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RESUMEN

La conservacion de las proteinas de origen animal , representa un reto para la industria
alimentaria, ya que, ademas de asegurar la inocuidad del producto, de igual forma debe
reducir al maximo las pérdidas econémicas que puedan presentarse en consecuencia.!
La presente monografia pretende fundamentar la importancia de nuevas alternativas
para la conservacion de carnes, haciendo uso de bacterias acido lacticas (BAL),
microorganismos habitualmente utilizados como probioticos en diferentes alimentos,
gracias a que poseen mecanismos prometedores en funciones de biopreservacion. Para
ello, la presente revision bibliografica realizada en bases datos de caracter cientifico-
académico tales como Scopus, ScienceDirect, Nature, ELSEVIER, Multidisciplinary
Digital Publishing Institute (MDPI), Pubmed, Taylor and Francis; destaca diferentes
mecanismos, tales como la produccion de acido lactico, acido acético, peréxido de
Hidrégeno, didxido de Carbono, asi mismo la produccion de metabolitos propios, dentro
de ellos las bacteriocinas que utilizadas de forma individual o en conjunto tienen una alta
versatilidad en la industria, agregando el hecho de que dada la naturaleza de estos
compuestos, permite describirlos como sustancias seguras para la salud humana, por lo
tanto, se deduce el uso de las BAL como potentes agentes microbianos ademas de ser

una alternativa alimentaria segura y rentable.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas- bacteriocinas- carne de pollo- Microbiologia

alimentaria- Bioconservantes.



Abstract

The conservation of proteins of animal origin represents a challenge for the food industry,
since, in addition to ensuring the ubiquity of the product, it must also minimize the
economic losses that may arise as a result.1 This monograph aims to substantiate the
importance of new alternatives for meat preservation, making use of lactic acid bacteria
(LAB), microorganisms commonly used as probiotics in different foods, thanks to their
promising mechanisms in biopreservation functions. For this, the present bibliographic
review carried out in scientific-academic databases such as Scopus, ScienceDirect,
Nature, ELSEVIER, Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI), Pubmed, Taylor
and Francis; highlights different mechanisms, such as the production of lactic acid, acetic
acid, hydrogen peroxide, carbon dioxide, as well as the production of their own
metabolites, within them the bacteriocins that used individually or together have a high
versatility in the industry, adding the fact that given the nature of these compounds, it
allows to describe them as safe substances for human health, therefore, the use of LAB
as powerful microbial agents is deduced in addition to being a safe and profitable food

alternative.

Key Words:

Lactic acid bacteria- bacteriocins- meat- Food microbiology- Biopreservative



INTRODUCCION

Colombia es un pais que incluye una importante cantidad de proteinas de origen animal
en su dieta. En los ultimos cinco afios se ha visto un aumento significativo del consumo
de la carne de pollo, especificamente desde el afio 2017, el consumo per capita era de
33 kg/hab y hasta el afio 2019 este consumo pas6 a 36.47 kg/hab 2, en segundo lugar
se encuentra la carne de res con un consumo per cépita de 17.1 kg/afio, seguido por la
carne de cerdo 10.8 kg/hab y por el pescado con 7.7 kg/hab 3; considerando las
estadisticas se afirma que el consumo de estos productos ha ganado terreno en la
canasta familiar de los colombianos; argumentos como la economia, la facilidad a la hora
de su preparacion y los nutrientes que aportan, son prevalentes; sin embargo es vital que
desde la crianza de los animales hasta el consumo final se mantengan estrictas medidas
gue aseguren la calidad del producto. Las proteinas de origen animal se consideran
fuente potencial de contaminacion, por la gran cantidad de patdégenos que se pueden
desarrollar en esta, algunos de los mas representativos son: Escherichia coli, Listeria
spp, Staphylococcus spp, Salmonella spp, entre otros de origen bacteriano, su
importancia radica en el potencial de resistencia que desarrollan estos microorganismos
asi como el riesgo que representa para la salud humana; enfermedades tales como la
listeriosis, salmonelosis, entre otras enfermedades entéricas son en su mayoria
transmitidas por consumo de alimentos, conduciendo a una problematica de salud
publica, no solo en Colombia sino a nivel mundial, entre los alimentos que encabezan la
lista se encuentran la carne y los huevos de aves de corral'. Dada la naturaleza de estos
alimentos, no optan por el calificativo de estériles, sin embargo la vigilancia y las acciones
meticulosas en la industria alimentaria permiten el control para minimizar los riesgos; las
bacterias presentes desde el momento de la crianza de los animales, se pueden
transportar tanto por aire, agua e incluso las superficies, sin dejar de lado el mismo
animal. Sumado a esto, el procesamiento de las carnes, incluyendo los procesos de corte
y mezclado pueden llegar a propagar la contaminacion microbiana, ya sea de origen en

equipos o personal; las superficies como equipos de empaque o ventilacion, sin la



adecuada limpieza pueden convertirse en foco de biofilms que son claramente mas

dificiles de eliminar.?

A medida que la ciencia avanza, la industria alimentaria también lo ha hecho; a lo largo
de los afios se han investigado estrategias en pro de mejorar la conservacion de
alimentos y asi minimizar la probabilidad del desarrollo de las problematicas
anteriormente mencionadas.

Este trabajo pretende investigar el efecto de las bacterias acido lacticas (BAL), un grupo
heterogéneo de bacterias que ha tenido una gran variedad de aplicaciones en la industria
alimentaria, incluyendo, frutas, vegetales, bebidas y por supuesto la carne en sus
variedades,® el crecimiento de estas bacterias se ha descrito cémo Util en prolongar la
vida de los alimentos asi como inhibir los patdgenos en estos, gracias a diferentes
mecanismos propios de estos microorganismos.! Con esta revision bibliografica se
espera tener un impacto a futuro en la industria alimentaria, tanto a nivel de produccion
como a nivel investigativo, ya que por un lado se pretende minimizar los riesgos de
contaminacion en el producto que consecuentemente disminuira los casos de ETA y las
pérdidas economicas por parte de productores, mientras por otro lado se pretende
aumentar el interés hacia este campo de la biotecnologia con todas las aplicaciones que

esta conlleva.

1. ANTECEDENTES

Desde hace décadas el ser humano se ha tomado la tarea de buscar conservantes
adecuados para conservar los alimentos; entre los convencionales se encuentra el uso
de aditivos quimicos, sin embargo en la época actual se ha aumentado la preocupacion
de los consumidores frente a estos, razon por la cual se han investigado algunas otras
metodologias para evitar el dafio en los productos alimentarios. Para comenzar, el
articulo de revision Application of Bacteriocins in the Control of Foodborne Pathogenic
and Spoilage Bacteria, publicado por Galvez et al® en octubre de 2008, describe estudios

gue evidencian el uso de bacteriocinas en los alimentos y propone diferentes estrategias

9



basadas en la adicion de preparados producidos ex situ o en la produccion in situ por
cepas bacteriocinogénicas.

En el estudio Screening of Antibacterial Activity of Lactic Acid Bacteria Against Different
Pathogens Found in Vacuum-Packaged Meat Products en la revista Foodborne
Pathogens and disease en el afio 2009 por Saddams et al®, el cual tiene como objetivo
utilizar cepas BAL productoras de bacteriocinas de diferentes fuentes para controlar e
inhibir patbgenos encontrados en carne cruda y en los productos carnicos envasados al
vacio. Se recolectaron muestras de heces humanas, de verduras fermentadas, de
productos lacteos y de productos carnicos, se realizaron diluciones para el aislamiento
de Lactobacilos, luego se incubaron en ambiente anaerdbico, se utilizaron 12 cepas
patogenas que representan los patdbgenos mas comunes transmitidos por los alimentos
asociados a los carnicos y se mantuvieron en caldo BHI. Los resultados mostraron que
89 aislamientos eran inhibidores de al menos una cepa patdégena, la mayor inhibicion
contra cepas de L. monocytogenes y S. aureus ademas que la mayor actividad
antibacteriana de los aislados de carne fue contra S. aureus mientras que la mas baja

fue contra las cepas de E. coliy Salmonella spp.

El capitulo Main Concerns of Pathogenic Microorganisms in Meat del libro Safety of meat
and processed publicado en el afio 2009 por Norrung et al’, enfatiza la atencion en los
microorganismos transmitidos por alimentos responsables de la contaminacion del 2 al
10% de las carnes rojas, bacteria tales como Salmonella spp, C. jejuni, E. coli, Y.
enterocolitica y E. coli verotoxigénica, son sobresalientes en este sentido, asi como
también cuenta factores geogréficos, climaticos, organismos y procedimientos en estos
productos. Asi mismo destaca la importancia de conocer la cadena de eventos que
conduce a las enfermedades transmitidas por carnicos debido a que involucra a aquellos
animales portadores sanos de los patdgenos que se transfieren a los seres humanos a

través de procesos industriales.

Para el afio 2009, el estudio titulado Effect of microbial cell- free meat extract on the
growth of spoilage bacteria, publicado por Nychas et al®, tenia por objetivo examinar el
10



efecto de extracto de carne sin células microbianas (CFME) derivado de carne
descompuesta en la que se encontraban compuestos de deteccion de quérum sobre la
cinética de crecimiento de los microorganismos Pseudomonas fluorescens y Serratia
marcescens, se utilizé carne de cerdo molida y tejido como control, se colocaron
porciones en bandejas de espuma y se envolvieron con una pelicula de polietileno
permeable al aire, consecuentemente se tomaron paquetes duplicados de cada
temperatura de almacenamiento para el analisis microbiano a intervalos de tiempo, para
permitir la determinacion de la cinética de crecimiento microbiano. Las enterobacterias y
las BAL se inocularon y se realizé conteo de las colonias. Los resultados indicaron que
en todas las condiciones, Pseudomonas spp y B. thermosphacta fueron la bacteria
dominante en la carne de cerdo picada, ademas este tipo de carne a 5 °C dio como
resultado una respuesta QS mas fuerte en todos los tiempos de muestreo en
comparacion con el CFME respectivo de la carne almacenada a 20 °C. Se concluyo que
la tasa de crecimiento de las bacterias del deterioro de la carne in vitro mejoro en
muestras suplementadas con CFME que contienen compuestos QS en comparacion con
las muestras de control. Este comportamiento puede explicar el papel dominante de
estas dos bacterias en el deterioro de la carne. Por lo que esta investigacion permite
tener una vision enriquecedora, demostrando el potencial de los compuestos de
sefalizacion liberados durante el almacenamiento de la carne sobre el comportamiento
de los microorganismos que la deterioran; abarcar estos cambios e interacciones podria

ayudar a controlar la calidad de los céarnicos y permitir extender su vida util.

En el mismo afio, 2009, un articulo titulado Mesophilic and Psychrotrophic Bacteria from
Meat and Their Spoilage Potential in vitro and in beef publicado por Ercolini et al®, tenia
por objetivo describir la diversidad microbiana de bacterias mesdéfilas y psicrotréficas
aisladas de la carne e investigar el potencial de deterioro de los taxones microbianos
identificados tanto in vitro como en chuletas de res envasadas. Para el aislamiento y los
recuentos viables se utilizaron masculos de res y se seleccionaron cepas de Serratia
proteamaculans, Pseudomonas fragi y Carnobacterium maltaromaticum por su actividad

proteolitica. Se concluyd que las diferentes especies microbianas pueden contribuir al
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deterioro de la carne liberando diferentes compuestos volatiles que concurren a la

disminucion general de la calidad de la carne en descomposicion.

Para el aflo 2010, la revision titulada Role of lactic acid bacteria during meat conditioning
and fermentation Peptides generated as sensorial and hygienic biomarkers en el libro
Meat Science, realizado por Fadda et al'®, describi6 los desarrollos significativos en los
cuales las BAL actiuan como bioconservadores, también el papel en la degradacién de
las proteinas céarnicas; asi como las estrategias que utilizan para crecer y sobrevivir en
estos entornos. Finalmente se analizan las caracteristicas mas importantes de las BAL
bacteriocinogénicas y sus bacteriocinas en la proteccion de productos carnicos, de
manera que se demuestra la contribucién que realizan las LAB frente a la calidad y

seguridad alimentaria.

Hacia el mismo afio, un articulo de revision titulado Features and functional properties of
lactic acid bacteria used as biological preservatives of meat processing. Journal of
Agricultural Technology publicado por Olaoye et al'!, informa sobre las caracteristicas y
propiedades funcionales de las bacterias del acido lactico utilizadas como conservantes
biologicos de productos céarnicos. Destaca que las LAB contribuyen al sabor del producto
final a través de la formacién de notables sabores acidos y avinagrados, debido a la
produccion de acidos organicos, este es el factor determinante sobre la vida util, asi
mismo la inhibicion de la flora patégena y de descomposicion también depende de una
rapida y formacion adecuada de estos acidos organicos. Por tal razén las BAL como
probidticos incentivan a la industria no solo a disminuir el deterioro de los carnicos sino

ademas mejoras para los alimentos y la calidad de vida de los seres humanos.

Del mismo modo, el articulo de investigacion Efficacy of washing meat surfaces with 2%
levulinic, acetic, or lactic acid for pathogen decontamination and residual growth inhibition
del libro Meat Science publicado en el afio 2011 por Carpenter et al*?, el cual tenia por
objetivo comparar el acido levulinico con acido lactico o acético para la descontaminacion
de bacterias patdgenas inoculadas en las superficies de la carne y su proteccion residual

contra el crecimiento posterior de bacterias patégenas. Para llevarlo a cabo, se tuvo en
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cuenta modelos como Escherichia coli O157: H7 en ternera, Salmonella en piel de pollo
y panceta de cerdo y Listeria monocytogenes en rollo de pavo. Como resultado el acido
aceético previno el crecimiento residual de E. coli y L. monocytogenes y redujo el nimero
de Salmonella en la piel de pollo por debajo de los niveles recuperables. Como
conclusion de la investigacion, el &cido levulinico no proporcion6 una descontaminacion
tan eficaz como el acido lactico el cual demostr6 una pequefia capacidad
descontaminante en comparacién con el agua, asi como mostré actividad residual para
prevenir el crecimiento de patdégenos. Por consiguiente, el planteamiento anterior,
demuestra la necesidad de reconsiderar la eficacia de los lavados con acidos organicos
en relacién con su capacidad combinada para descontaminar los tejidos de la carne y
posteriormente inhibir el crecimiento de patégenos.

Hacia agosto del afio 2012 un estudio realizado por Rawdkuen et al'3, titulado
Antimicrobial activity of some potential active compounds against food spoilage
microorganisms, en el cual se determind la actividad antimicrobiana de seis compuestos
(acido aceético, quitosano, catequina, acido galico, lisozima y nisina) contra el crecimiento
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria innocua, Yy Saccharomyces
cerevisiae. Para el estudio de estos microorganismos se cultivaron en caldo Mueller-
Hinton, se probaron los agentes antimicrobianos para determinar su inhibicion contra los
microorganismos antes mencionados. Como resultado se observo la lisozima con mayor
actividad antimicrobiana contra L. Innocua y S. cerevisiae, en cuanto a la catequina, fue
muy activa contra E. coli, L. Innocua y S. aureus. S. cerevisiae fue el microorganismo
mas susceptible a la lisozima entre otros, ya que tanto su CMI como su MBC fueron los
mas bajos, sin embargo, la catequina y la lisozima se combinaron en cantidades
iguales; todos los microorganismos probados fueron inhibidos eficazmente. Se concluyo
gue la combinacion de catequina y lisozima pueden proporcionar una barrera funcional
Unica que podria aumentar la vida atil de los productos alimenticios.

Posteriormente, en el mismo afio, 2012, se publicé por Chaves et al'4, el articulo Gas-
producing and spoilage potential of Enterobacteriaceae and lactic acid bacteria isolated
from chilled vacuum- packaged beef, el cual tuvo como objetivo identificar las BAL y las

enterobacterias de la carne de res envasada al vacio refrigerada en mal estado y
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determinar su potencial para causar deterioro del empaque por soplado; adicionalmente
se obtuvieron paquetes no estropeados para aislar bacterias de acido lactico y
enterobacterias probadas por su capacidad para causar deterioro del paquete soplado.
Se demostrd que las poblaciones de bacterias del &cido lactico en el exudado de las
muestras estropeadas y no estropeadas no fueron significativamente diferentes mientras
que el nimero de bacterias del 4cido lactico en la superficie fue significativamente mayor
en las muestras estropeadas en comparacién con las muestras no estropeadas.
Finalmente, los resultados del potencial de deterioro mostraron que el deterioro del
"paquete soplado" era notable después de 7 dias a 15C° y después de 6 semanas a 4C°
para las muestras inoculadas con Hafnia alvei. Por lo tanto esta investigacion permitio
entender la importancia de practicas para comprender las interacciones y factores que
presentan estos microorganismos para desarrollar o mejorar medidas que controlen el

deterioro de los carnicos.

El articulo Antimicrobial Packaging to Retard the Growth of Spoilage Bacteria and To
Reduce the Release of Volatile Metabolites in Meat Stored under Vacuum at 1°C,
publicado en el 2013 por Ferrocino et al'®. El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto del
envasado antimicrobiano en la carne vacuna durante el almacenamiento; para llevar a
cabo el estudio se utilizé solucion antimicrobiana de nisina-EDTA, la actividad
antimicrobiana de la solucion se evalud frente a la cepa indicadora B. thermosphacta
1R2 y se realizo la extraccion de ADN de carne vacuna. Los compuestos volatiles y las
poblaciones microbianas se controlaron después de 0, 9, 20, 36 y 46 dias de
almacenamiento. Brochothrix thermosphacta no pudo crecer durante todo el tiempo de
almacenamiento en muestras tratadas, mientras que los niveles de Carnobacterium spp
en las muestras tratadas estuvieron por debajo del limite de deteccion durante los
primeros 9 dias. Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp no eran afectados por el uso
del envase antimicrobiano y crecieron en todas las muestras. Durante el almacenamiento
de carne de res, se detectaron alcoholes, aldehidos, cetonas y acidos carboxilicos. Se
llegé a la conclusion de que el envasado activo reduce las cargas de poblaciones

microbianas deterioradas Yy la liberacién de metabolitos en el espacio de cabeza de la
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carne de vacuno tienen un probable impacto positivo en la calidad de la carne.

Para este mismo afio, 2013, se publicé un estudio publicado por Yang et al'® titulado
Optical Detection of Meat Spoilage Using Fluorescence Spectroscopy with Selective
Excitation Wavelength, el cual mostr6 el uso de espectros de fluorescencia para
determinar el estado de deterioro en alimentos como la carne. Los espectros FL se
extraen utilizando resolucién de curva multivariante con minimos cuadrados alternos
(MCRALS). El cambio del dinucleétido de nicotinamida y adenina reducida (NADH) se
encontré a partir de los espectros FL medidos y el analisis MCRALS, que refleja el
deterioro microbiano de los alimentos musculares involucrado en los procesos
metabolicos. Este estudio presentd la posibilidad que el cambio de contenido relativo de
NADH determinado por FL puede usarse como "huella dactilar" o criterio de seguimiento

para el estado de deterioro de los alimentos musculares.

Asi mismo, en el 2013, el estudio publicado por Cizeikiene et al'’, titulado Antimicrobial
activity of lactic acid bacteria against pathogenic and spoilage microorganism isolated
from food and their control in wheat bread, el cual tenia por objetivo evaluar la actividad
antimicrobiana de las cepas de Lactobacillus sakei KTUO05-6, Pediococcus acidilactici
KTUO5-7, Pediococcus pentosaceus KTU05-8, KTU05-9 y KTUO05-10 productora de
acidos organicos y bacteriocinas como sustancias inhibidoras para la industria
alimentaria. Esto se logro utilizando un método de ensayo de difusion de pocillos de agar,
en este caso, cepas aisladas de diversas verduras, carne grasas y agua. Se
determinaron actividades antimicéticas frente a Pichia brutonii, Saccharomycopsis
capsularis, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Kluyveromy
cesmarxianus, Candida parapsilosis, Yarrowia lipolytica , Debaryomyces hansenii,
Rhizopus stolonifer, Penicillium expansum, Penicillium chrysogenum, Penicillium
cyclopium, Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Aspergillus versicolor, Aspergillus
tereus. Se concluy6 que los metabolitos de las bacterias del acido lactico (LAB) inhibieron
el crecimiento de bacterias patdégenas pertenecientes a los géneros Bacillus,
Pseudomonas, Listeria y Escherichia en varios grados. En cuanto a los acidos organicos
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y BLIS de LAB muestran actividades fungicidas y fungistéticas contra hongos y levaduras
como Fusarium culmorum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
versicolor, Penicillium expansum, Aspergillus niger, Debaryomyces hansenii y Candida

parapsilosis.

Para el afio 2014, el estudio Formation of biogenic amines and growth of spoilage-related
microorganisms in pork stored under different packaging conditions applying PCA.
publicado por Miaoyun et al'®, tuvo como objetivo investigar la evolucién de aminas
biogénicas y microorganismos relacionados con el deterioro de la carne de cerdo
refrigerada almacenada a 5°C en diversas condiciones atmosféricas. Para llevarlo a cabo
tomaron como muestra lomo de carne de cerdo y por medio de cromatografia liquida se
realizo el analisis; como estandares y reactivos se utilizaron: putrescina, cadaverina,
histamina, tiramina, espermidina, espermina y cloruro de dansilo, hidroxido de sodio,
bicarbonato de sodio, amoniaco acuoso, acido perclérico. Los resultados mostraron que
alrededor del 74,26% de la variabilidad podria explicarse por los primeros componentes
principales analizados por PCA en el envasado en palet, mientras que en el envasado al
vacio y en atmésfera modificada fueron del 85,21% vy el 79,14%. La putrescina y la

cadaverina podrian reflejar la evolucion del deterioro de la carne de cerdo fresca.

También se encontré un estudio publicado en el 2014 por Han et al'®, titulado
Identification of Lactic Acid Bacteria in Pork Meat and Pork Meat Products Using SDS-
PAGE, 16S rRNA Gene Sequencing and MALDI- TOF Mass Spectrometry el cual tuvo
como objetivo realizar analisis bacteriologicos de muestras de productos carnicos de
cerdo para conocer la diversidad de BAL. Para esto, se recolectaron 31 muestras de
carne de cerdo cruda, carne de cerdo semiprocesada y productos de carne de cerdo de
cuatro carnes. Como técnica se utilizé SDS PAGE de proteinas de células completas. El
ADN gendmico se extrajo de cepas bacterianas, se realizo la secuenciacién utilizando
un secuenciador de ADN automatizado. Como resultados se identificaron 216 BAL
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida. Lactobacillus sakei fue el mas

dominante asociado con todas las muestras, independientemente del origen o empaque.
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Las LAB predominantes fueron Lactococcus lactis y Pediococcus pentosaceus en
muestras crudas, L plantarum y L brevis en muestras semielaboradas, y Weissella
viridescens y L lactis en muestras de productos L. plantarum, L. lactis y L. brevis se
encontraron LAB en todos los grupos de muestra. Se concluy6 que las altas cargas de
LAB detectadas en la carne de cerdo son indicadores de busqueda de nuevas estrategias
para reducir la carga microbiana y mejorar la seguridad alimentaria. Acorde a lo
anteriormente expuesto se resalta la importancia de la identificacion de las BAL no sélo
en los productos céarnicos sino en todos los alimentos, ya que son fundamentales para

comprender el inicio del deterioro y asi mismo la prevalencia de esta problematica.

Para el afio 2019, el estudio publicado por Skariyachan?® Biopreservation potential of
antimimicrobial protein producing Pediococcus spp, towards selected food sambles in
comparision with chemical preservaties, tuvo como objetivo demostrar el potencial de
biopreservacion de la bacteriocina Pediococcus en varias muestras de alimentos. El
estudio sugiri6 que Pediococcus spp. Puede ser utilizado como bioconservante, sin
embargo, son necesarios mas estudios para poder estandarizar y confirmar el aumento
de la vida util y sobre todo en qué otros alimentos podria funcionar sin alterar las

propiedades organolépticas de estos.

Posteriormente en el afio 2020, public6 Hernandez et al?! el articulo: Aislamiento y
caracterizacion parcial de una bacteriocina producida por Pediococcus sp 347, de origen
carnico, el cual tuvo como objetivo aislar e identificar la bacteriocina producida por
Pediococcus sp 347, procedente de embutidos crudos curados. Para ello, analizaron su
espectro antimicrobiano y verificaron sus propiedades bioquimicas e inmunolégicas;
pudieron determinar que la totalidad de la microbiota bacteriana esta constituida por
bacterias lacticas, las BAL seleccionadas para el estudio manifestaron actividad
inhibitoria directa, variable y cuantificable frente a diversos microorganismos. El estudio
anterior aporta fundamentalmente al trabajo puesto ya que demuestra como las
bacteriocinas son el mecanismo mas utilizado y 6ptimo para extender la vida util de los

carnicos.
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Para el afio 2021, Pefia et al?? publicé el articulo Aislamiento y purificacion de
bacteriocinas a partir de Lactobacillus plantarum para su uso como conservantes en
carne de res, el cual tenia por objetivo aislar bacteriocinas a partir de Lactobacillus sobre
bacterias patdégenas como Escherichia coli y Listeria monocytogenes. Lo anterior se
realiz6 mediante andlisis a pH, enzimas, temperaturas de refrigeracion, mediante
electroforesis, evaluando la vida Util de las carnes. Se concluyd, el efecto bactericida por
parte de las bacteriocinas en los céarnicos, sin embargo, se observé un cambio en las

propiedades organolépticas a medida del paso del tiempo.

En el mismo afio, 2021, el estudio: Efecto antagonico de bacterias acido lacticas aisladas
de Tocosh sobre Listeria innocua, publicado por Salcedo et al?® tenia por objetivo
determinar el efecto antagonico in vitro de las BAL aisladas de Tocosh frente a Listeria
innocua. Para esto aislaron las bacterias acido lacticas que probablemente se
encontraban en el extracto de Tocosh, se caracterizaron bioquimica y morfologicamente.
Las cepas presentaron efecto antagonico frente a Listeria innocua; pero estas sustancias
se vieron afectadas por la presencia de proteasas como la proteinasa K, proteinasa de
Streptomyces, alfa-quimiotripsina y tripsina. Ademas presentaron una identidad del 98%

a Lactobacillus brevis.

Actualmente, 2022, se publicé una revisiéon por Salazar et al?* sobre las bacteriocinas y
su aplicacién como bioconservante dentro de la industria alimentaria, la cual tuvo como
objetivo estudiar las bacteriocinas y su aplicacion como bioconservante, analizando el
efecto bactericida de la nisina, evidenciando la prolongacion de la vida util, de los
alimentos tratados. También se estudio la capacidad inhibidora in vitro de nuevas
bacteriocinas frente a diferentes microorganismos como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus demostrando un alto espectro de inhibicion.

Se concluyé que las bacteriocinas son una alternativa potencial a los conservantes
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quimicos, para asi aumentar el consumo de ingredientes naturales; sin embargo es

necesario realizar mas estudios para ampliar la variedad de bacteriocinas.

2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Microbiota patégena de carne de pollo

En la carne y sus derivados se pueden encontrar variedad de microorganismos en su
mayoria patogenos para el humano, las bacterias son una clase relevante de
microorganismos que pueden desarrollarse con facilidad en estos productos, dentro de
estos se pueden encontrar Salmonella spp, Campylobacter spp, Yersinia enterocolitica,
Aeromonas, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, entre

otros.?®

Es debido aclarar que esta carne no tiene una microbiota con potencial patégeno de
manera inherente, mas bien la adquiere por contaminacion durante el procesamiento o
de camino a este; esta se presenta como un lugar propicio para el crecimiento de
bacterias, dadas las propiedades que presenta: un pH adecuado, nutrientes ricos en

Nitrégeno, minerales, factores de crecimiento.?®

Dentro de las bacterias anteriormente mencionadas las de mayor relevancia son
Campylobacter spp y Salmonella Spp, sin embargo, cabe resaltar que esto es subjetivo
a cada pais y a las diferentes practicas que se manejan desde la crianza de las aves,

hasta que llegan al consumidor final.?’

Una de las ETA mas comunes que se pueden encontrar, causada por Campylobacter
spp, de naturaleza termdfila, es la campilobacteriosis humana, en su mayoria por
Campylobacter jejuni, sin embargo, se pueden incluir otras especies como Acrobacter o
Helicobacter pullorum. Tanto Salmonella spp como Campylobacter spp son capaces de

invadir los 6rganos internos de las aves y sobrevivir en el ambiente natural de estas, de
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alli la dificultad para eliminarlas a la hora de la coccion causando riesgo de intoxicaciones
alimentarias que son consideradas al dia de hoy como un problema de salud publica
dadas sus implicaciones tanto en la salud como en la productividad.?®

En cuanto a Clostridium perfringens, adquiere importancia a la hora de evaluar los
procesos microbiolégicos convencionales; si bien este patdgeno no causa un dafio
directo, tiene una caracteristica especial, puede causar esporas, una forma de
resistencia, que le permite sobrevivir a temperaturas extremas, para luego poder seguir
con el ciclo de vida natural cuando las condiciones del medio le sean convenientes,
produciendo enfermedades en el huésped posteriormente, a pesar de ello la refrigeracion
se ha presentado como una solucion adecuada para este tipo de microorganismos,
aunque no se puede aplicar la misma solucion para todos; en el caso de Listeria
monocytogenes, se requieren medidas extremas para evitar que lleguen a la etapa de
consumo, dado que esta bacteria presenta altas tasas de morbilidad y mortalidad
relacionada en la mayoria de los casos con la transmision de alimentos, la particularidad
de esta bacteria es la capacidad que tiene de infectar no solo las proteinas sino también
cualquier otro alimento que se encuentre en contacto con ella, por lo que la cadena de
frio no es suficiente, es decir, se requiere de valores limite microbiolégicos realmente

bajos.?®

Escherichia coli no escala al primer lugar de patégenos en carne de pollo, sin embargo,
cuando es capaz de transmitirse al ser humano causa consecuencias que algunas veces
pueden llegar a ser mortales, la cepa de E. coli productora de verocitotoxinas (VTEC),
ha sido identificada como responsable en brotes alimentarios, principalmente en Europa,
EE, UU e Inglaterra; esta es capaz de producir desde sintomas como diarrea hasta
desarrollar patologias como el Sindrome Hemolitico Urémico (SHU) y/o Purpura

Trombocitopénica Trombética (PTT).%0

2.2 Industria alimentaria 'y Salud Publica

En primer lugar es necesario definir las ETA (Enfermedades Transmitidas por Alimentos),

este se considera como un sindrome causado por la ingestién de alimentos y/o agua
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contaminados con microorganismos patdégenos que afectan la salud de un consumidor o
varios a la vez, esto también se debe a causas adicionales como alteracion en las
caracteristicas del alimento (temperatura, humedad, tiempo) que favorecen el

crecimiento del agente etioldgico.

Para entender la gravedad del contexto, en el aflo 2015 se reportan alrededor 600
millones de casos de ETA y 420.000 defunciones a expensas de esta misma, siendo los
paises en desarrollo los que ocupan el primer lugar, dentro de esto los infantes llegan a
ocupar un 40% del total. La diarrea es el sintoma agudo mas frecuente, se estima que
cada afio las enfermedades diarreicas de transmision alimentaria se cobran la vida de
2.2 millones de personas; otras consecuencias del sindrome incluyen insuficiencia renal

o hepatica, trastornos cerebrales artritis reactiva, cancer y muerte.3!

Adicionalmente la importancia de buscar nuevas alternativas se basa en las predicciones
del aumento en la produccion y consumo de carnes en un futuro proximo, especialmente
en los paises en via de desarrollo, donde un desarrollo tecnoldgico insuficiente pone en

peligro la Seguridad Alimentaria.

2.3 Conservacion tradicional de las carnes en la industria alimentaria

De manera general la conservacion de las carnes busca prevenir o retrasar el deterioro
del producto, ademas mantener las cualidades organolépticas de este, asi como reducir
cualquier pérdida econdmica; a través de los afios esto se ha logrado gracias a 3
métodos: control de baja o alta temperatura, reduccion de la actividad del agua o el auso
de aditivos quimicos.®? El uso de Cloruro de Sodio, Nitratos o Nitritos son cominmente
utilizados dada su efectividad, por ejemplo, el Cloruro de Sodio es capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano al aumentar la presién osmética y disminuir la actividad del agua;
ademas la adicion de las sales de Nitrito, eficaces para controlar el color, lipidos u olor y

al mismo tiempo proveer control sobre las bacterias anaerobias.
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Por décadas los métodos anteriormente descritos han sido efectivos, sin embargo, dada
la emergente preocupacion desde la perspectiva de los consumidores, ha cambiado el
criterio frente a estos mismos. Mientras que los procesos de control de temperatura
siguen siendo altamente efectivos no estan exentos de interferir en las propiedades
organolépticas; por otro lado los aditivos alimentarios, han sido objeto de debate en el
altimo tiempo ya que se han estudiado reacciones de nitrosacion secundarias, con
efectos cancerigenos y genotoxicos; aditivos como fosfatos, utilizados usualmente en
procesamiento de carnes han sido descritos como asociados a problemas de salud en
nifios y adolescentes.®®* Ademas cabe resaltar los mecanismos de resistencia
desarrollados por algunos microorganismos frente a mecanismos tradicionales, por
ejemplo, Micrococcus muestra resistencia a altas concentraciones de sal.’* Por
consiguiente es de importancia reducir el uso de aditivos que se identifican como

perjudiciales para la salud.®®

2.4 Bioconservacion en la industria alimentaria

Dados los avances tecnolégicos de todo tipo, incluyendo la industria alimentaria, ya no
se busca solo mantener una Seguridad Alimentaria sino mas bien una modernizacion de
esta, por consiguiente, objetivos como una limpieza sostenible, tecnologia mas rapida,
mayor respuesta frente a un mercado exigente, son algunos de los que se enfrentan los
mercados a nivel mundial; frente a esto, la biotecnologia se presenta como la mejor
respuesta, esta permite la produccién de bioproductos con una ventaja significativa en la
calidad alimentaria promoviendo al mismo tiempo la sostenibilidad de tecnologias
emergentes, dentro de estas se encuentran la aplicacion de microorganismos, plantas,
entre otros para un procesamiento en alimentos. De forma habitual, por afos, en
términos de preservacion alimentaria se han utilizados métodos fisicos y quimicos, que
en parte han sido de utlidad para reducir riesgos, por ejemplo, los nitritos,
particularmente usado en conservacién de carnes para inhibir el crecimiento de bacterias
patégenas ha sido identificado como un factor riesgo para desarrollar cancer gastrico a

largo plazo; actualmente los consumidores se preocupan mas por las caracteristicas de
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los alimentos que consumen, contenidos bajos en sal y azUcar, libre de conservantes,3®

siendo sinénimo de la necesidad de evolucionar en términos de biotecnologia.

Dentro de estas nuevas alternativas se encuentran las bacteriocinas, sustancias
peptidicas, que pueden ser utilizadas en un amplio rango de alimentos como carnes,
productos lacteos, mariscos, verduras, bebidas, etc, sus compatibilidades con estos
ademas de los mecanismos de accion las hacen aptas para ser considerados

herramientas de bioconservacion.3’

2.5 Antagonismo bacteriano

Las bacterias suelen vivir en comunidades y para ello, buscan desarrollar mecanismos
gue les permitan adaptarse, sobrevivir y competir; por lo que se ha prestado importancia

en investigar estos mecanismos, especialmente en la microbiota humana.

Se sabe por estas investigaciones que los microorganismos compiten bien sea por los
recursos requeridos o lo que se conoce como “competencia por interferencia”, donde un
microorganismo inhibe el crecimiento de otro mediante la produccién de diferentes
productos, dentro de estos se encuentran péptidos antimicrobianos, metabolitos, toxinas

proteicas entre otros.38

2.6 BAL cdmo unainnovacion en la calidad microbioldgica.

Las bacterias acido lacticas son un grupo de bacterias Gram positivas, con unas
caracteristicas, morfolégicas, metabdlicas y fisiologicas especiales. Morfoldgicamente

hablando se pueden describir como bacterias en forma de coco o bacilo no formadoras
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de esporas; en un sentido bioguimico se presentan caracteristicas fenotipicas como
catalasa negativa, no productora de citocromos, aerotolerantes, acido tolerantes.3° El
acido lactico como el mayor producto de fermentacion de crecimiento en habitats llenos
de nutrientes leche, carne, vegetales, hacen parte de la flora de la boca, intestinos y la
vagina de los mamiferos.

En cuanto a su clasificacién: Se habla de 4 géneros distintivos: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus. Sin embargo, se puede comprender
alrededor de 20 géneros, dentro de los cuales, los mencionados a continuacion se
consideran los mas representativos; Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcis,
Lactobacillos, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Wissela.*°

Las bacterias acido lacticas pueden ser distinguidas por dos vias de fermentacion del
azucar. Glucalisis: (Via Embden-Meyerhof-Parnas) resulta exclusiva en la produccién de
acido lactico, se conoce como fermentacion homolactica. La via 6-fosfogluconato/ 6
fosfocetolasa resulta en otra variedad de productos como etanol, acetato y CO>

adicionado el 4cido lactico y se conoce como fermentacion heterolactica. .

Un cultivo conocido de microorganismos utilizado para inocular alimentos con el fin de
producir los cambios deseados a través de la fermentacion se conoce como cultivo
iniciador. Las BAL tienen un estado generalmente considerado como seguro y se han
utilizado ampliamente como iniciadores en la conservacion industrial de carnes. Los
cultivos iniciadores mas utilizados son BAL homofermentativos como Lactococcus,
Pediococcus y algunas especies de Lactobacillus que producen acido lactico como el
principal metabolito de carbohidratos dando el sabor caracteristico y el desarrollo del
sabor, asi como la conservacion de los productos carnicos fermentados.4? Se ha
descubierto que el uso de BAL como cultivos iniciadores reduce el tiempo de
fermentacion y mejora la seguridad de la mayoria de los productos alimenticios

fermentados, especialmente en el procesamiento y conservacion de carnes.*?
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2.7 Mecanismos de accién de BAL

La conservacion de alimentos a partir de las BAL, es decir, la inhibiciobn de
microorganismos con potencial patégeno, se da por los productos finales de la
fermentacién, producidos en grandes cantidades gracias a las variedades de
carbohidratos que pueden fermentar, asi como a los cambios de pH a los que pueden
resistir. El &cido lactico, acido acético, perdxido de hidrogeno, y por supuesto las

bacteriocinas.*?

La accién antimicrobiana de estas bacterias se basa en el efecto altamente oxidante del
peroxido de Hidrégeno, capaz de causar la peroxidacion de los lipidos de la membrana
y consecuentemente la destruccion de la estructura de proteinas celulares, por otro
compuestos como el diacetilo es capaz de desactivar enzimas microbianas por bloqueo

o modificacion de la zona catalitica.*3

2.7.1 Bacterias Acido Lacticas Homofermentativas

La acumulacion de acido lactico y otros acidos en un ambiente especifico, se traduce en
una reduccion del pH, atil para causar un efecto inhibitorio en bacterias Gram positivas

como Gram negativas.

La forma no disociada del acido lactico tiene facilidad para penetrar en la membrana
celular, causando la liberacion de iones Hidrogeno y el anion correspondiente de modo

gue ambos iones interfieren e inhiben el crecimiento celular.

2.7.2 Bacterias Acido Lacticas Heterofermentativas
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Por otro lado, el peroxido de hidrégeno, que causa la liberacion de iones hidroxi,
precursores de la peroxidacion de lipidos de la membrana y asi mismo la susceptibilidad

de la célula microbiana en cuestion.

De la misma manera el Diéxido de Carbono (COy»), producto final propio de este tipo de
fermentacion de glucosa; promueve un ambiente anaerobio, acompafiado de un pH bajo,
gue no es propicio para el crecimiento de algunos microorganismos, ya que interfiere en

la integridad de Su pared celular.

2.8 Mecanismos de BAL: Bacteriocinas

Las bacteriocinas de estructura tipo péptido o proteina, tienen un alto efecto bactericida
sobre receptores especificos de la célula, la composicién quimica de estas sustancias es
altamente variada, sin embargo, su modo de accion muy especifico, se ha conocido su
actividad antimicrobiana contra patdbgenos como Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp, todos estos de importancia en la microbiologia

alimentaria.*?

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana y representan un sustituto
potencial de conservantes quimicos, debido a que son producidas en su mayoria por
BAL. El uso de las bacteriocinas como bioconservantes se atribuye a sus caracteristicas
como inhibir numerosos microorganismos patdgenos, su accion en amplios rangos de
pHs y termoestabilidad, proponiendo diferentes aplicaciones de las bacteriocinas en
alimentos, ya sea en forma concertada, en algun sustrato de grado alimentario o
agregando la bacteriocina a un soporte, actuando este como reservorio y difusor del
péptido antimicrobiano concentrado a la comida. La mayoria de las bacteriocinas actdan
sobre la membrana de células sensibles, desestabilizando y permeabilizando mediante
la formacion de canales o poros idnicos que van a dar salida a compuestos como fosfato,
potasio, aminoacidos, ATP, disminuyendo la sintesis de macromoléculas y por

consecuencia la muerte celular (Figura 1).44
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FIGURA 1: Modo de accién de bacteriocinas.

MODO DE ACCION DE BACTERIOCINAS
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Figura 1. Modo de accién de bacteriocinas, Fuente: Propia. Las bacteriocinas son producidas por el género bacteriano
Lactobacillus spp de manera extracelular, cuando se encuentran frente a una bacteria considerada competencia, la
bacteriocina se liga a puntos blanco , posteriormente a la ligacién, la membrana celular pierde su integridad dejando salir
al medio extracelular compuestos vitales cémo K, ATP, entre otros iones ; inhibiendo la sintesis de energia y acidos
nucleicos, por lo que a su vez se produce un fendémeno en donde la bacteria afectada consume sus propias reservas

energéticas llevandola finalmente a la muerte celular.

Las bacteriocinas son un grupo de péptidos antimicrobianos que pueden ser modificados
de forma postraduccional (PTM), de forma general estos péptidos son producidos por un
gran numero de bacterias y arqueas que pueden atacar a cepas similares a las
productoras, al mismo tiempo estas con la ayuda de un gen especifico, codifican una

proteina de inmunidad que confiriendo proteccién frente a sus propios productos. 44

Debido a la heterogeneidad de estos productos, se le ha dado una clasificacion de
acuerdo a las modificaciones anteriormente mencionadas junto con su modo de accion,

asi como se describe en la tabla 1, sin embargo, esta no es una clasificacion definitiva.*

TABLA 1: Clasificacién de bacteriocinas
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Tabla 1. Kumariya R et al 44 . Clasificacion de las bacteriocinas de acuerdo a sus caracteristicas y microorganismos que
la producen .[Internet].2019. Acceso: 26/03/2022. https://doi.org/10.1016/j.micpath.2019.01.002

En pocas palabras las bacteriocinas son sustancias con propiedades especiales que
pueden ser la alternativa ideal para variedad de procesos, incluyendo los industriales
alimentarios, una de estas propiedades es que estas pueden mantener su potencia y

espectro de actividad tanto de forma in vitro como in vivo.*®

De forma in vitro se ha logrado observar que en general la clase | de bacteriocinas, donde
se incluyen lantibidticos y tiopéptidos son mas activos en contra de patégenos Gram
positivos que incluyen Staphylococcus aureus (MRSA), Clostridium difficile, entre otros;
ademas se tiene conocimiento de bacteriocinas modificadas que tienen un alto potencial
contra patdogenos de importancia en la carne de aves cOmo Listeria monocytogenes; para
este ultimo microorganismo también se ha documentado que bacteriocinas de clase Il

como las nisinas pueden ser utilizadas en bajas concentraciones.

Por otro lado, para bacterias Gram negativas se ha observado que bacteriocinas
producidas por este mismo tipo de microorganismos, son efectivas, es decir, son un claro
ejemplo de antagonismo bacteriano, normalmente estas son denominadas microcinas e
incluyen un espectro de actividad contra patbgenos cémo Escherichia coli, Enterobacter,

Salmonella spp, entre otros.

Nisina A, Nisina P, Nisina K, Leucocina A, Pediocina PA-1 y Pediocina AcH son
mencionadas como bacteriocinas eficientes en la aplicacion para industria alimentaria,

especialmente en productos carnicos como la carne de aves (tabla 2).%?

TABLA 2: Aplicacion de bacteriocinas en productos alimenticios.
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BACTERIOCINA MICROORGANISMO OBJETO APLICACIONES
Nisina Listeria monocytogenes Productos carnicos
Nisina Listeria monocytogenes, Staphylococcus Queso riccota, queso Carbement,
aureus quesos frescos, leche fresca, leche
fermentada y leche en polvo
Nisina Brochothrix thermosphacta Productos carnicos que contengan cerdo
Nisina Clostridium tyrobotyricom Queso truyere
Nisina Listeria monocytogenes Pescado fresco, salmén ahumado y
langosta
Pediocina Bacterias acido lacticas Vinos y cervezas
Pediocina AcH Listeria monocytogenes Queso munster
Pediocina AcH Listeria monocytogenes Embutidos de pollo y pollo crudo
Enterocina Listeria monocytogenes Leche fresca
Enterocina Staphylococcus aureus Embutidos céarnicos
Enterocina Listeria monocytogenes Queso manchengo
Piscicolinal26 Listeria monocytogenes Pasta de jamén
Leucocina A Lactobacillus sake Carne
Lactocina 705 Listeria monocytogenes Carne molida
Lacticina 3147 Listeria monocytogenes Queso cottage , Queso cheddar
Tabla 2. Londofio N .Aplicacion de bacteriocinas en productos alimenticios .[Internet].2013. Acceso: 28/02/2022.

http://hdl.handle.net/20.500.11912/1409

2.8.1 Produccion de las Bacteriocinas

La produccion de estos metabolitos depende de factores tales como la actividad de la
cepa productora, asi como el pH y los nutrientes del medio que se proporcionen a esta
misma. Es de gran importancia recalcar la relacion que existe entre el aumento de la
biomasa con la produccion de las bacterias; en la fase de crecimiento se evidencia la
mayor concentracion de metabolitos y esto disminuye al terminar la fase exponencial,
fendmeno que puede ser atribuido a la adsorcion de la bacteriocina a su célula productora

0 a la degradacion por enzimas (Figura 2).
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FIGURA 2: Produccion de Biomasa de BAL y relacion con la produccién de

bacteriocinas.
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Figura 2. Fuente propia .Produccién de biomasa de BAL y relacién con la produccion de bacteriocinas. La grafica describe
el comportamiento estandar de la produccion de bacteriocinas correlacionadas directamente con el crecimiento bacteriano,
siendo la fase exponencial de este donde mayor cantidad de bacteriocinas se puede encontrar en un cultivo y finaliza al
terminar esta bien sea por fendmenos de reabsorcion por parte de células productoras o degradacién enzimatica en el
medio extracelular.

Para realizar estos procesos de forma In vitro, con el fin de una produccion industrial
como es la propuesta de esta revision bibliografica, es necesario realizar cultivos a gran
escala que permitan tener un volumen de biomasa adecuado para asegurar la obtencion
de las bacteriocinas, en este paso es crucial el uso de cultivos ricos en nutrientes, en
general se habla de medios que contengan una fuente rica en Nitrégeno, sin embargo
estas no son las Unicas condiciones interferentes: la temperatura de incubacién, asi
como un pH de 5.5 a 6.0, agitacion, aireacion, entre otras pueden ser Unicas para cada
tipo de bacteriocina, por lo que es importante, elegir un medio de crecimiento adecuado,

asi como sus condicionantes.*?

En primer lugar hay que tener en cuenta que cada BAL, es productor de bacteriocinas
diferentes y cada una de estas puede inhibir a ciertos microorganismos, por lo que para
realizar un protocolo para la produccion del metabolito es necesario saber que BAL

puede estar disponible y cual es el microorganismo blanco, en segundo es importante
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reconocer los nutrientes necesarios para una buena produccion de biomasa, para la
obtencién de una buena cantidad de contenido extracelular, en un comienzo los BAL
muestran un buen crecimiento en agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe). La peptona, el
extracto de carne, el extracto de levadura y la glucosa constituyen la fuente nutritiva ya
que aportan Nitrogeno, Carbono, vitaminas y minerales. El monoleato de sorbitan, las
sales de sodio, magnesio y manganeso proveen cofactores para el crecimiento
bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de algunos microorganismos. El citrato de

amonio actlia como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram negativas.*’

Después el tiempo de incubacién adecuado, se recomienda el calentamiento del cultivo
preferiblemente en un medio liquido, aproximadamente a 70°C, esto para inhibir la
reabsorcion del metabolito y la actividad de las proteasas, que pueden llevar a la
degradacion del mismo, de manera subsiguiente se recomienda la centrifugacion del
cultivo ya que se sabe, en el sobrenadante se debe encontrar la bacteriocina; para evitar
la inhibicion de la accion de la bacteriocina producida por los otros compuestos propios
de las BAL como el acido lactico, es importante la modificacion del pH en el medio, asi

como su posterior filtracion, de esta manera se puede obtener un metabolito purificado.*

2.8.2 Identificacion de las obtencion de bacteriocinas

Dada la naturaleza de las bacteriocinas, se necesitan de metodologias que permitan
asegurar no solo la presencia de estas sino también su efectividad, ya que se busca
estas puedan ser utilizadas como antimicrobianos contra microorganismos de interés en
salud publica, siendo la Salmonella spp y la Listeria monocytogenes los patdbgenos con

mayor incidencia en las ETA.

Se habla de diferentes métodos que pueden ir desde formas automatizadas y sencillas,
hasta algo mas modernas y sofisticadas. Los bioensayos pueden ser una herramienta

util, para determinar el efecto antagonico de este péptido, la CMI (Concentracién Minima
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Inhibitoria) en placa microtituladora es calificada como una buena opcién para conocer
de manera cuantificable el efecto sobre un microorganismo en especifico. La NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standards) cuenta con un manual de
procedimientos para determinar la sensibilidad de microorganismos frente a antibiéticos,
por lo que asumiendo el objetivo de la bacteriocina se pueden realizar modificaciones a
estos ensayos ya establecidos, permitiendo la reproducibilidad de estos mismos.

Sin embargo, los bioensayos no son la Unica metodologia, en la literatura se describen
pruebas moleculares como técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) o
de hibridacion, aunque estas representan un alto grado de sensibilidad, no tienen una

caracteristica cuantitativa, ademas que representa un alto costo para los investigadores.

Por otro lado, las pruebas de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), son
ensayos versatiles que se pueden aplicar a varios escenarios, gracias a su principio de
medicidn colorimétrica por la unién de inmunocomplejos, lo que permite medir cualquier
proteina bajo condiciones dificiles, sin embargo es necesario, el disefio de un ensayo

especifico para tal fin.*3

2.9 Bacteriocinas y su papel dentro de la industria alimentaria

Desde los comienzos de la microbiologia en el siglo pasado se ha tratado de entender
los mecanismos del antagonismo microbiano y la utilidad que este podria tener. En los
afios 90 se empiezan a describir los primeros métodos para hacer uso de las
bacteriocinas a partir de BAL, se habla basicamente de 4 modos: 1) La adicién de un
cultivo puro de Bacterias Acido Lacticas a un alimento, el éxito de esto depende de
controlar condiciones como el pH, temperatura, entre otros, 2) Adiciébn de una
preparacion de bacteriocinas a partir de un cultivo puro, 3) Adicién de sustancias
antagonistas a las bacteriocinas, 4) Agregar una BAAL de naturaleza mesoéfila como

bioprotectora contra cambios de temperatura, por lo que esta se mantendra en la
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concentracion inicial en condiciones de frio, en condiciones de aumento de temperatura

la cepa bioprotectora crecera y competira con las bacterias patégenas. 4

Hoy en dia se sigue indagando acerca del uso de estas sustancias en los alimentos, se
han realizado estudios con la aplicacién de bacteriocinas purificadas o semi purificadas
directamente en el alimento, demostrando ser una buena alternativa al uso de nitritos por
otro lado también se habla de utilizar un producto ya fermentado con la produccion de la
bacteriocina como un ingrediente en un alimento procesado.** Ademas de ser utilizadas
como bioconservantes de manera individual se han realizado diferentes estudios que
buscan potencializar estas moléculas con tratamientos fisicos y quimicos ya utilizados
que lograron incrementar su actividad antimicrobiana.*® Aunque las bacteriocinas tienen
una gran cantidad de ventajas frente a los procesos tradicionales de conservacion, aun
presenta retos a nivel de una produccion industrial ya que no estan reguladas en un

marco regulatorio general y por lo tanto no se han hecho ensayos a gran escala.*®

Las bacteriocinas pueden ser producidas por una gran variedad de bacterias, sin
embargo son de mayor interés, los productos de BAL ya que estos son conocidos como
metabolitos naturales y seguros para el consumo humano con el status de QPS (qualified
presumption of safety), dado que al entrar en contacto con el sistema gastrointestinal son
inactivadas por enzimas tales como la tripsina y pepsina, sin alterar la microbiota de este

mismo, al contrario de los conservantes quimicos tradicionales.

2.10 Resistencia a las bacteriocinas

La resistencia se puede dar de dos formas, natural o intrinseca, o puede generarse como
resultado a la exposicion continua, que se conoce como resistencia adquirida. La
resistencia se puede relacionar con los cambios en la pared y membrana celular, como
alteraciones en el potencial eléctrico, la fluidez, la composicidén y carga de lipidos de
membrana o espesor de la pared celular. Estos mecanismos han sido estudiados en L.
monocytogenes, L. innocua, Streptococcus pneumoniae, S. bovis, en donde se
relacionan cambios como la variacion en la composicibn de acidos grasos de la

membrana y reduccion de la concentracién de fosfolipidos lo que dificulta la formacién
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de poros.*®La efectividad de la bacteriocina puede verse sujeta frente a microorganismos
gue pueden ser sensibles o resistentes o también se encuentra en la literatura etapas en
las cuales el microorganismo en cuestion puede ser mas sensible en ciertas etapas en
su crecimiento que en otras, por ejemplo células de esporas con resistencia a los
metabolitos son sensibles en la etapa de esporulacion; también se menciona la
importancia de identificar estos metabolitos ya que cada microorganismo produce una
bacteriocina diferente caracteristica que puede ser aprovechada en el campo de la
industria alimentaria.*® Ademas, se ha propuesto el uso de mezclas de bacteriocinas para
disminuir la capacidad de resistencia que desarrollan estos microorganismos y mejorar

el potencial de las bacteriocinas.*®

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Fundamentar la importancia de la implementacion de nuevas alternativas para disminuir
el efecto de los microorganismos patdogenos que deterioran la carne de pollo en la
industria alimentaria mediante el uso de bacterias acido lacticas (BAL).

3.2 Objetivos especificos

0

< Describir el efecto de las bacterias acido lacticas, sobre los microorganismos que
deterioran las carnes en la industria alimentaria.
« Justificar cobmo el uso de las bacterias acido lacticas prolonga la vida util o inhibe

los patdgenos de la causantes del deterioro en las carnes.
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< Sugerir un procedimiento con bacterias acido lacticas , que pueda ser incluido
de manera experimental durante el procesamiento de carnes , con el fin de

prevenir su deterioro.

4. DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipo de investigacion

Es una investigacion bibliografica de caracter descriptivo, no experimental que pretende
describir caracteristicas, comportamiento y posible uso de las bacteriocinas producidas
por bacterias acido lacticas sobre los carnicos, con el fin de disminuir el deterioro y

prolongar su vida util.

4.1.1 Nivel o enfoque investigativo

Esta monografia presenta un enfoque exploratorio descriptivo, ya que pretende describir
el comportamiento que tienen las bacteriocinas y otros metabolitos propios de las BAL
como bioconservantes de manera general en los carnicos, haciendo énfasis en la carne
de pollo, proteina de mayor consumo en el pais, con el fin de disminuir su rapido
deterioro. La presente revision bibliografica pretende ampliar el bagaje sobre el tema 'y

asi mismo proponer investigaciones futuras sobre este mismo.

4.1.2 Poblacién objeto de estudio
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En esta revision bibliogréafica se han utilizado un total de 50 articulos, con caracteristicas
en comun, que permiten analizar el tema en cuestidon, asi mismo conferir una opinién

critica y objetiva, la cual serd reafirmada en las conclusiones de la monografia.

4.1.3 Muestra

Los 50 articulos seleccionados cuentan con criterios de inclusion y exclusion, centrados
en el tema base de la busqueda bibliografica, como la descripcion de las BAL,
mecanismos de estas incluyendo las bacteriocinas, las cuales representan el objeto de

estudio.

4.2 Estrategias de busqueda

El trabajo se fundamenta en una revision documental en bases de datos de caracter
cientifico-académico como: Scopus, ScienceDirect, Nature, ELSEVIER, Multidisciplinary
Digital Publishing Institute (MDPI), Pubmed, Taylor and Francis, que aportan
tedricamente y permiten dar una postura critica frente al uso de las bacteriocinas y su
uso en la industria alimentaria, adicionalmente basados en esta revision, se pretende

hacer una propuesta para la implementacion de este bioconservante.

4.3 Criterios de Inclusién y exclusion

Los articulos incluidos debian centrarse en el tema principal: las bacterias acido lacticas,
describir sus caracteristicas, clasificacion, usos, aplicaciones, mecanismos de accion,
destacando la bioconservacion como eje central. Dichos articulos se eligieron después

de validar el texto completo. Se excluyeron aquellos estudios basados en muestras
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diferentes a los alimentos, que no fueran revisiones o estudios cientificos y que

estuvieran publicados en un idioma distinto al espafiol o inglés.

Los articulos se evaluaron mediante una matriz que incluia datos como el nombre de los
autores, el afio de publicacion, el titulo, el objetivo del estudio, la muestra, el mecanismo
de accién y el tipo de bacteriocina utilizada, la metodologia y los resultados obtenidos,
observado en el Anexo 1.

4.4 Hipobtesis

Las proteinas de origen animal ampliamente consumidas en la poblacion, han sido
usualmente conservadas mediante el uso de tratamientos quimicos que representan un
peligro para los consumidores, por ello el uso de BAL y sus mecanismos son una opcion

efectiva, segura y rentable para la bioconservacion de estos alimentos.

5. RESULTADOS

5.1 Uso de las BAL y sus mecanismos dentro de la industria alimentaria

En la revision inicial se encontraron 100 articulos de los cuales 50 fueron incluidos en la
matriz bibliografica teniendo en cuenta los criterios de seleccion para cada estudio. Estos
se realizaron en diferentes tipos de alimentos como frutas, verduras, lacteos (queso,
leche y mantequilla), pescado, salami y pollo. Sin embargo, la mayoria estaban
relacionados con las carnes en 28.6%, (Figura 3) sin discriminacién en cuanto al tipo de
proteina; la carne de pollo es uno de los alimentos con la minoria en los estudios tan sélo
con 9,5%, por lo que si bien en la revision, las carnes son el alimento con el mayor

porcentaje, se requiere que este alimento tome aun mas relevancia a un nivel global y
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especificamente en cuanto a la carne de pollo se refiere; demostrando la importancia de
la investigacion de BAL dentro de esta industria.

FIGURA 3: Alimentos utilizados en estudios con bacteriocinas
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Hay gran variedad de alimentos en los que se han realizado investigaciones, desde
verduras hasta bebidas, incluido vino y cerveza, permitiendo deducir la versatilidad de
estas bacterias para ser consideradas bioconservantes en esta industria, si bien, cada
alimento presenta diferentes caracteristicas fisicoquimicas, asi como organolépticas,
también es amplia la variedad de Lactobacillus encontrados por lo que en un futuro seria
posible encontrar una bacteria especifica para cada alimento y mejorar aiin mas su

conservacion.

Como se ha descrito anteriormente son varios los mecanismos por los cuales las BAL
son excelentes candidatos a bioconservadores, dentro de los mas importantes ,el acido
lactico, el peroxido de Hidrégeno, el Diéxido de Carbono y por supuesto las bacteriocinas,
ya que ademas de proporcionar una proteccion frente a una degradacion natural del
alimento, aumenta sus propiedades organolépticas, siendo un plus para esta industria.
Claro esta que estos mecanismos son empleados por las BAL para competir por los
nutrientes con otros de los microorganismos dentro de un ambiente especifico; en la
revision bibliografica se habl6 en un 69.5% de las bacteriocinas como se muestra en la

Figura 4 demostrando ser especialmente prometedoras como la biotecnologia del futuro

38



dentro de las industrias, no solo por el potencial antimicrobiano que poseen sino por la

seguridad con la que se podrian consumir.

FIGURA 4: Mecanismos producidos por BAL ensayados en productos alimenticios.
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Sin embargo otros mecanismos de estas bacterias tales como el acido lactico con un
10,86% también toman una gran relevancia en estos ensayos, sin dejar de lado otros
compuestos que destacan por su papel dentro de estos, bien sea de manera
independiente o de manera conjunta 6.52%. Desde los afios 60 se han descrito los
mecanismos bactericidas de las BAL, tanto las de naturaleza homofermentativa asi como
heterofermentativa, siendo en la industria alimentaria estas Ultimas de mayor
importancia, dado la produccién de compuestos como acetaldehido y diacetilo, capaces
de intensificar el sabor y olor de los alimentos; desde esta década también se han
descrito bacteriocinas, moléculas que en un principio se pensaban eran principalmente
secretadas frente a otros miembros de la misma familia; hasta la época actual se han
descrito mas de 40 bacteriocinas aisladas de diferentes alimentos, no siendo las Unicas;
en investigaciones recientes se han cultivado cepas mas especificas o0 con
modificaciones productoras de metabolitos especializados, sin embargo, aunque se
conocen sus propiedades no se conocen sus caracteristicas antimicrobianas con
exactitud, se tiene una idea de que estas tienen una mayor capacidad de inhibicion frente
a patdgenos que se vean relacionados, es decir, los Lactobacillus son bacterias Gram

positivas con una mayor eficiencia contra patdogenos de la misma naturaleza, sin
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embargo, esto no quiere decir no pueden ejercer un efecto sobre los microorganismos
Gram negativos, ya que se pueden utilizar tecnologias conjuntas que pueden mejorar la
eficiencia de los productos. Por consiguiente, el utilizar varias sustancias antimicrobianas
de forma conjunta en una apropiada combinacién, aumenta el sinergismo,*® en
consecuencia, el efecto serd aun mayor, adicionalmente el uso de tecnologias tales como
atmésfera modificada, envasados a presion, entre otros, tendran como resultado una

exacerbacion en el resultado esperado.*®

La variedad de bacteriocinas ha ido en aumento conforme se realizan investigaciones
acerca del tema, asi mismo también se han realizado modificaciones, aumentando la
pluralidad disponible de metabolitos, por supuesto, algunas bacteriocinas han sido objeto
de mas estudio que otras (TABLA 3).

TABLA 3: Bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas.

Bacteriocina Microorganismo Productor
Nisina Lactococcus lactis
Pediocina PA-1 Pediococcus acidalactiti /Lactobacillus plantarum WHE
E92
Pediocina JD Pediococcus acidilactici JD1-23
Sakacina A Lactobacillus sake 706
Sakacina P Lactobacillus sake LTH673
Curvacina A Lactobacillus curvatus LTH1174
Mesentericina Y105 Leuconostoc mesenteroides
Plantaricina E/F Lactobacillus plantarum C11
Lactococcina A Lactococcus lactis supsp cremoris
Lactococcina B Lactococcus lactis supsp cremoris 9B4
Lactacina F Lactobacillus johnsonii
Divergicina Carnobacterium divergens LV13
Helveticina Lactobacillus helveticus
Tabla 3. Monroy M, Castro T, Fernandez F, Mayorga L.Bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas .[Internet].2009.

Acceso: 16/03/2022. http://lwww2.izt.uam.mx/newpage/contactos/anterior/n73ne/bacterio.pdf
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La Nisina es nombrada en 37.9% de la revision; es actualmente la bacteriocina de uso
principal como aditivo alimentario, de manera mas especifica se habla de la Nisina E-
234, es la Unica bacteriocina purificada permitida como aditivo alimentario segun la OMS
y la FDA, ademas esta clasificada como sustancia GRAS (Generally Regarded as Safe),
debido a su potencial antimicrobiano, su poca interferencia con propiedades
organolépticas, asi como segura para el consumo humano;*® no obstante no es el Gnico
metabolito con uso comercial, la Pediocina tiene un efecto inhibitorio frente a bacterias
consideradas patdgenas como Listeria o Staphylococcus, que afectan a alimentos tales
como las verduras, carnicos o lacteos. En esta revision la Pediocina fue nombrada en un
34.5%; si bien no tiene el mas alto espectro microbiolégicamente hablando, cuenta con
la capacidad de aumentar significativamente su efectividad al combinarse con otros
péptidos. Bacteriocinas como Sakacina, carnicina, reuterina, macedovicina, plantaricina,
estudiadas en una menor proporcion muestran resultados favorables en los ensayos, por
lo que es necesario entender el papel de estos compuestos dentro de la industria
alimentaria (Figura 5). En el caso especifico de la reuterina, es s6lo producida por
Lactobacillus reutery, aislada del tracto gastrointestinal de personas y algunos animales;
dada su naturaleza no se ha evaluado con exactitud dentro de la industria alimentaria,
sin embargo, lo que llama la atencion de esta bacteriocina es su potencial antimicrobiano
tanto en bacterias Gram negativas, asi como Gram positivas, ademas de levaduras,

hongos y protozoos.>*

FIGURA 5: Bacteriocinas producidas por BAL
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Ademas de demostrar su capacidad conservadora en los alimentos, contrario a un
conservante quimico tradicional las bacteriocinas se inactivan, al menos, por un enzima
proteolitica bien sea de origen pancreatico (tripsina y alfa-quimiotripsina) o gastrico
(pepsina) razon por la cual estos metabolitos bacterianos se consideran sustancias
seguras para ser incluidas como preservantes de los alimentos, ya que al no ser
absorbidos como compuestos activos no causan riesgos relacionados en la salud

humana y ambiental .

Aun cuando este péptido es prometedor, las proteinas de origen animal contienen ciertas
propiedades fisico quimicas que dificultan el uso de aditivos a diferencia de un alimento
liquido, ya que se hace dificil lograr una distribucion homogénea del metabolito, ademas
de que este se puede separar en una fase grasa o ligarse a proteinas que no permitiran

un alto espectro de actividad.*®

5.2. Propuesta de protocolo para el uso de bacteriocinas dentro de la industria
carnica
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De manera general se ha descrito que el uso de bacteriocinas y otros compuestos
producidos por las BAL pueden ser utilizadas de manera IN SITU o EX SITU. La primera
consiste en inocular el alimento directamente con una cepa productora del metabolito,
estos cultivos deben ser capaces de competir con la microflora y producir la bacteriocina
bajo ciertas condiciones de pH y temperatura, asimismo no deben tener impacto en las
propiedades fisicoquimicas y organolépticas del producto, al mismo tiempo se debe la
evitar la presencia de gas y viscosidades en el producto. El método EX SITU , consiste
en afadir la bacteriocina de manera semi purificada o purificada, este método requiere
de mas procedimientos que aseguren su presencia y de igual manera su eficacia
antagonica, la ventaja de estos es mejor distribucion en el alimento y la disminucién del

riesgo de cambiar las propiedades de la proteina.*

En cualquiera de los métodos, es importante tener en cuenta el tipo de alimento en el
gue se desea aplicar la bacteriocina y cual es el microorganismo blanco, en los carnicos,
Listeria monocytogenes sigue siendo un reto, dada su capacidad para sobrevivir a
condiciones de conservacion tradicionales, por otro lado Escherichia coli y Salmonella

spp también son de gran importancia dada su participacion en las ETA.

5.2.1 Protocolo Ex Situ

1. Es importante mantener un cultivo puro de la BAL elegida, preferiblemente varios
cultivos de una misma cepa.
2. La confirmacién de la identidad de la cepa, se realiza acorde a su morfologia,

fisiologia y propiedades bioquimicas, para ello pruebas tales como Simmon’s
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citrato, Indol, Voges Proskauer, Oxidasa y Catalasa son de gran utilidad en este
tipo de microorganismos.

3. Se debe tener en cuenta la cantidad del cultivo, debido a que la cantidad de
metabolitos es proporcional a la cantidad de biomasa.

4. Las BAL, se debe sembrar en un medio MRS a 37°C por al menos 48 horas, al
obtener un cultivo éptimo, es decir, cuando la BAL haya alcanzado su fase
exponencial de crecimiento, es recomendable repicar esta cepa en un caldo de
cultivo.

5. Se recomienda el uso de caldos MRS o BHI para la inoculacion, ya que estos
medios de cultivo permiten un crecimiento 6ptimo del microorganismo.

6. Al alcanzar la fase exponencial de crecimiento en el caldo inoculado, este debe
ser centrifugado a 4000 rpm por 5 0 6 minutos, paso clave para alcanzar la
separacion del sedimento del sobrenadante, en donde se espera se encuentre el
metabolito.

7. Para la obtencion de una proteina semi-purificada se realiza la precipitacion de
las proteinas, con el uso de Sulfato de Amonio, posteriormente a una nueva
centrifugacion el precipitado se separa y se disuelve en una solucion tampon.

8. La solucion obtenida es sometida a procesos de filtrado, bien sea, mediante el uso
de membranas u otras metodologias mas especificas como HPLC, en donde
finalmente se obtendra un extracto de bacteriocina.

9. Este filtrado final debe ser usado para evaluar la actividad antimicrobiana,
mediante un ensayo cuantitativo como el MIC (Evaluacién de la Concentracion
Minima Inhibitoria), ensayo que permite identificar la concentracion minima de la
bacteriocina para inhibir el microorganismo patégeno en cuestion

10. Posterior a evaluar la actividad antimicrobiana se puede realizar la inoculacion del
extracto al alimento de manera directa, o en el empaque del producto que permita

una distribucion homogénea sobre este mismo.

5.2.2 Protocolo In Situ
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1. Es importante mantener un cultivo puro de la BAL elegida, preferiblemente varios
cultivos de una misma cepa.

2. La confirmacion de la identidad de la cepa, se realiza acorde a su morfologia,
fisiologia y propiedades bioquimicas, para ello pruebas tales como Simmon’s
citrato, Indol, Voges Proskauer, Oxidasa y Catalasa son de gran utilidad en este
tipo de microorganismos.

3. Se debe tener en cuenta la cantidad del cultivo, debido a que la cantidad de
metabolitos es proporcional a la cantidad de biomasa.

4. La BAL se debe sembrar en un medio MRS a 37°C por al menos 48 horas, al
obtener un cultivo éptimo, es decir, cuando la BAL haya alcanzado su fase
exponencial de crecimiento, es recomendable repicar esta cepa en un caldo de
cultivo.

5. Se recomienda el uso de caldos MRS o BHI para la inoculacion, ya que estos
medios de cultivo permiten un crecimiento 6éptimo del microorganismo.

6. Para realizar la distribucion del cultivo en el alimento se pueden realizar procesos
de liofilizacion o por atomizacion directamente en este mismo.

7. Pararealizar el seguimiento microbioldgico, es recomendable someter el alimento
con el cultivo iniciador a diferentes condiciones de temperatura y tiempo que
permitan establecer las condiciones Optimas para que las BAL se desarrollen de

una manera eficiente y asi se puedan producir los metabolitos. 6!

En ambas metodologias, es clave, mantener cepas madre en conservacion de esta
manera se asegura que los ensayos tengan reproducibilidad y se evita la mutacién de

las cepas en cada repique, lo que podria desestabilizar el metabolito producido.

6. DISCUSION
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Las bacteriocinas sustancias producidas en su mayoria por BAL, son utilizadas
habitualmente como probioticos dado su efecto beneficioso en el tracto gastrointestinal
humano; desde hace décadas se han utilizado en la industria por la capacidad para
incrementar las caracteristicas organolépticas de los alimentos, causando a la vez un
descenso en el pH inhibiendo la microflora no deseada, ademas de ello es capaz de
producir sustancias antimicrobianas tales como el peroxido de Hidrogeno o el &cido
lactico, entre otros.®® Sustancias seguras para bioconservacibn que no causan
resistencia, como es usual con el uso de antibidticos, situacién que se ha catalogado
como una emergencia a nivel global, esto segun la OPS (2020)>°.

Las bacteriocinas presentan un alcance importante en comparaciéon frente a otros
mecanismos producidos por las bacterias acido lacticas. De la revision realizada, un
76%, tiene alguna relacion con el uso de estos metabolitos en diferentes tipos de
alimentos, en donde su principal objetivo es comprobar el espectro de inhibicion frente a
microorganismos considerados potencialmente patdgenos, contribuyentes a la
incidencia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos; evento especial en Salud
publica, dada las condiciones de un pais como Colombia, donde las industrias no
cuentan con un alto nivel de tecnificacion y avances en cuanto a desarrollos de
biotecnologia, ahora bien esto no significa la falta de investigaciéon en este campo, ya

gue, se puede evidenciar la variedad de estudios en cuanto al tema.

Las bacteriocinas son moléculas candidatas para biopreservacion de alimentos, dada su
procedencia, actividad y amplio rango de aplicacion, sin embargo, se encuentran
diferencias puntuales entre el uso de una bacteriocina para un microorganismo
especifico, tal es el caso de Kumariya et al (2012)*4, quien propone bacteriocinas tales
como nisina, leucocina A, pediocina, mesenterocina, con el objetivo de inhibir al bacilo
Gram positivo Listeria monocytogenes mientras que autores Barcenilla et al (2021)%!
proponen el uso de Nisina o Plantaricina; por otro lado, Sadam y Salam (2009)® proponen
el uso de cepas no solo de origen lacteo sino también de vegetales fermentados y tracto
gastrointestinal humano, en su estudio, no solo se observo una inhibicidn frente a Listeria
monocytogenes, también se observé este fendmeno frente a Staphylococcus aureus,

Salmonella spp y Escherichia coli, todos patdgenos de transmision alimentaria.
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La nisina es actualmente la Unica bacteriocina reconocida como GRAS por la FDA como
conservante en alimentos, como sustentan Sanchez et al (2019), el efecto que tienen
distintos factores fisicoquimicos sobre la actividad de una bacteriocina no sélo tiene el
fin de caracterizarla, sino también sirve para inferir su posible aplicacion industrial, por
ejemplo, las altas temperaturas y las amplias variaciones de pH son, entre otros,
condiciones que debe resistir una bacteriocina para ser utii como potencial agente
inhibidor de microorganismos no deseados. Se ha demostrado eficacia de la nisina frente
a bacterias Grampositivas, particularmente sobre aquellas formadoras de esporas, ya
gue su efecto sobre ellas es el de bloquear sus membranas; también se emplea frente a
Clostridium botulinum y Bacillus cereus, principales microorganismos causales de
intoxicaciones alimentarias. Sin embargo, autores indican que a pesar de que las demas
bacteriocinas no estén avaladas por la FDA, algunas presentan la misma actividad
inhibitoria, tal es el caso de Moreira et al (2002), quien propone a la Pediocina y las otras
cepas de Pediococcus, por su elevada actividad contra especies de Listeria y su
potencial de prolongar la vida util de una variedad de productos que se han estudiado.
Asi mismo, Gonzalez (2012) propone la Plantaricina la cual es termorresistente y estable
a pH acido y neutro, con un espectro de inhibicion alto pero restringido para
microorganismos Grampositivos su blanco molecular al igual que la nisina es la
membrana plasmatica donde forma poros que permiten la salida de iones y otros
metabolitos esenciales. Por otro lado, Rivas et al (2015) proponen en su estudio la
Sakacina la cual se ha estudiado para su uso contra Listeria, también para reprimir el
crecimiento bacteriano no deseado que podria causar viscosidad, mal olor y otros

defectos del producto.

En este orden de ideas, la bacteriocina a utilizar no es el Unico punto de diferencia de
opiniones entre autores, se discute acerca de la mejor forma de aplicacién del metabolito,
es decir, si se utiliza en un cultivo iniciador, se incorpora a un empaque, entre otras
opciones; Chaves et al (2012)*4, propone el uso de Enterobacterias o bacterias acido

lacticas y sus metabolitos en empaques al vacio, demostrando la disminucién en el
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deterioro de las carnes cuando se incluyen estos productos bacterianos, por otro lado
Skariyachan y Govindarajan (2022)* proponen el uso del sobrenadante de forma directa
sobre la proteina mejorando la vida util de los alimentos, ademas de ser eficientes en
comparacién a aditivos quimicos tradicionales; cabe resaltar que se mencionan
condicionantes para el uso de bacteriocinas, por ejemplo, Londofio (2013) menciona la
disminucion en el espectro de inhibicibn cuando se someten a tratamientos tales como
purificacién, concentracion de sobrenadante, entre otros; Moreira et al (2002) indica que
la capacidad de produccion de &cido sulfhidrico por parte de algunas BAL, puede ser

perjudicial, ya que si prolifera en los alimentos, causa su deterioro.

Ahora bien, las variables para dar un uso eficaz a las bacteriocinas, pueden ser
consideradas engorrosas, ya que para lograr llevar a cabo el antagonismo y por lo tanto
la preservacion del alimento se requieren de estudios para cada proceso, se incluye
desde la estandarizacion del cultivo, pasando por curvas de crecimiento, hasta la
seleccion de una metodologia eficaz para la aplicacion final, sin embargo no hay
disimilitud en cuanto a la utilidad de las BAL y sus productos dentro de la industria. Estas
bacterias no son solo utiles para la inhibicién de microorganismos de su misma clase, tal
es el caso de Cizeikiene et al, (2013)!’ donde mencionan la actividad de la pediocina,
gue ademas de inhibir el crecimiento de bacterias del género Listeria, Escherichia,
Bacillus y Pseudomonas, también mostro efecto fungicida/fungistatico sobre hongos y

levaduras.

Notablemente las bacteriocinas han sobresalido, pero, no se pueden obviar, los
mecanismos adicionales de las bacterias acido lacticas, que en conjunto con las
proteinas mencionadas, amplifican su actividad; Hugas M (1998)%, refiere la
biopreservacion de los alimentos gracias a la presencia de cultivos iniciadores
productores tanto de acido lactico como de bacteriocinas; Chaves R (2012)*4, menciona
el sinergismo entre el acido lactico y las bacteriocinas, como resultado las muestras con
la combinacion de los compuestos mostraron un conteo bacteriano significativamente
menor, es decir, una mejor conservacion del alimento, en comparacion con aquellas
muestras que tenian los compuestos por separado o prescindir de ellos, en su defecto.

Auln se desconocen las caracteristicas inmunoldgicas especificas de cada bacteriocina
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sin embargo, Moreira et al (2002) sustenta que algunas bacteriocinas de bacterias Gram
negativas y positivas poseen propiedades antigénicas.

7. CONCLUSIONES

La importancia de buscar nuevas alternativas se basa en el reto de mantener una
Industria alimentaria segura y sostenible, en donde hoy, los consumidores se preocupan
aun mas por la calidad de los alimentos, especialmente en paises en via de desarrollo
donde un progreso insuficiente pone en peligro la seguridad alimentaria, por lo que el
uso de las BAL se presenta como solucion con ventajas significativas frente a técnicas

tradicionales.

Las BAL son microorganismos idoneos para ser utilizados como bioconservantes dentro
de la industria alimentaria, dados los mecanismos de competencia que poseen; debido
a que pueden producir una disminucion del pH, mediante la produccion de &cidos
organicos y peptidos bioldgicamente activos causando a su vez la inhibicion o la
disminucién de microorganismos patégenos que consecuentemente pueden causar el

deterioro de la proteina de origen animal.

Finalmente se plantea un procedimiento haciendo uso de las BAL, de forma tedrica en
donde se espera pueda ser utilizado como base para futuras investigaciones que
pretendan indagar en el campo de la nano y biotecnologia en pro de aportar a la
conservacion de las carnes en la industria alimentaria. Sugiriendo el protocolo de manera
IN SITU con una mayor ventaja de aplicacion ya que requiere menor costo tanto capital

como en personal especializado, sin dejar de ser efectivo.

8. RECOMENDACIONES
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El reto en la implementacion de esta biotecnologia, es la estandarizacion de la
produccién de grandes cantidades de cultivos o la produccién especifica del metabolito
en su defecto; en consecuencia, es l6gico empezar por ensayos a pequefia escala, en
los cuales se deben tener en cuenta aspectos como el crecimiento de la BAL,
microorganismo a inhibir y pruebas que permitan comprobar la eficacia de metabolitos
y/o compuestos. Continuar con el estudio de las BAL amplia la posibilidad de encontrar
nuevas bacteriocinas con un espectro de inhibicion mas alto, con mejores propiedades y
caracteristicas para su aplicacion como bioconservantes, atacando especies altamente
patdgenas, ademas de las ya descritas, que afectan no solo a los carnicos sino a gran
variedad de alimentos.
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