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RESUMEN

Los alimentos de origen vegetal estdn a menudo implicados en la aparicién de brotes de
intoxicaciones alimentarias. El control biolégico de los microorganismos patégenos o alterantes
en alimentos vegetales no deja de ser una herramienta interesante, como lo demuestra la intensi-
dad de los estudios realizados en este campo sobre los agentes antimicrobianos producidos por
microorganismos, en especial los conocidos como bacteriocinas, asi como los antimicrobianos
naturales presentes en las plantas y sus aceites esenciales. Los bacteriéfagos son una herramienta
muy interesante para la inactivacién de patégenos en alimentos, como lo demuestra el reciente
desarrollo de preparados comerciales. Los antimicrobianos naturales funcionan mejor cuando
se emplean como parte de la tecnologfa de obstdculos o barreras, pudiendo establecer efectos
sinérgicos con otros agentes antimicrobianos o con tratamientos fisico quimicos.
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ABSTRACT

Vegetable foods are often involved in outbreaks of foodborne illnesses. Biological con-
trol of human pathogenic and food spoiling bacteria in vegetable foods still remains a viable
approach, as shown by the numerous studies published in recent years on antimicrobial subs-
tances from microorganismos, especially the so-called bacteriocins, as well as on plant-derived
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natural antimicrobial compounds and essential oils. Bacteriophages are also a relevant tool for
inactivation of foodborne pathogens, as shown by recent development of commercial phage
preparations. The efficacy of natural antimicrobials can be improved considerably if they are
used as part of hurdle technology, since they can act synergistically with other antimicrobials
or with physico-chemical treatments.
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1. INTRODUCCION

Las estadisticas sobre incidencia de intoxicaciones y toxiinfecciones asociadas
al consumo de alimentos nos indican que debemos mantener una alerta constante
para garantizar la seguridad de los alimentos que consumimos (Berger et al., 2013;
Braden y Tauxe, 2013; Lynch et al., 2009). El control de los microorganismos es uno
de los principales retos de las industrias alimentarias, que deben invertir un esfuer-
zo importante en el empleo de sistemas de conservacién de los alimentos, higiene,
procesado y control de puntos criticos. Los consumidores prefieren incluir en su
dieta alimentos frescos, crudos o minimamente procesados. Sin embargo, se trata
de alimentos con una vida ttil limitada a menos que se mantengan congelados o
refrigerados, y que pueden constituir un riesgo para la salud si no se conservan de
forma adecuada. La alteracién de los alimentos o sus materias primas provoca graves
pérdidas econdémicas en el sector agroalimentario a nivel mundial. Los alimentos de
origen vegetal cada ver destacan mds por su implicacién en la aparicién de intoxica-
ciones o toxiinfecciones alimentarias.

2. MICROORGANISMOS PATOGENOS Y ALTERANTES EN ALIMENTOS
VEGETALES

2.1. Alimentos vegetales crudos

Los alimentos vegetales crudos, preparados y listos para consumo (tales como
brotes de alfalfa o de soja, o bien mezclas de vegetales troceados para ensaladas,
col, lechuga u otros vegetales troceados) presentan una gran demanda en el merca-
do alimentario, ya que son considerados alimentos saludables que requieren poca
elaboracién. Pueden contener microorganismos patégenos de diverso tipo (p. ej.
Listeria monocytogenes, Escherichia coli enteropatégena, Salmonella....), muchos
de los cuales pueden sobrevivir o multiplicarse durante los procesos de distribucién
tras la recoleccion (Beuchat, 2002; Burnett y Beuchat, 2000, 2001; Lynch et al., 2009).
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Para su preparaciéon y procesado, este tipo de alimentos son sometidos con
frecuencia a procesos de lavado con soluciones desinfectantes. Sin embargo, parte
de los microorganismos no son eliminados en el lavado, y sobreviven protegidos en
estomas, lamelas y otras zonas menos expuestas del vegetal. Durante su procesado, el
riesgo microbiolégico aumenta considerablemente tanto por contaminacién cruzada
como por las operaciones de corte y manipulacién, alterando las barreras naturales a
la penetracion de los microorganismos a los tejidos del vegetal y liberando nutrientes
que favorecen su proliferacién.

Para su venta al consumidor, este tipo de alimentos generalmente son enva-
sados en recipientes con una baja permeabilidad a los gases. Debido a la actividad
metabdlica de las células del vegetal y de los microorganismos presentes se crea
una atmésfera de CO2 y se reduce la tensién de oxigeno. Este ambiente, junto con
el almacenamiento en frio, inhibe el crecimiento de muchos microorganismos. Sin
embargo, muchos patégenos crecen o sobreviven en atmoésferas modificadas bajo
condiciones de refrigeracién. Asi mismo, el ambiente anaerobio permite el desarrollo
de anaerobios estrictos (Clostridium botulinum), y el abuso de temperatura (bien en
los puntos de venta, durante el transporte a casa, o en los refrigeradores domésticos)
favorece el crecimiento microbiano.

2.2. Zumos de frutas

Los principales agentes implicados en brotes infecciosos por consumo de zu-
mos han sido E. coli O157:H7, Salmonella sp., y Crystosporidium parvum (Burnett
y Beuchat, 2000, 2001; Tribst et al., 2009). Entre los principales microorganismos
alterantes destacan Alicyclobacillus acidoterrestris, bacterias lacticas, levaduras, y
en menor medida mohos y bacterias acéticas. Ademads de los problemas asociados a
los zumos tradicionales, se observa un interés creciente por zumos de frutas exdticas
debido a los compuestos con propiedades funcionales o bioactivos que contienen
(Vieira et al., 2000; Rosso et al., 2008). Las alteraciones de los zumos pueden provocar
provocando pérdidas millonarias en el sector (Dijksterhuis 2007). Por otra parte, los
zumos y concentrados de frutas se utilizan como ingredientes de una gran variedad
de alimentos y bebidas, incluyendo alimentos funcionales y/o probiéticos, por lo
que deben tener una calidad microbioldgica 6ptima. También es muy importante el
mercado mundial de purés de frutas, principalmente como materias primas para la
elaboracién de zumos, mermeladas, y en pasteleria.
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El pH dcido de los zumos de fruta es una barrera natural frente a la proliferacién
y supervivencia de microorganismos patégenos. No obstante, las bacterias adaptadas
al estrés por acidez no sélo pueden sobrevivir en los zumos (como es el caso de E.
coli y Salmonella) sino que muestran ademds una capacidad de supervivencia incre-
mentada a las condiciones acidas del estémago, aumentando el riesgo de infeccién.
Ademds, muchos zumos de frutas (como sandia, melén, o muchos zumos de frutas
exoticas tienen un pH suficientemente elevado para permitir la supervivencia y el
crecimiento de los patégenos (Cobo Molinos et al., 2008; Tribst et al., 2009). Aunque
no se ha descrito ningtin brote de listeriosis asociado al consumo de zumos, L. mo-
nocytogenes puede crecer a temperaturas entre 10 y 30°C en una variedad de zumos
y jugos de frutas (como melén, sandia, papaya o caqui; Caggia et al., 2009; Penteado
and Leitao 2004b; Uchima et al. 2008; Cobo Molinos et al., 2008). Recientemente, se ha
descrito que Cronobacter sakazakii (una bacteria que provoca graves infecciones en
recién nacidos, pero también en nifios y adultos inmundeprimidos) también puede
crecer en diversos tipos de zumos (Beuchat et al., 2009).

Entre los microorganismos alterantes de zumos se reconocen tres grupos: bacte-
rias aciduricas, mohos y levaduras. Las bacterias del dcido ldctico (BAL), especialmente
especies de Lactobacillus y Leuconostoc, son reconocidas como unas de las principales
causantes de alteraciones en productos dcidos. Pueden generar metabolitos como el
diacetilo o el acetil metilcarbinol que dan sabores similares a mantequilla. También
producen ldctico, acético, férmico, etanol, CO2, acroleina, polisacdridos, y aminas
biégenas (Jay y Andersn, 2001). Aunque la presencia de BAL es mds frecuente en los
zumos no tratados (Oliveira et al., 2006a), la recontaminacién de los zumos pasteriza-
dos durante las operaciones de llenado es también un problema importante, debido
a fallos en la limpieza de los equipos. Propionibacterium cyclohexanicum ha sido
aislada de zumos alterados, y es capaz de crecer en zumo de naranja, pifia y tomate,
y de sobrevivir a la pasterizacién (Kusano et al., 1997; Walker y Philips, 2007).

Las bacterias formadoras de endosporas representan un problema debido a la
suspervivencia de las endosporas a los procesos de pasterizacién. A. acidoterrestris
es la principal bacteria aciddéfila de interés como alterante de zumos, confiriendo
un sabor medicinal o fendlico debido a la produccién de guayacol (Yamazaki et al.,
1996; Silva and Gibbs, 2001). Clostridium pasteurianum es otra bacteria que puede
ocasionar problemas en zumos pasterizados, debido a su capacidad para crecer en
zumos y purés de tomate, pera, manzana o melocotén, generando gases (H2 y CO2)
que provocan el hinchamiento de los envases, y alterando severamente el sabor y
olor del producto (debido a la produccién de butirico). Otras bacterias formadoras
de endosporas, como C. butyricum, Thermoanaerobium thermosaccharolyticum y
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Bacillus coagulans pueden provocar alteraciones en zumos de tomate y otros pro-
ductos 4cidos. Geobacillus stearothermophilus causa alteraciones en zumos cuando
la temperatura ambiente es elevada, como en las regiones tropicales.

Algunos actinomicetos pueden actuar como alterantes de zumos, como en el
caso de Streptomyces griseus (Siegmund and Pollinger-Zierler 2007), demostrando su
capacidad de crecimiento en zumos de manzana y la produccién de olores anémalos
debido a los metabolitos que liberan (como geosmina y otros). Las esporas de Strep-
tomyces, aunque mucho menos resistentes que las endosporas bacterianas, pueden
sobrevivir a los tratamientos de pasterizacion.

Entre las levaduras alterantes, destacan las species de Saccharomyces, Dekkera,
Kloekera, Torulaspora, Rhdotorula, Candida y Zygosaccharomyces. Z. bailii es una de
las principales causas de alteracion de los zumos de frutas ((Tribst et al., 2009; Pitt and
Hocking, 1999; de Souza Sant”Ana et al., 2010). Algunas especies de Candida recon-
taminan con frecuencia los zumos pasterizados. Algunas cepas son extremadamente
resistentes a los conservantes como el sérbico o el benzoico. Las levaduras son capaces
de crecer a pH dcido y baja temperatura, y pueden provocar diversas alteraciones tales
como produccién de gas, turbidez, sedimentos, floculacién o separacién de fases debido
a los efectos de las enzimas que liberan sobre las pectinas (Pitt and Hocking, 1999; Jay
and Anderson, 2001). Algunas especies de hongos (Byssochlamys, Neosartorya, Eu-
penicillium y Talaromyces) también pueden provocar alteraciones si existen pequefias
cantidades de oxigeno en el medio que permitan su crecimiento. Las ascosporas de
estos hongos son termorresistentes, lo que facilita su persistencia tras la pasterizacion.

2.3. Alimentos vegetales precocinados

El consumo de alimentos precocinados minimamente procesados ha incremen-
tado notablemente en una sociedad donde cada vez se dedica menos tiempo a la
preparacion de la propia comida. Muchos alimentos precocinados listos para consumo
se preparan mediante coccién suave (65-95°C), siendo con posterioridad almacenados
bajo refrigeracion para prolongar su vida ttil. Las células vegetativas son eliminadas
durante el tratamiento térmico, pero las endosporas que sobreviven pueden germinar
bajo condiciones adecuadas. La abundancia de nutrientes, la ausencia de microbiota
competitiva, y el bajo contenido en conservantes de estos alimentos permite el creci-
miento de microorganismos psicrotrofos durante su almacenamiento en condiciones
de refrigeracién. La interrupcién en la cadena del frio, o el abuso de temperatura son
también causa comun de alteracion por este tipo de microorganismos. Entre los mi-
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croorganismos formadores de endosporas predominantes en alimentos precocinados
refrigerados como los purés de verduras destacan las especies Bacillus macroides, B.
maroccanus, B. cereus, Paenibacillus amylolyticus, y P. polymyxa (Guinebretiere et
al.,, 2001). Se considera que B. cereus y C. botulinum son las principales bacterias de
riesgo en alimentos precocinados (Carlin, 2000).

2.4. Alimentos fermentados

Los alimentos fermentados rara vez constituyen un riesgo para la salud desde el
punto de vista microbiolégico ya que los microorganismos patégenos son desplazados
del ambiente durante la fermentacién. No obstante, existen riesgos considerables de
alteracion, siendo las refermentaciones las mds frecuentes, por lo que la mayoria de
estos productos son sometidos a tratamiento térmico antes de su puesta en venta
(Abriouel et al., 2011).

3.LOS BIOCONSERVANTES NATURALES COMO BARRERAS PARA MEJORAR
LA CONSERVACION DE LOS ALIMENTOS

Los bioconservantes se definen como agentes de origen natural que, gracias a su
actividad antimicrobiana, permiten inactivar a los microorganismos en los alimentos,
mejorando su seguridad e incrementando su vida 1itil a la ver que permiten reducir
la adicién de conservantes quimicos. Los bioconservantes se aplican a menudo como
parte de la tecnologia de barreras, en la que la eficacia de los tratamientos combi-
nados se ve claramente incrementada. Muchos bioconservantes han sido ensayados
en combinacién con conservantes quimicos y también en combinacién con métodos
térmicos o con métodos no térmicos como las altas presiones, la luz ultravioleta, o
los pulsos eléctricos. La combinacién de bioconservantes con tratamientos por alta
presion hidrostatica ofrece una serie de ventajas en el caso de los alimentos de origen
vegetal, ya que las altas presiones apenas tienen efecto sobre las propiedades organo-
lépticas y el valor nutricional de los alimentos. Ademds, al aplicarse sobre el producto
envasado, se evita el riesgo de posterior contaminacién cruzada.

3.1. Bacteriocinas y bioconservacion de alimentos

Las bacteriocinas son compuestos bacterianos de naturaleza proteica y sintesis
ribosémica, primarios o modificados, que tienen un espectro de accién bactericida
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relativamente estrecho sobre razas de la misma especie o de especies relacionada (Jack
etal., 1995). La produccién de bacteriocinas por bacterias del dcido ldctico (BAL) y su
utilizacién como bioconservantes ha despertado un enorme interés en las dos tiltimas
décadas, siendo numerosas las bacteriocinas estudiadas (como la nisina, pediocina
PA-1/AcH, lacticina 3147 y otras). En la actualidad existe una amplia experiencia
sobre las posibilidades y limitaciones que ofrecen las bacteriocinas para su aplicaciéon
como bioconservantes en alimentos (revisado por Cleveland et al., 2001; Deegan et
al., 2006; Gélvez et al., 2007, 2008, 2010, 2011a, 2011b; Abriouel et al., 2010).

Entre las mdltiples bacteriocinas descritas destaca la nisina, que estd autoriza-
da como bioconservante (E234) en mds de 50 paises (Delves-Broughton et al., 1996;
Thomas et al., 2000). La enterocina AS-48 también es una bacteriocina interesante.
Se trata de un péptido ciclico con potente actividad antimicrobiana cuya estructu-
ra, determinantes genéticos y modo de accién son bien conocidos (Maqueda et al.,
2004) La actividad de esta bacteriocina frente a bacterias patégenas o alterantes en
alimentos de origen vegetal (vegetales crudos, zumos de frutas, alimentos preparados,
productos enlatados...) sola 0 en combinacién con otros antimicrobianos (incluidos
aceites esenciales y sus componentes bioactivos) y tratamientos fisico-quimicos (calor,
pulsos eléctricos) ha sido ampliamente estudiada por nuestro grupo de investigacion
(revisado por Abriouel et al., 2010; Grande et al., 2014).

Las plantaricinas son un conjunto de péptidos antimicrobianos producidos por
Lactobacillus plantarum. La mayoria de los estudios realizados se han centrado en
la aplicacién de cepas productoras de plantaricinas como cultivos protectores en
alimentos fermentados. La cepa L. plantarum 2.9 (aislada por nuestro grupo a partir
de cereales fermentados) produce una fuerte actividad inhibidora frente a B. cereus,
E. coli y Salmonella (Sdnchez Valenzuela et al., 2008).

Las bacteriocinas producidas por especies del género Bacillus, aunque mucho
menos conocidas, muestran un alto potencial para su aplicacién en alimentos, hasta
ahora inexplorado (Abriouel et al., 2011). La mersacidina es el lantibiético de menor
tamafio conocido, siendo activa frente a diversas bacterias Gram-positivas de inte-
rés en alimentos como B. cereus, L. monocytogenes, Leuconostoc, Pediococcus, y S.
aureus (incluyendo cepas resistentes a meticilina) (Barrett et al., 1992). Aunque este
péptido antimicrobiano se produce a escala comercial, no se ha estudiado atn su
posible aplicacién en alimentos

La adicién de bacteriocinas potencia los efectos de las altas presiones (Hugas
et al.,, 2002; Géalvez et al., 2007, 2011; Black et al., 2007). Nisina y lacticina 3147 incre-
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mentan la inactivacién de L. monocytogenes y S. aureus por alta presién hidrostatica
(APH) en lacteos (Morgan et al., 2000; Arqués et al., 2005). El tratamiento por APH
sensibiliza a bacterias Gram-negativas a la nisina (Kalchayanand et al., 1994; Ponce et
al., 1998; Garcia-Graels et al., 1999; Masschalck et al., 2001; Garriga et al., 2002; Black
et al., 2005). La enterocina AS-48 incrementa el efecto de APH frente a Salmonella en
fuet (Ananou et al., 2010). La combinacién de bacteriocinas como nisina o pediocina
y APH incrementa la inactivacién de las endosporas bacterianas (Capellas et al.,
2000; Stewart et al., 2000; Kalchayanand et al., 2003; Lopez Pedemonte et al., 2003;
Black et al., 2005) o inhiben su posterior crecimiento en productos cdrnicos o lacteos.
A pesar de las investigaciones realizadas en productos lacteos y cdrnicos, el efecto
de los tratamientos combinados bacteriocinas/ APH en alimentos vegetales apenas
ha sido estudiado.

3.2. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (como el de orégano, tomillo y otros) y sus compuestos
bioactivos (como carvacrol, timol, eugenol, etc) son ampliamente reconocidos por
su actividad antibacteriana y antifiingica ademads de antioxidante, y se adicionan en
determinados alimentos para conferir sabor (Burt, 2004; Tiwari et al., 2009). Su acti-
vidad frente a las endosporas bacterianas en proceso de germinacién es reconocida
(Chaibi et al., 1997; Burt, 2004; Juneja y Friedman, 2007; Hernédndez-Herrero et al.,
2008). También pueden potenciar la actividad antimicrobiana de bacteriocinas como
la enterocina AS-48 y otras (Gdlvez et al., 2007; Cobo Molinos et al., 2008, 2009), y de
los tratamientos no térmicos como pulsos eléctricos y altas presiones (Pol et al., 2001;
Karatzas et al., 2001; Vurma et al., 2006; Somolinos et al., 2008). A modo de ejemplo,
la adicién de citral o tert-butil-hidroquinona increment? la eficacia de APH frente a
L. monocytogenes, E. coli y S. cerevisiae. El potencial uso que ofrece esta gama de
productos naturales no ha sido suficientemente explotado, debido al impacto que
tienen sobre las propiedades organolépticas de los alimentos cuando se emplean solo.
Sin embargo, en tratamientos combinados pueden incrementar la inactivacién de los
microorganismos a concentraciones mucho mads bajas.

3.3. Bacteriofagos

Los bacteriéfagos son virus que atacan a las bacterias (Abedon, 2011). Estdn
ampliamente distribuidos por la naturaleza, en la que juegan un papel importante
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en el control de las poblaciones bacterianas de forma natural. Los bacteriéfagos son
altamente especificos, tanto a nivel de especie como de cepa, lo que hace que tengan
poco impacto sobre el resto de las poblaciones microbianas de los alimentos. Ademas,
son considerados como seguros ya que no atacan a células eucariotas. La EFSA ha
dictaminado que determinados preparados a base de bacteriéfagos carecen de efectos
toxicos para la salud humana. El interés por los bacteriéfagos ha llevado al desarrollo
comercial de preparados seleccionados por su especificidad frente a las especies de
bacterias patégenas mds relevantes transmitidas por alimentos vegetales (Abedon,
2011; Pérez Pulido et al., 2016). Muchos preparados han dado buenos resultados en
alimentos vegetales para la inactivacién de E. coli (Abuladze et al., 2008; Boyacioglu
et al., 2013; Ferguson et al., 2013; Viazis et al., 2011), S. enterica (Kocharunchitt et
al., 2009; Pao et al., 2004) y L. monocytogenes (Leverentz et al., 2004; Oliveira et al.,
2014). Los preparados desarrollados son activos frente a un ntimero elevado de cepas
de la especie correspondiente, lo que dificulta la aparicién de cepas resistentes. No
obstante, es necesario mantener una buisqueda activa de bacteriéfagos para rotar
las preparaciones que se usan de forma masiva y de ese modo evitar una posible
adaptacion de la poblacién bacteriana. Los preparados comerciales existentes en el
mercado se recomiendan para la desinfeccion de materias primas, productos listos
para consumo, asf como de industrias de procesado de alimentos.

4. CONCLUSIONES

El riesgo de transmisién de microorganismos patégenos a través de los alimentos
de origen vegetal ha renovado el interés de la comunidad cientifica por los métodos
de bioconservacion. Los estudios sobre aplicacién de bacteriocinas en alimentos
vegetales son bastante extensos, aunque de momento solo la nisina estd autorizada
como bioconservante alimentario. Los aceites esenciales y sus compuestos fenélicos
activos pueden encontrar aplicaciones interesantes en aquellas condiciones en las
que no comprometan las caracteristicas organolépticas de los alimentos. Los bacte-
ri6fagos se presentan como una herramienta prometedora alternativa y segura para
la eliminacién de patégenos, y su aplicaciéon despierta menos inconvenientes desde
el punto de vista normativo en comparacién con otros métodos de conservacién. Los
efectos sinérgicos de los bacteri6fagos con otros antimicrobianos son un campo en el
que todavia se han realizado escasos estudios.
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