfiere en la actividad (Venema y col., 1995).

Se ha propuesto la inclusién de una cuarta subclase, Clase IId, que
agrupa a las bacteriocinas que no concuerdan del todo con las
caracteristicas de los grupos anteriores (Cintas y col., 2001). Aqui
se incluye a la Enterocina LL50 (A y B) producida por E, faecium 1. 50
aislada de embutidos secos fermentados. Esta bacteriocina no
comparte secuencias similares con otras bacteriocinas de la Clase II
y ademéas no requieren de un péptido sefial para su secrecién. Sin
embargo se parecen a la Clase IIb en que sus dos péptidos actian
sinergicamente y son requeridos para una actividad completa de la
EntL.50 (Cintas y col., 1998, 2001).
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» Clase III

Constituida por bacteriocinas de un relativamente alto peso
molecular (> 30 kDa) y sensibles al calor, como por ejemplo,
helveticina J y lactacinas A y B. Los géneros que se han reportado
las produzcan son Lactobacillus v FEnterococcus. Algunas de ellas
son: helveticina J, helveticina V-1829 y lactacinas A y B
(Klaenhammer, 1993; Cintas y col., 2001).

Utilizacion de bacteriocinas en carnes

La produccién de bacteriocinas de amplio espectro de inhibicién contra
otras bacterias acidolacticas de otros géneros es una herramienta
importante para el control de la fermentacion lactica en productos carnicos.
Como ya se ha mencionado, la utilizaciéon de extractos libres de células
presenta muchas ventajas comparado a la utilizacién de cultivos integros ya
que se minimizan cambios de textura y sabor, especialmente en productos
no fermentados. Sin embargo, la utilizacion de cultivos iniciadores con cepas
productoras de bacteriocinas durante el proceso de fermentaciéon de
embutidos fermentados resulta en productos de alta calidad y homogeneidad
ademas de controlar efectivamente a microorganismos patdégenos como
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens y Staphilococcus aureus (Hammes y Knauf, 1994; Kenneally y
col., 1998). El uso de bacteriocinas en el control de patogenos es de
especial interés en productos frescos o minimamente procesados, en donde
la elevada acidificacion resulta indeseable. Listeria monocytogenes 'y
Clostridium botulinum representan el principal peligro en este tipo de
productos ya que la primera crece a temperaturas de refrigeracién y la
segunda forma esporas resistentes a procesos térmicos moderados,
pudiendo luego germinar y desarrollarse con la consiguiente produccion de
toxina en condiciones de abuso de temperatura (De Vuyst y Vandamme,
1994).

Para la aplicacion de cultivos productores de bacteriocinas se deben
estudiar y comprobar fehacientemente sus propiedades como cultivo
iniciador, su desempefio durante los procesos respectivos y la calidad del
producto. Diversos autores realizaron estudios sobre el comportamiento de
cepas potenciales productoras de bacteriocinas en sistemas cdarnicos. Los
trabajos tendientes a controlar Listeria monocytogenes se realizaron
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mayormente utilizando PFediococcus acidilacti; uno de los cultivos
iniciadores mas utilizados en la fabricaciéon de embutidos fermentados estilo
americano (Hugas y Monfort, 1996). Nielsen y col. (1990) observaron una
reduccion de 2.2 log UFC, en los recuentos de Listeria monocytogenes en
lotes de carne fresca inoculadas con una cepa bacteriocigénica de
Pedicococcus acidilacti. Por otra parte, Schillinger y col. (1991)
encontraron que los niveles de L. monocytogenes permanecieron constantes
durante 14 dias en carne molida inoculada con una cepa bacteriocigénica de
Lactobcillus sake, mientras que en la muestra control el patégeno crecio
exponencialmente. Existen diversos reportes sobre la utilizacion de
lactobacilos bacteriocigénicos en embutidos fermentados de tipo europeo.
Hugas y col. (1995) también encontr6 diferencias de 1.25 log en los
recuentos de L. monocytogenes en embutidos secos fermentados
contaminados por una cepa de Lactobacillus sake productora de la
bacteriocina sakacina.

Actualmente varias cepas de Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus,
Carnobacterium y otras, han sido estudiadas exhaustivamente a nivel de
estructura genética, lo que ha permitido esclarecer gran parte de los
mecanismos de acciéon e inmunidad de cepas productoras, mecanismos de
transporte, etcétera. Los avances en esta drea se orientan ademds a la
optimizaciéon de cepas productoras de bacteriocinas de amplio espectro y el
desarrollo de cepas hiperproductoras de bacteriocinas de interés en el
control de patégenos y alterantes alimentarios.
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