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Los microorganismos son seres vivos 0 sistemas biologicos que solo pueden ser
apreciados por el ojo humano a través de un microscopio. A diferencia de las
plantas y animales, éstos estan dotados de propiedades individuales con una
organizacion biologica elemental; en su gran mayoria son de tipo unicelular, pero
también existen los organismos de tipo cendéticos compuestos por células
multinucleadas o incluso multicelulares. Los microorganismos estan representados
por cuatro grupos: bacterias, protozoos o también llamados protozoarios, hongos y
algas.

Hacer clasificaciones sobre microorganismos buenos o malos carece de
sentido real, puesto que todos participan en el reciclaje de las moléculas del mundo
organico asi como en la conservacion de una parte de la ecologia; de tal forma que
son indispensables preservar la vida como la conocemos actualmente.

En la industria bioquimica (alimenticia, farmacéutica, biotecnologica, etc.) los
microorganismos son utilizados de manera recurrente; esto debido a que pueden
producir compuestos de alto valor agregado por vias mas sencillas o econémicas
que empleando las técnicas quimicas usuales. En otros casos, los microorganismos
son cultivados por su valor intrinseco, como es el caso de la levadura empleada en
la panaderia; sin embargo, la mayoria de los casos se basa en la blsqueda de una
sustancia que sea producto de su metabolismo, tal como en las industrias vinicolas
0 cerveceras.

De estos microorganismos, las Bacterias Acido Léacticas (BAL), han sido
empleadas a lo largo de la historia para mdltiples procesos. Sus diversas
aplicaciones hacen de estas bacterias una importante area de estudio tanto para
investigadores como estudiantes de distintos grados.
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2 Introduccién

En este libro se presentan tanto los fundamentos como los avances recientes
en torno a las BAL. Cada uno de los capitulos aqui presentados es redactado por
grupos de investigadores lideres en el tema, quienes complementan sus avances
cientificos con los mas sobresalientes en anos recientes.

La organizacién de esta obra se hace en 5 principales secciones. En la primer
seccion (Capitulo 1) se da una introduccién detallada asi como los fundamentos de
las bacterias acido lacticas (BAL), aqui mismo se detallan sus principales
aplicaciones de manera general asi como los avances recientes con respecto a las
mismas. Posteriormente en el capitulo 2 se realiza una revision de las metodologias
disponibles para identificar a las BAL, atendiendo a los objetivos que hacen
necesaria su identificacion.

Los ultimos tres capitulos se dividen en subsecciones con el objetivo de
profundizar en los temas ya presentados. En el capitulo 3 se describen los
fundamentos, aplicaciones y desarrollos cientificos recientes de los principales
géneros de las BAL: Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus,
Carnobacterium, Lactobacillus,0enococcus y Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Lactosphaera, Weissella, entre otros.

En el capitulo 4 se presenta una revision de las técnicas actuales de
manipulaciéon genética y los fagos que afectan a las BAL. De manera primordial se
reflejan los principales sistemas de expresion génica del Lactococcus lactis; de la
misma forma, se incluyen ejemplos acerca de las herramientas de transposicion
que han permitido una manipulacion cromosémica de las BAL. Para posteriormente
detallar la importancia de la accion de los fagos en la industria de las
fermentaciones alimenticias incluyendo una resena de su clasificaciéon taxonémica,
morfologia y ciclo biolégico.

Por ultimo en el capitulo 5 se hace una recopilacion bibliografica de las
aplicaciones biotecnoldgicas benéficas para el ser humano que presentan estos
microorganismos, como son: aplicaciones prebiéticas, probidticas y como moléculas
terapéuticas. Para terminar con su aplicacién en la industria alimentaria como
agentes conservantes, aditivos de calidad y funcionalidad de los alimentos.

Los contenidos aqui presentados son una fuente de informacion actualizada y
de relevancia para investigadores y académicos que desarrollen trabajos en torno al
tema.

Djamel y Rivera
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1.1 INTRODUCCION

Definicion

El término bacterias lacticas (BAL) engloba a un grupo heterogéneo de
microorganismos cuya caracteristica definitoria es la produccion de acido lactico a
partir de la fermentacion de azlicares. Las BAL se han venido utilizando
inadvertidamente durante miles de anos para la produccion de alimentos como son
queso y yogur.

Las BAL son un grupo de bacterias Gram-positivas, acido tolerantes que tienen
similitudes morfolégicas, metabdlicas y fisiolégicas, estrechamente relacionadas
filogenéticamente. Son microorganismos que no forman esporas, inméviles, cocos o
bacilos. Generalmente se encuentran en plantas y productos lacteos en
descomposicion produciendo acido lactico como producto metabdlico final de la
fermentacion de carbohidratos. Esta particularidad ha enlazado histéricamente a las
BAL con la produccion de alimentos fermentados, ya que la acidificaciéon que
producen inhibe el crecimiento de los agentes que causan descomposicion. Algunas
BAL son productoras de bacterocinas, proveyendo un obstaculo adicional para los
microorganismos patogenos.
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4 Capitulo 1 Funciones generales de las bacterias acido lacticas

La clasificacion de las BAL se basa principalmente en la morfologia, el modo
de fermentacion de la glucosa, el crecimiento a diferentes temperaturas, la
configuraciéon del a&cido lactico producido, capacidad de crecer a altas
concentraciones de sal y la tolerancia acida o alcalina.

Los géneros basicos que comprenden las BAL son Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus y Streptococcus, aunque recientes revisiones taxonémicas han
propuesto la inclusiébn de otros géneros, como Aerococcus, Alloiococcus, Carno-
bacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, y Weissella. Lactobacillus, Carnobacteria y alguna
especie de Weissella son bacilos, mientras que el resto de géneros son cocos.

Las BAL son microorganismos que presentan una cierta dualidad en los
alimentos: por una parte actian como agentes alterantes de los mismos y por otra
parte presentan una accion beneficiosa proporcionando sabor y textura e
incrementan el valor nutricional de los alimentos, utilizdndose en la industria
alimentaria como bioconservantes debido a la produccién de bacteriocinas y otras
sustancias con accién antibacteriana que contribuyen a la prevencion de la
descomposicion de los alimentos.

1.2 LAS BAL COMO MICROORGANISMOS ALTERANTES

La descomposicion de los alimentos es consecuencia de la actividad de los
microorganismos presentes, de la composicion del alimento, del tiempo y de las
condiciones en las que son almacenados. El proceso de descomposicion difiere en
funciéon de la accién microbiana predominante sobre las proteinas, lipidos o
carbohidratos provoca cambios distintos, aun tratandose del mismo alimento
(Fernandez, 2000).

Las BAL estan implicadas en la descomposicion o deterioro de la carne, las
verduras, vinos, la leche y otros productos de consumo diario, originando cambios
en la composicion de algunos alimentos y provocando un mal sabor, olores
desagradables, acidez y turbidez. Algunos son el agriado en productos lacteos,
frutas y alimentos perecederos, espesamiento en productos que contienen liquidos
azucarados (almibares) o mucosidad y enverdecimiento de embutidos (Fernandez,
2000).

La alteracion de la leche y productos lacteos por el crecimiento de BAL tiene
lugar cuando las temperaturas de almacenamiento son lo suficientemente altas
como para permitir que las BAL se multipliquen o cuando la composicion del
producto inhibe el crecimiento de las bacterias Gram-negativas aerobias. Asi, la
presencia de acido lactico en leche es un buen indicador de que este fluido se ha
expuesto a temperaturas de almacenamiento inaceptablemente elevadas ya que
permitieron el crecimiento de bacterias lacticas. La acidificacion de la leche por
bacterias lacticas produce un olor y sabor desagradables, que derivan funda-
mentalmente de las pequenas cantidades de acido acético y propidnico formadas,
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mas que del acido lactico, que es el metabolito mayoritario. Otros defectos que
pueden aparecer son el sabor “malteado”, debido al crecimiento de ciertas cepas de
Lactococcus lactis capaces de producir 3-metil-butanal, 2-metil-butanal y los
correspondientes alcoholes, y la aparicion de viscosidad, debido a la produccién de
exopolisacéaridos (Rodriguez, 2010).

Los productos carnicos son excelentes sustratos para el desarrollo de los
microorganismos alterantes, debido a la suma de una serie de factores favorables,
como pH un poco acido, alta actividad de agua y disponibilidad de nutrientes.
Aunque las proteasas musculares estan implicadas en la descomposicion inicial de
las proteinas de la carne y son los agentes principales de la protedlisis durante los
primeros dias de fermentacion, las BAL estan dotadas de actividad proteolitica,
principalmente intracelular amino, di-y tripeptidasas (Sanz y Toldra, 2002).

Las BAL son un recurso esencial en la industria alimentaria como iniciadores
de la fermentacion. Sin embargo, la actividad metabdlica de algunas cepas puede
dar lugar a la formacion de sustancias toxicas como las aminas biégenas (AB). Estos
compuestos nitrogenados de bajo peso molecular se forman por descarboxilacién
de determinados aminoacidos (Silla, 1996). La ingesta de alimentos con niveles
altos de AB puede ocasionar graves trastornos, llegando incluso a comprometer la
vida del consumidor, especialmente en aquellas personas con deficiencias en la
actividad amino-oxidasa intestinal, enzima responsable de su destoxificacion
(Bodmer et al., 1999). Ademas, las AB son precursoras de las nitrosaminas, de
conocido efecto cancerigeno. En general, las AB que aparecen con mayor frecuencia
y en mayor concentracion en alimentos fermentados son la tiramina y la histamina,
producidas por descarboxilacién enzimatica de los aminoacidos tirosina e histidina
respectivamente (Ten Brink et al., 1990).

1.3 LAS BAL COMO MICROORGANISMOS BENEFICIOSOS

La fermentacion es el método mas antiguo de conservacion de alimentos y bebidas
que existe. Los alimentos fermentados son parte de la dieta de la poblacion mundial
y hay muchos ejemplos de productos fermentados preparados utilizando BAL como
cultivos iniciadores que muestran variaciones en las materias primas, la formulacion
y el proceso de fabricacion dependiendo de las costumbres y habitos de los
diferentes paises y regiones.

Las BAL son empleadas en la fabricaciéon y conservacion de alimentos, y, a
pesar de su importancia econémica, no siempre han recibido la atencién necesaria
por parte de los microbidlogos ni del sector industrial. El desarrollo de la industria
agroalimentaria y en particular la utilizacion de materias primas nuevas, asi como la
necesidad de crear nuevos productos explica el interés creciente hacia este grupo
de bacterias (Leveau y Bouix, 2000).

Como beneficio adicional, muchas BAL son consideradas por la Organizacion
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) como seguras para su uso en los
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alimentos (GRAS: Generalmente Reconocida como Segura) y los péptidos
antimicrobianos producidos por ellos se descomponen facilmente por las proteasas
digestivas, sin afectar la microbiota intestinal (Castellano et al., 2008).

El desarrollo de las industrias de transformacion conduce a la produccion
industrial de BAL para emplearlas como cultivos iniciadores para la elaboracion de
productos alimenticios fermentados como el yogur, leches, mantequillas, quesos
madurados, col agria, encurtidos, embutidos y bebidas alcohélicas, donde producen
cambios especificos en el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez, humedad,
digestibilidad y aspecto de los mismos. Las BAL también contribuyen en la
biopreservacion de los alimentos y mejoran las caracteristicas sensoriales como el
sabor, olor, textura y aumentan su calidad nutritiva. Igualmente la mayoria de los
probidticos (cultivos puros, o mezcla de cultivos de microorganismos vivos, que al
ser consumidos por el hombre y los animales en cantidades adecuadas mejoran su
salud) pertenecen a las BAL y son usados por la industria alimentaria en la
elaboracion de productos fermentados y como complementos alimenticios con la
finalidad de promover la salud.

1.4 FERMENTACION DE ALIMENTOS

La aplicacion de BAL tiene dos objetivos en los alimentos fermentados. En primer
lugar, en el desarrollo de sabores y olores caracteristicos durante la fermentacion; vy,
segundo para inhibir la microflora competitiva mediante la reduccion del pH del
medio. De este modo, las BAL tienen un papel fundamental en la conservacion de
alimentos fermentados provocando cambios en las caracteristicas sensoriales,
ademas de su accion preservativa (Holzapfel et al., 1995). De hecho, una de las
funciones principales de las BAL en la industria alimentaria es el empleo de las
mismas como cultivos iniciadores en alimentos fermentados. Un cultivo iniciador se
definiria como aquel formado por una o varias cepas de bacterias activas, capaces
de multiplicarse en un alimento para propiciar la acidificacion rapida del medio
donde producen cambios especificos en el aroma, sabor, textura, cuerpo, acidez,
humedad, digestibilidad y aspecto de los alimentos.

1.5 DEFINICION DE ALIMENTOS FERMENTADOS

Los alimentos fermentados se definen como aquellos sustratos de alimentos que
son invadidos o cubiertos por microorganismos comestibles cuyas enzimas,
particularmente amilasas, proteasas y lipasas hidrolizan los polisacaridos, proteinas
y los lipidos en productos no téxicos con sabores, aromas y texturas agradables y
atractivos para el consumidor. Si los productos resultantes de esta actividad de las
enzimas tienen olores desagradables o indeseables, sabores desagradables o los
productos son toxicos o producen enfermedad, entonces los alimentos se describen
como en mal estado (Steinkraus, 1995, 1996, 1997).
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La fermentacion cumple diversas funciones en el procesamiento de alimentos:

e El enriquecimiento de la dieta humana a través del desarrollo de una gran
diversidad de sabores, aromas y texturas en los alimentos.

e La preservacion de importantes cantidades de alimentos a través del acido
lactico, acético, o las fermentaciones alcalinas.

e Enriquecimiento biolégico de sustratos alimenticios con vitaminas,
proteinas, aminoacidos esenciales y acidos grasos esenciales.

e Desintoxicacion durante el procesamiento de alimentos y fermentacion.

e Una disminuciéon en los tiempos de coccién y las necesidades de
combustible.

1.6 FERMENTACION DE LA LECHE

Las BAL transforman la lactosa de la leche en acido lactico, lo que modifica la
estructura de las proteinas de la leche (cuajan). De esta manera se modifica la
textura del producto, aunque existen otras variables, como la temperatura y la
composicion de la leche, que influyen en las cualidades de los distintos productos
resultantes. El acido lactico le confiere a la leche fermentada ese sabor ligeramente
acidulado, y otros derivados de la fermentacion producen a menudo otros sabores o
aromas. El acetaldehido, por ejemplo, da al yogurt su aroma caracteristico, mientras
que el diacetilo confiere un sabor de manteca a la leche fermentada. Pueden
agregarse levaduras a la fermentacion, como es el caso del kefir, el kumis y el leben
(variedades de yogurt), donde el alcohol y el diéxido de carbono producidos por la
levadura dan una frescura y una textura caracteristicas. Entre otras técnicas
empleadas cabe mencionar las que consisten en eliminar el suero o anadir sabores,
que permiten crear una variada gama de productos.

Con respecto al yogurt, en su elaboracion se emplean dos bacterias: Strepto-
coccus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus, que se caracterizan porque cada
una estimula el desarrollo de la otra. Esta interacciéon reduce considerablemente el
tiempo de fermentacién y el producto resultante tiene peculiaridades que lo
distinguen de los fermentados con una sola cepa de bacteria.

Ademas de su empleo en la elaboraciéon del yogurt y otros productos, las
bacterias acido lacticas son explotadas como cultivos probidticos, ya que se
complementan con las bacterias presentes en nuestra flora intestinal y contribuyen
al buen funcionamiento del aparato digestivo.

Las principales funciones de las bacterias lacticas en los productos lacteos son
las siguientes (Barbosa et al., 2006):

e La produccion de acido lactico que provoca la disminucion del pH, factor
importante para el sabor y, ademas, coagula las caseinas (principales
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proteinas de la leche) con lo cual se desarrolla la textura de productos
como quesos y leches fermentadas.

e La produccion de metabolitos como diacetilo, acetoina y acetaldehido, que
aportan el aroma y sabor caracteristicos de todos los productos lacteos
fermentados.

e La hidrélisis de las proteinas de la leche, funcion productora de los
fragmentos (péptidos) que contribuyen al sabor (particularmente en
quesos madurados), los cuales pueden tener ciertas actividades
farmacoldgicas (es decir, pueden ayudar a resolver problemas de salud
como disminuir la presion arterial, prevenir la formacién de trombosis,
brindar un efecto ansiolitico y relajante, asi como modular el sistema
inmune, entre otras).

En la elaboracion de crema y mantequilla, una ligera acidificacion permite
acelerar el proceso y aumenta el rendimiento. Ademas, algunas especies producen
polisacaridos que aumentan la viscosidad de la leche, cambiando su textura.
También portan sabor y textura: el diacetilo es el principal responsable del aroma de
la mantequilla; la acetoina lo es en el yogurt, mientras que el acido lactico aporta
sabor a diversos productos fermentados. Ademas la produccién de enzimas que
intervienen en el afinado de los quesos por degradacion de las proteinas y las
grasas afectan notablemente las caracteristicas organolépticas de los mismos.
Igualmente ejercen efectos bioprotectores manifestados en la prolongacion de la
vida (til de los productos elaborados con sus cultivos.

La capacidad de producir enzimas proteoliticas es una caracteristica muy
importante para las BAL presentes en la leche. Este alimento contiene pequenas
cantidades de aminoacidos libres y el sistema proteolitico de estos microorganismos
es fundamental para la obtencion de los aminoacidos esenciales para su
multiplicacion (Lozo et al., 2011). Se sabe que las BAL tienen un sistema proteolitico
complejo que implica la accion de proteinasas, peptidasas y enzimas de transporte
(Bu et al., 2010). Ademas, la proteolisis es considerada uno de los procesos
bioquimicos mas importantes que intervienen en la fabricacion de productos lacteos
fermentados, que contribuye al desarrollo de las caracteristicas sensoriales de los
productos (di Cagno et al., 2003, Chaves-Lopez et al., 2011).

Durante la fermentacion de la leche, las enzimas bacterianas proteoliticas
descomponen las proteinas mas grandes, provocando el aumento de la
digestibilidad del sustrato y la liberacién de péptidos bioactivos. Ademas, estos
microorganismos también pueden actuar reduciendo las reacciones alérgicas a
través de mecanismos de regulacion inmune (Bu et al., 2010).
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1.7 FERMENTACION DE LA CARNE

Las bacterias BAL son agentes esenciales durante la fermentacion de la carne y la
mejora de la calidad sensorial del producto final. Su metabolismo fermentativo
impide el deterioro y desarrollo de la microflora patégena por acidificacion del pro-
ducto, contribuyendo a la estabilizacién del color y mejora de la textura.

Los principales microorganismos responsables de la fermentacion de los
productos carnicos se dividen en dos grupos: las BAL y los cocos Gram-positivos
coagulasa negativo (Aymerich et al., 2003; Papamanoli et al., 2003; Rantsiou et al.,
2005; Talon et al., 2007). Las BAL en los procesos de fermentacién son
responsables de la produccion de &acido lactico, que contribuye al sabor
caracteristico y pueden producir compuestos antimicrobianos, tales como
bacteriocinas (Deegan et al., 2006; Najjari et al., 2008). Los cocos Gram-positivos
coagulasa negativo contribuyen a la aparicion y la estabilidad de la coloracién roja a
través de la accion de la nitrato reductasa. Ademas, la reduccion de nitrato a nitrito
por estas bacterias contribuye a la disminucion en la oxidacién de lipidos (Rantsiou
et al., 2005).

El sabor tipico de los embutidos y encurtidos fermentados es el resultado de
un equilibrio entre compuestos volatiles (alcohol, cetonas, aldehidos y furanos) y
compuestos no volatiles (aminoacidos, péptidos, azlcares y nucle6tidos)
procedentes de las materias primas (carne, especias, nitritos y otros aditivos) o
generados a partir de las reacciones bioquimicas que se producen durante la
fermentacion y maduracion (Flores et al., 1997; Toldra, 1998; Stahnke, 2002). Los
componentes no volatiles proporcionan sabores basicos, como dulce, agrio, salado y
amargo. Muchos compuestos no volatiles tales como péptidos y aminoacidos que
estan implicados en el desarrollo del sabor caracteristico se producen durante la
hidrélisis de las proteinas de la carne. En este sentido, en la fermentaciéon de la
carne las BAL tienen una participacion directa o indirecta sobre este fendémeno, por
lo que su presencia determina en gran medida las caracteristicas sensoriales del
producto final.

En la etapa de fermentacion de los productos carnicos se produce el cambio
en las propiedades bioquimicos y fisico-quimicos que determinan las caracteristicas
sensoriales del producto final, especialmente de textura y sabor. La participacion de
diferentes microorganismos en los procesos de fermentacion genera productos con
distintas caracteristicas sensoriales. Asi, el conocimiento y el control de Ia
microbiota presente en la materia prima durante el proceso son esenciales para
garantizar la calidad microbiologica y la estandarizacion de las caracteristicas
sensoriales del producto final (Aymerich et al., 2003; Rantsiou et al., 2005).
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1.8 FERMENTACION DE VEGETALES

Entre las diversas opciones tecnolégicas, la fermentacion acido lactica puede
considerarse como una biotecnologia sencilla y valiosa para mantener y/o mejorar
la seguridad, calidad nutricional y sensorial y tiempo de conservacion de las
propiedades de los vegetales (Steinkraus, 1996; Buckenhuskes, 1997).

La fermentacién lactica de verduras tiene hoy en dia una gran importancia
industrial s6lo para pepinos, coles y aceitunas (Montet et al., 2006). Otras
variedades de vegetales cultivadas en el area mediterranea como zanahorias,
calabacines, alcachofas, alcaparras, berenjenas, etc. podrian aumentar su
seguridad, valor nutricional y sensorial y vida Gtil si se estandariza de forma
industrial la fermentacion lactica.

Al producirse de forma espontanea, la fermentacion de vegetales se
caracteriza frecuentemente por una sucesion de BAL hetero y homo-fermentativas,
junto con o sin levaduras, que son responsables de varios pasos procesos de
fermentacion. Sin embargo, en algunos casos la fermentacién espontanea del acido
lactico puede ser responsable de las variaciones indeseables de las propiedades
sensoriales de las hortalizas frescas y/o puede ocurrir tan rapidamente que no
inhiba el deterioro y los microorganismos patégenos (Buckenhiskes, 1997).

1.9 FERMENTACION DE BEBIDAS

Dos grupos clave de organismos estan involucrados en la produccién de vino tinto,
blanco y espumoso (Nannelli et al., 2008). Las levaduras, fundamentalmente cepas
de Saccharomyces cerevisiae, llevan a cabo la fermentacion alcohdlica primaria, en
la cual los azlcares se convierten en etanol y dioxido de carbono. Las BAL llevan a
cabo la segunda fermentacion o malolactica del vino por la descarboxilacion de
acido L-malico a acido L-lactico y didxido de carbono. Ademas de estas dos
reacciones cruciales en la vinificacion de la uva, se produce otro gran nlimero de
cambios para completar la transformaciéon del zumo de uva en vino. Los
compuestos que estimulan nuestros sentidos visuales, olfativos, gustativos y tactiles
se deben a las modificaciones que se producen durante la vinificacion. Muchos de
estos procesos implican la accion de enzimas (Garcia-Ruiz et al., 2008) que pueden
proceder de las bacterias que se encuentran en las propias uvas, o bien de los
microorganismos inoculados o asociados con el equipo de la bodega y los tanques
de almacenamiento en los que se conserva el vino durante su produccion.

Las BAL del vino también pueden producir polisacaridos extracelulares que
pueden ser de distinta naturaleza quimica: dextrano, levanos, glucanos o
heteropolisacaridos. La presencia de estos polisacaridos en el vino hace que éste se
vuelva mas viscoso (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

ALFAOMEGA BACTERIAS ACIDO LACTICAS: FUNDAMENTOS Y APLICACIONES — DRIDER/RIVERA



Capitulo 1 Funciones generales de las bacterias acido lacticas 11

Los principales acidos organicos presentes en los mostos son acido tartarico,
acido malico y acido citrico; también se encuentran los acidos ascérbico y glucénico
aunque en cantidades menores que los anteriores (Cabanis et al.,, 2000). Como
consecuencia de la actividad microbiana durante la fermentacion, otros acidos
como el piravico, L o D-lactico, succinico, acético, citramalico, oxalacético y fumarico
pueden aparecer. Las BAL degradan mayoritariamente el acido malico y el acido
citrico y, con mucha menor frecuencia, el acido tartarico. La capacidad para
degradar los dos primeros acidos estd muy extendida entre las especies que
proliferan tras la fermentacion alcohdlica y esta degradacion provoca numerosos e
importantes cambios organolépticos en el vino.

La cerveza constituye un medio poco adecuado para el desarrollo de las
bacterias, por lo que el nimero de géneros y especies que la contaminan
ordinariamente es limitado. Al igual que las levaduras salvajes, las bacterias
contaminantes provocan turbidez y generan olores y bouquets anémalos. Las Unicas
bacterias Gram-positivas que causan problemas graves en el ambiente de las
factorias elaboradoras de cerveza son las BAL (Hough, 1990).

En cuanto a las alteraciones que las BAL pueden producir en la elaboracion de
sidra, destacan: la acetificacion, por contenidos elevados de acido acético en la
sidra y superiores a lo legalmente establecido; el picado acroléico o amargor, por
produccion de acroleina a partir de la metabolizacion de la glicerina por la accion de
BAL (también se forman otros productos secundarios como acetoina, diacetilo y
acido acético provenientes de la metabolizacién del acido piravico) y el ahilado o
enfermedad de la grasa (Duenas et al., 1995), caracterizado por el aumento de la
viscosidad y la consistencia de las bebidas, como consecuencia de la produccion de
exopolisacaridos por diferentes estirpes de BAL. El ahilado también ha sido descrito
en vino (Lonvaud-Funel, 1999) y cerveza (Van Oevelen y Verachtert, 1979).

1.10 BIOPRESERVACION DE ALIMENTOS

La bioconservacion es una tecnologia que tiene por objetivo extender la vida Util y la
seguridad de los alimentos mediante el uso de microorganismos o sus productos
metabdlicos que poseen propiedades antimicrobianas, tales como acidos organicos,
perdxido de hidrégeno, enzimas y bacteriocinas (Llicke, 2000; Greer y Dilts, 2006;
Castellano et al., 2008).

Como conservadores biologicos, las BAL no tienen bien definido el mecanismo
especifico por el que inhiben a otros microorganismos. En su desarrollo producen
gran variedad de metabolitos, de modo que la inhibicién es un efecto de la accion
conjunta de todos estos productos.

Las metodologias de biopreservacion con BAL mas cominmente utilizadas en
alimentos son la aplicacion de cepas productoras de sustancias antagoénicas
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denominadas cepas biopreservantes, la utilizacion de preparaciones como extracto
crudo de bacteriocinas, licor fermentado o concentrados obtenidos mediante el
crecimiento de cepas biopreservantes en medios de cultivo especificos y la adicién
de sustancias antagbnicas puras o semipuras como las bacteriocinas producidas
por BAL (Chen y Hower, 2003).

Diferentes estudios han aplicado la biopreservacion mediante el uso de una
microbiota natural como BAL aisladas de productos lacteos, carnicos, pescados y
vegetales, utilizando las propiedades antibacterianas atribuidas a los productos
finales de su metabolismo como acido lactico, acético, peréxido de hidrégeno,
diacetaldehido, reuterina y bacteriocinas (Hugas et al., 1998).

El uso de las bacteriocinas en la industria de los alimentos puede ayudar a
reducir la adicién de preservantes quimicos asi como también la intensidad del
tratamiento térmico.

1.10.1 Metabolitos producidos por las BAL

Las BAL producen sustancias que inhiben el crecimiento de otros microorganismos
durante su crecimiento, utilizandose esta caracteristica para la destruccion de
bacterias no deseadas o patégenas en la elaboracion de alimentos. Muchos de
estos metabolitos no estan aln caracterizados y con frecuencia, los productos
activos son metabolitos excretados por la bacteria como el acido lactico o derivados
del metabolismo del oxigeno, como el perdxido de hidrogeno (Leveau y Bouix, 2000).

El uso de las BAL y de los metabolitos producidas por éstas, como las
bacteriocinas, en forma de extractos crudos o purificados, ofrecen un potencial en la
conservacion de alimentos, siendo una alternativa en la industria de alimentos que
podria ayudar a reducir la adiciébn de conservantes quimicos y disminuir la
intensidad del tratamiento térmico, resultando en alimentos preservados
naturalmente, con mejores propiedades nutricionales y organolépticas (Galvez et al.,
2007).

La utilizacién de los carbohidratos disponibles en el alimento y la reduccién del
pH a causa de los acidos organicos producidos, son el principal mecanismo de
antagonismo microbiano de las bacterias lacticas. No obstante, estas bacterias
también producen otras sustancias antagonistas dentro de las cuales destacan los
compuestos aromaticos (diacetilo, acetaldehido), compuestos no proteicos de bajo
peso molecular (reuterina) y de alto peso molecular (bacteriocinas) (Klaenhammer,
1993; Garcia et al., 1995; Requena y Pelaez, 1995; Dabes et al., 2001). Entre otras
sustancias antimicrobianas que pueden producir las BAL estan los acidos acético y
propidnico y el didéxido de carbono.

Estos metabolitos producidos por las BAL cumplen distintas funciones en los
alimentos:

e Acidos organicos: Contribuyen al desarrollo de sabor, aroma y textura de los
alimentos, pero también a su estabilidad mediante la inhibicion de
microorganismos alterantes. Dentro de los acidos organicos se
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encuentran el acido lactico, acido propiénico y el acido acético. La
fermentacion por BAL se caracteriza por la acumulacion de estos acidos y
por la disminucién de pH del ambiente de crecimiento, contribuyendo a la
inhibicion de microorganismos. Existe una accion complementaria entre la
disminucién del pH y la actividad de los acidos organicos, de naturaleza
lipofilica, atravesando la membrana celular y disociandose en el
citoplasma. Estos acidos interfieren con las funciones celulares y al
disociarse incrementan los protones en el interior celular, encadenandose
una serie de acciones que acaban por colapsar el gradiente electro-
quimico de transporte de protones causando efectos bacteriostaticos y
muerte de las bacterias mas susceptibles (Requena y Pelaez, 1995).

e Peréxido de hidrégeno: Funciona como un oxidante produciendo radicales
libres que atacan los componentes celulares esenciales, lipidos, proteinas
y DNA (Ho-Hyuk et al., 2008). Se produce en presencia de oxigeno por las
BAL a través de la accion de flavoproteina oxidasa o NADH peroxidasa. Su
efecto antimicrobiano es debido a la desnaturalizacion de enzimas por la
oxidacion de los grupos sulfhidrilo y de la peroxidacién de las membranas
lipidicas, aumentando la permeabilidad de las mismas. El perdxido de
hidrogeno puede ser un precursor para la produccion de radicales libres
como son el superéxido e hidroxilo, que dafan el ADN (Adams y Moss,
1998; Yang, Z., 2000). La capacidad del peroxido de hidrogeno producido
por las BAL para la conservacion de alimentos es limitada porque existen
muchos factores que intervienen, como la utilidad del oxigeno presente, la
presencia de diferentes niveles de superéxido dismutasa y la catalasa.
Ademas, la oxidacion natural del peréxido de hidrégeno y los radicales
libres que se forman como consecuencia, ejercen unos efectos muy
notables en la calidad sensorial, causando el enranciamiento de las
grasas y aceites, asi como reacciones de decoloracion y, bajo ciertas
condiciones, producen aldehidos activos.

e Dioxido de carbono: Se produce principalmente por la via
heterofermentativa de las BAL. Se desconoce como actla exactamente
este compuesto, con cierto poder antimicrobiano producido por estas
bacterias.

e Compuestos aromaticos: Diacetilo y acetaldehido. Estos compuestos
proporcionan aroma y sabor. El diacetilo impide el uso de la arginina y el
acetaldehido ejerce actividad antimicrobiana al encontrarse en
concentraciones muy elevadas. La capacidad que presentan para otorgar
aroma hace que el empleo de estos compuestos como conservantes no
se extienda, ya que es mas bajo el umbral de deteccion del aroma que el
necesario para inhibir a los microorganismos.

e Reuterina: Sustancia antmicrobiana de bajo peso molecular que tiene un
amplio espectro antimicrobiano contra bacterias tanto Gram-positivas
como Gram-negativas,mohos,levaduras, protozoos y virus.
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e Bacteriocinas: Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de proteinas o
péptidos, sintetizados ribosomalmente, que tienen una accién comprobada
contra diversos microorganismos (Galvez et al., 2008; Todorov et al.,
2009). Estas sustancias inhiben la multiplicacion de otras bacterias BAL
genéticamente relacionadas, pero no tienen ninguna acciéon sobre si
mismas. Las células que producen estos péptidos antimicrobianos son
inmunes a su propia bacteriocina por la presencia de una proteina de
inmunidad especifica a la bacteriocina producida por ellos (Arauz et al.,
2009; Asaduzzaman y Sonomoto, 2009).

Las bacteriocinas difieren de los antibiéticos principalmente en su sintesis,
espectro y modo de accion, toxicidad y mecanismos de resistencia (Deegan et al.,
2006; Todorov et al., 2010), como se resume en la Tabla 1.

Tabla 1.1 Principales diferencias entre bacteriocinas y antibiéticos, adaptado de Cleveland
et al., (2001).

Aplicacion Alimentos Clinica
Sintesis Ribosémica Metabollt.os
secundarios
Actividad Espectro limitado Espectro mas amplio
Auto-inmunidad Si No

Normalmente Normalmente un

Mecanismo de resistencia

adaptacion afectando
la composicion de la
membrana celular

determinante
genéticamente
transferible

Modo de accion principal

Formacién de poros

Dianas especificas

Toxicidad / Efectos colaterales No conocidos Si

Segln la Gltima clasificacion propuesta por Heng et al. (2007), estos péptidos
se pueden dividir en cuatro clases de acuerdo con la estructura y modo de accién:
Péptidos clase | que contienen lantionina; Péptidos clase Il pequenos (<10 kDa) no
modificados; Péptidos clase Il grandes proteinas mayores que 10 kDa y Péptidos
clase IV proteinas ciclicas.

Muchas bacteriocinas actian en células sensibles, desestabilizan vy
permeabilizan la membrana citoplasmatica por medio de la formacién de poros
transitorios o canales i6nicos que causan la disipacién o reducciéon de la fuerza
motriz de protones (FMP) de la célula debido a la interaccion con polimeros
aniénicos que constituyen la pared celular (Grande et al., 2005). Esto provoca el
colapso del eflujo de los componentes celulares y priva a las células de su fuente de
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energia esencial (Ammor y Mayo, 2007; Arauz et al., 2009). La FPM controla la
sintesis de ATP y la acumulacion de iones y otros metabolitos dentro de las células,y
su colapso produce la detencion de todas las reacciones que requieren energia, lo
que conduce a la muerte celular. Estos cambios ocurren en dos etapas: la primera
es la adsorcion de la bacteriocina a la membrana celular, que no produce cambios
permanentes en la célula, ya que la adsorcion es reversible; en la segunda etapa, la
bacteriocina penetra en la membrana celular causando cambios irreversibles letales
para la célula (Chatterjee et al., 2005; Arauz et al., 2009).

Las bacteriocinas para uso en la industria alimentaria deben cumplir una serie
de requisitos de bacteriocinas para uso en industria alimentaria:

e Ser producidas por bacterias de grado alimentario.

e Ser termorresistentes.

e Tener actividad inhibidora de bacterias patégenas o alterantes del alimento.
e No deben llevar asociado ningln riesgo para la salud humana

e Su adicion debe conllevar un efecto beneficioso, como puede ser un
aumento de la seguridad, la calidad o la conservacion del aroma y
propiedades organolépticas del alimento, y nunca se han de adicionar en
concentraciones superiores a las encontradas en sus fuentes naturales.

e Poseer una actividad altamente especifica y actuar Gnicamente contra
bacterias patégenas o alterantes.

Las bacteriocinas se pueden utilizar en los alimentos de diferentes maneras. En
los alimentos fermentados, la bacteriocina se puede producir “in situ” por cultivos
bacterianos, que pueden sustituir total o parcialmente al cultivo iniciador, pero es
necesario asegurar que las bacterias son capaces de crecer en el sustrato al que se
afaden. También se puede anadir bacteriocina purificada o semipurificada directa-
mente a los alimentos, o bien anadir una cepa productora de bacteriocina a través
de un ingrediente fermentado (Cotter et al., 2005; Galvez et al., 2007).

1.11 BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS

El comité de expertos de la FAO/OMS define los probidticos como microorganismos
vivos que, administrados en cantidades adecuadas, ejercen un efecto beneficioso
sobre la salud del consumidor. De acuerdo con este concepto, las cepas deben
mantener la viabilidad desde la produccion hasta su consumo. Ademas, es deseable
que las cepas mantengan su viabilidad durante el transito a través del tracto
gastrointestinal, para lo que se requiere que sean resistentes al pH gastrico y a la
presencia de sales biliares en el duodeno (Del Piano et al., 2006; Pineiro y Stanton,
2007). Se han establecido ciertas caracteristicas que deben reunir estos
microorganismos para asegurar su eficiencia, eficacia y beneficio para el
hospedador. Entre estas caracteristicas se encuentran: no ser patégeno, ni toxico,
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estabilidad al contacto con bilis y acido o adhesion a la mucosa intestinal (Shah,
2000).

Los principales probidticos utilizados para consumo humano son BAL
empleadas tradicionalmente en fermentaciones alimentarias o procedentes de
aislados intestinales.

Los probidticos se utilizan en la industria alimentaria para la elaboracion de
“alimentos probidticos” que son aquellos a los que se les han anadido
microorganismos que benefician la salud del hospedador, manteniendo un
equilibrio en la microbiota intestinal.

Los microorganismos probidticos producen sustancias antimicrobianas como
acidos lactico y acético, que por medio de la acidificacion del intestino ayudan a
inhibir la proliferacion de algunos microorganismos patdégenos; asi mismo son
fuente de metabolitos como peroxido de hidrogeno, diacetilo y bacteriocinas
(Savadogo et al., 2006).

Las BAL que se utilizan como probiéticos se seleccionan en base a una serie
de requisitos que éstas deben poseer. En particular hay que considerar:

e La seguridad bioldgica: no deben causar infecciones de érganos o de
sistemas;

e La capacidad de ser toleradas por el sistema inmunitario del organismo
huésped, y, por lo tanto, deben ser preferiblemente de proveniencia
intestinal;

e La capacidad de resistir la accion de los acidos gastricos y de las sales
biliares para llegar viables en grandes cantidades al intestino (107 UFC
por gramo de alimento). Las condiciones acidas, sales biliares o
variaciones de pH afectan a la viabilidad de los microorganismos y es
necesario que lleguen vivos al final del intestino para poder ejercer
efectos inmunomoduladores (Ramasamy et al., 2010);

e La capacidad de adherirse a la superficie de la mucosa intestinal y de
colonizar el segmento gastrointestinal (pre-requisito para que el probidtico
sea efectivo y desarrolle sus efectos inmunomoduladores, reduzca la
adhesion de microbiota competitiva y desarrolle la actividad
antimicrobiana que favorece el desplazamiento de patdgenos);

e La sinergia con la microflora endégena normal;

e El efecto barrera: este término define la capacidad de producir sustancias
que tengan una accion trofica sobre el epitelio de la mucosa intestinal;

e La capacidad de potenciar las defensas inmunitarias del huésped.
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1.11.1 Efectos/beneficios de los probioticos

Los probidticos también son conocidos como alimentos funcionales. Los alimentos
funcionales son similares en apariencia a los alimentos convencionales que se
consumen como parte de una dieta normal y han demostrado beneficios fisiolégicos
y/o reduccion del riesgo de enfermedades cronicas mas alld de las funciones
basicas de nutricion (Clydesdale, 1997).

El mayor potencial de aplicacion de las BAL en la salud humana se basa en su
capacidad de mejorar las enfermedades inmunoldgicas, tales como alergias, cancer
o enfermedades inflamatorias intestinales. Ademas, varios estudios cientificos
indican que el consumo regular de probidticos puede restaurar/mantener el
equilibrio microbiano en el tracto gastrointestinal, urogenital y respiratorio, de gran
importancia para prevenir la colonizacién de estos nichos por bacterias patdgenas.
La biotransformaciéon de compuestos nocivos en el tracto gastrointestinal a
compuestos menos nocivos y la produccion de otros compuestos Utiles, tales como
vitaminas y acidos grasos de cadena corta por BAL produce una mejora de la salud.
El fuerte efecto inhibidor contra el crecimiento y la produccion de toxinas de la
mayoria de otras bacterias se propuso como una de las formas en que las BAL
impiden la colonizacién de nichos ecoldgicos dentro del cuerpo humano. La
actividad antagonista puede ser un resultado de la competencia por los nutrientes
disponibles, la disminucion de potencial redox, la produccion de acido (acido lactico
y acido acético), resultando en una disminucion del pH, produccién de metabolitos
inhibitorios (peroxido de hidréogeno y diacetilo) y la produccién de compuestos
antimicrobianos como las bacteriocinas y los antibiéticos (Kalantzopoulos, 1997).

1.11.2 Seguridad de los probiéticos

Las BAL constituyen, por definicion, un tipo de bacterias que tienen efectos
beneficiosos para la salud humana, tienen un buen historial en cuanto a su
seguridad y una larga historia de uso seguro, pero la ingesta de un elevado nimero
de microorganismos viables obliga a investigar su seguridad. Desde un punto de
vista tedrico, al tratarse de microorganismos que normalmente forman parte de
nuestra flora comensal, dificilmente podrian causar problemas infecciosos. Para
garantizar la seguridad de las cepas probioticas, se recomiendan las siguientes
pruebas de caracterizacion (FAO y OMS, 2001):

e Perfiles de resistencia a antimicrobianos, verificando la ausencia de genes
de resistencia transferibles.

e Actividades metabdlicas perjudiciales.

e Estudios epidemiolégicos sobre posibles efectos adversos en los
consumidores.

e Determinacion de la produccion de toxinas y capacidad hemolitica, si la
cepa pertenece a una especie potencialmente toxigénica.

e Ausencia de infectividad en animales inmunodeprimidos.
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e Determinar la dosis y la duracion de la terapia.

e Realizacion de pruebas aleatorias, ensayos en diferentes centros, doble
ciego, controlado con placebo y con un apropiado disefio estadistico.
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