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INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son de gran interés en la
salud publica, debido a que cuando ocurren, se ven afectadas muchas personas a la
vez. Segun la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), en Venezuela la princi-
pal ETA es la intoxicacion estafilococcica, la cual es causada por toxinas producidas
por algunas cepas de Staphylococcus aureus, siendo los alimentos lacteos y especifica-
mente los quesos, los catalogados como principales responsables (Rios y Novoa,
1999). Esto puede explicarse en parte si se considera que la calidad higiénica de los
mismos tiende a ser pobre, caracterizandose por la presencia de bacterias patogenas
como las del grupo coliformes, Salmonella, Staphylococcus aureus y sus toxinas (Mird y
Rios, 1999). Se ha demostrado que menos de 1 g de toxina estafilocdccica es suficiente
para que ocurra la enfermedad (CFSAN, 1998).

Segun la Camara Venezolana de la Industria Lactea (CAVILAC, 2006) aproxi-
madamente la mitad de la produccion de quesos en el pais se elaboran de manera arte-
sanal o semi-industrial, para lo cual generalmente se emplea leche cruda, muchas ve-
ces obtenida bajo condiciones de ordeno poco higiénico, dada las condiciones de ma-
nejo en la cual se da la produccion lechera en la mayor parte de las unidades agrope-
cuarias nacionales. Esa elaboracion artesanal se encuentra tanto en pequefas plantas
como en las mismas unidades de explotacion bovina, originando lo que se conoce en
Venezuela como queso de matera. A nivel semi-industrial, aunque se cuente con tec-
nologias que mejoren la productividad, existen muchas fallas en el manejo sanitario
durante la produccidn, en parte quizas debido a la escasa formacion técnica del perso-
nal que labora en este tipo de planta. De alli, que no sorprenda que en nuestro pais
sean los productos lacteos, especificamente los quesos blancos, los involucrados en la
mayoria de los casos de ETA.
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Ante esta situacion, resulta obvio que una medida eficaz para disminuir los ca-
sos de esta enfermedad seria la prohibicion de la comercializacién de quesos elabora-
dos con leche cruda, implementandose la pasteurizacion como requisito obligatorio,
tal como esta establecido en la norma COVENIN N° 3821-2003; sin embargo, existen
en nuestra sociedad, diferentes obstaculos econdmicos, politicos y culturales, que im-
pedirian, al menos por el momento, la implementacion de dichas medidas. Ademas,
la pasteurizacion por si sola no representa la solucion a los casos de intoxicacion esta-
filococcica, ya que el proceso logra destruir al Staphylococcus aureus, pero no a la toxina
causante de la enfermedad. Es por ello, que la solucion debe abarcar incluso las condi-
ciones higiénico-sanitarias durante el ordefio y manejo de la leche antes del procesa-
miento.

Se debe tener en cuenta ademas, que este microorganismo se puede encontrar en
el agua, suelo, polvo, aire, leche, alimentos o equipos empleados en la elaboracién de
alimentos, en la piel, boca o garganta y heridas de animales y humanos, siendo estos
altimos considerados los principales reservorios; también se puede encontrar en los
tejidos y mucosas de un 50% o mas de individuos saludables (CFSAN, 1998). En con-
secuencia, si se tiene un manejo poco cuidadoso de los productos terminados o la falta
de buenas practicas de fabricacidn, existe la posibilidad de que los quesos se contami-
nen con este patégeno y con ello el riesgo de producir ETA. Se debe tomar en cuenta
ademads, que en alimentos procesados, al haberse reducido la flora total, cualquier mi-
croorganismo contaminante tiene mayor posibilidad de desarrollarse sin competen-
cia microbiana. De alli la importancia de tener en cuenta las medidas sanitarias para
la manipulacion de los alimentos durante los procedimientos post-pasteurizacion.

Una alternativa que surge para mejorar la calidad microbioldgica de los quesos,
es el empleo de preservativos bioldgicos o biopreservadores, mas atn, cuando la utili-
zacion de los preservativos quimicos esta limitada por las normativas vigentes, auna-
do al interés de los consumidores por obtener una mayor variedad de alimentos segu-
ros y naturales; por ello se entiende, aquellos alimentos elaborados con estricto con-
trol de calidad sanitaria y sin la adicion de aditivos artificiales (Devlieghere et al.,
2004). Los biopreservadores llaman la atencion por su efectividad para hacer alimen-
tos seguros y reducir la cantidad de ingredientes como sal, azticar y acidos que usual-
mente sirven como factores para inhibir el crecimiento microbiano (Lucke et al.,
1994, Shillinger et al., 1997).

BIOPRESERVACION

Por lo general los productos lacteos se preservan por medio de procedimientos
fisicos como la aplicacién de calor, refrigeracion, congelacion, deshidratacion, seca-
do, etc. En los quesos ademads, se emplean algunos preservativos quimicos como la sal,
acidos organicos y nitritos. La interaccion competitiva de las bacterias es bien conoci-
da, un ejemplo tipico son las fermentaciones naturales y controladas, fundamento de
la conservacion de los alimentos utilizando microorganismos (Silla, 1985).

Como biopreservacion se entiende el uso de microorganismos antagonistas o
sus metabolitos, para inhibir o destruir los microorganismos indeseables en alimen-
tos (Shillinger et al., 1996). Los microorganismos que con mayor frecuencia se utili-
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zan en la fermentacién de los alimentos son las Bacterias Acido Lécticas (BAL), las le-
vaduras y mohos (Silla, 1985).

Desde la antigiiedad se aprovechaba el potencial de las BAL por su capacidad
para aportar caracteres organolépticos deseables a los productos lacteos (queso, man-
tequilla, yogurt, crema), a la vez que los hacian perdurables, aunque para ese tiempo
no se tenia certeza a que mecanismos se debian estos efectos positivos (Castro, 2007).
Con el pasar del tiempo se han estudiado dichos mecanismos, pudiéndose identificar
diversos metabolitos, entre ellos las bacteriocinas, compuestos de naturaleza proteica
que presentan capacidad inhibitoria del crecimiento bacteriano. El empleo de bacte-
riocinas producidas por ciertas cepas de BAL y el uso de cultivos bacterianos para lo-
grar antagonismo por medio de la competencia por nutrientes son algunas de las téc-
nicas de biopreservacion utilizadas en la actualidad en la industria de los alimentos
(Schillinger et al., 1996; Devlieghere et al., 2004).

Se pueden describir dos tipos de cultivos, los iniciadores utilizados con frecuen-
cia en la elaboracién de productos lacteos fermentados, que sirven para iniciar proce-
sos metabdlicos deseados y cambios sensoriales en los alimentos y los cultivos protec-
tores que se emplean con el objetivo principal de lograr preservacion, inhibiendo mi-
croorganismos patégenos y otros indeseables responsables de la alteracién y putrefac-
cién de los alimentos, aunque sin alterar la calidad sensorial del producto (Devlieghe-
reet al., 2004). Algunos microorganismos pueden ser utilizados como cultivos inicia-
dores, presentando ademads efecto protector, este es el caso de cepas de Lactococcus lac-
tis subsp. lactis capaces de producir bacteriocinas, tal como la nisina (Silla, 1985; Schi-
llinger et al., 1996; Gonzalez et al., 2007).

Algunas de las ventajas que presenta el uso de los cultivos microbianos en ali-
mentos, tanto para la industria como para el consumidor son, la eliminacién de la in-
cidencia de defectos causados por microorganismos indeseables, se evita el desarrollo
de microorganismos patégenos y de sus toxinas, otorgan una calidad uniforme al pro-
ducto y eliminan defectos de fabricacion, como sucede con la flora natural. Ademas se
evitan pérdidas econdmicas debido al desarrollo incontrolado de aromas, sabores y
texturas, se reduce el tiempo de fabricacion, ya que no hay que esperar que prolifere la
flora natural espontineamente y se ahorra en equipos, mano de obra, espacio, tiempo
y energia (Silla, 1985).

Ademas de la produccion de compuestos antimicrobianos (bacteriocinas), la ac-
tividad biopreservadora de las BAL es ejercida también como resultado de la compe-
tencia por nutrientes, por su capacidad de producir acido lactico y otros acidos orga-
nicos que disminuyen el pH de los alimentos, inhibiendo asi el crecimiento de bacte-
rias patégenas, que por lo general, necesitan de pH mas elevados para crecer. También
producen perdxido de hidrégeno, al cual no pueden desdoblar por carecer de la enzi-
ma catalasa. El peroxido de hidrégeno inhibe el crecimiento de bacterias como Pseu-
domonas, Staphylococcus y Salmonella. El efecto inhibidor no puede ser explicado com-
pletamente basandose en solo uno de los mecanismos senalados anteriormente, sino
como el resultado de la interaccion de mas de uno de ellos: pH bajo, dcidos organicos,
peroxido de hidrégeno, bacteriocinas y competencia por los nutrientes (Silla, 1985;
Gonzilez et al., 2007).
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Son multiples los ejemplos de la aplicacion de BAL para lograr la preservacion
de los alimentos. Castro (2007) evalud la utilizacién de cultivos de Lactococcus lactis
subsp. lactis productor de nisina en la elaboracién de queso blanco. Los resultados ob-
tenidos demostraron que el cultivo permitié obtener quesos con buena calidad micro-
bioldgica, en relacion con el contenido de bacterias coliformes y Staphylococcus aureus.
Sin embargo, no logré inhibir el crecimiento de los Staphylococcus cuando fueron ino-
culados a la leche a una poblacién de 103 ufc/mL. Resultados similares fueron descri-
tos por Hamama et al. (2002) trabajando con cultivos de Lactococcus lactis productores
de nisina en queso Jben, un queso griego tradicional elaborado con leche cruda. Se de-
mostré el poder inhibitorio del Lactococcus, efecto que estuvo favorecido por la alta
acidez encontrada en los quesos, gracias a la capacidad fermentadora del cultivo utili-
zado. Sin embargo, cuando el patégeno inoculado alcanzé la poblacion de 105 ufc/g, el
efecto inhibitorio no resulto suficiente.

Rodriguez et al. (2005) encontraron un efecto inhibidor de cepas de Lactococcus
lactis productores de pediocina y nisina sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli en quesos madurados elaborados a partir de le-
che pasteurizada. Ademads reportaron que los cultivos utilizados fueron capaces de
producir bacteriocinas a lo largo del periodo de maduracién de los quesos.

Por otra parte, se han realizado diversos estudios con el fin de evaluar cepas au-
toctonas productoras de bacteriocinas, aisladas de productos lacteos elaborados sin
ningin cultivo comercial adicionado (Salina, 2001; Topisirovic et al., 2006; Gonzélez
et al., 2007). Los cultivos autéctonos tienen la ventaja de lograr una mejor adaptacion
y propagacion al compararlos con las cepas comerciales. El empleo de estos cultivos
no siempre ofrecen resultados satisfactorios, ya que se debe tener en cuenta que es co-
mun que las bacterias pierdan la capacidad bacteriocinogénicas entre generaciones de
poblaciones (Devlieghere et al., 2004).

Un ejemplo de la utilizacion de bacterias autdctonas, se encuentra en el estudio
realizado por Salinas (2001) quien elaboré quesos blancos empleando cultivos inicia-
dores de Enterococcus faecalis productores de bacteriocinas aislados de queso palmita.
Encontr6 alta efectividad del cultivo iniciador en inhibir el crecimiento de Listeria
monocytogenes, ademas de obtener agradables caracteristicas organolépticas. Por otro
lado, los quesos elaborados tuvieron parametros microbioldgicos dentro de lo estable-
cido por regulacion legal, relacionado con el conteo de bacterias coliformes y
Staphylococcus aureus. Gonzalez et al. (2007) aislaron 395 cepas de bacterias acido lacti-
cas a partir de muestras de queso Genestoso durante la fase de maduracion, encon-
trando que algunas presentaron actividad antimicrobiana frente a microorganismos
como Staphylococcus aureus, ejercida por la produccion de bacteriocinas.

El empleo de cultivos para la conservacion de la leche también ha sido ensayado
por Guinot et al. (1995). Estos autores evaluaron el efecto de las condiciones de alma-
cenamiento sobre la composicion de la leche cruda utilizando como tratamientos el
almacenamiento a temperaturas de 4°C y 8°C por 48 horas seguido de una inoculacién
con 0,5% de Lactococcus lactis subsp. lactis. Las muestras fueron contaminadas con dos
niveles de bacterias psicrotrofas (4,0 X 103y 2,8 X 10* ufc/mL). En el estudio se reali-
zaron analisis fisico-quimicos y microbioldgicos antes y después de los tratamientos,
observando que las leches con baja carga bacteriana almacenadas a 4°C por 48 h se
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conservaron sin ningin cambio fisico-quimico y presentaron bajo crecimiento de la
flora psicrotrofa, mientras que en la leche que tenia una mayor carga, esta se incre-
ment6 durante el almacenamiento. Las muestras con baja carga bacteriana, almacena-
das a 8°C por 48 h y con posterior inoculacion con la bacteria lactica, present6é mejores
parametros microbioldgicos sin cambios fisico-quimicos que aquellas muestras no
inoculadas. Estos autores demostraron que la adicién de la bacteria lactica en leche
con baja carga bacteriana, inhibi6 el crecimiento de la flora psicrotrofa, aunque este
tratamiento no fue efectivo cuando la contaminacion inicial fue elevada. Sin embar-
g0, hay que tomar en cuenta que el empleo de los cultivos involucra un proceso de fer-
mentacion, del cual se originan cambios en las caracteristicas fisico-quimicas y orga-
nolépticas del alimento inoculado. Por ello cuando no se desee el proceso fermentati-
vo, deberan usarse los compuestos bioldgicos en forma separada para alcanzar la pre-
servacion.

BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas tienen un particular interés en la industria de los alimentos
por ser consideradas preservativos biologicos. Comprenden un grupo grande y diver-
so de proteinas o péptidos ribosomales extracelulares, con propiedades bactericidas
y/o bacteriostaticas sobre bacterias cercanamente relacionadas taxonémicamente con
la especie o genero productor; aunque, iltimamente se ha sefialado la efectividad so-
bre bacterias atiin no relacionadas taxondmicamente. Se han descrito una gran canti-
dad de bacteriocinas, de las cuales las producidas por BAL, son las que gozan de ma-
yor interés. En los Cuadros 1 y 2 se presentan algunas de las bacteriocinas producidas
por especies de BAL y el espectro inhibitorio de algunas de ellas sobre especies no lac-
ticas, respectivamente.

Varias posibles estrategias para la aplicacion de bacteriocinas en la preservacion
de alimentos han sido consideradas. Entre ellas se mencionan, la inoculacién de ali-
mentos con cultivos iniciadores o protectores que producen bacteriocinas en el pro-
ducto (produccién in situ); la adicion de bacteriocinas purificadas o semi-purificadas
como preservativo alimenticio; y el uso de un producto previamente fermentado con
un cultivo productor de bacteriocina, como ingrediente dentro del procesamiento de
un alimento.

De todas las opciones, la adicién directa de bacteriocinas purificadas obviamen-
te ofrece una herramienta mejor controlada para los productos que se consumen con
baja acidez; con ellas se puede alcanzar una mejor distribucion y se evitan los cambios
fisico-quimicos y organolépticos que conllevan los procesos fermentativos. Sin em-
bargo, el factor costo hace que esta técnica sea poco atractiva (Schillinger ez al., 1996).
La nisina, una bacteriocina producida por algunas cepas de Lactococcus lactis subsp.
lactis, es quizas la mas estudiada de todas, y es la Ginica con aprobacion por la legisla-
cién de muchos paises para ser utilizada en alimentos. En 1969 fue catalogada por la
FAO como aditivo seguro (Thomas et al., 2000).

Muchas investigaciones han sido conducidas para evaluar la efectividad de la
nisina como preservador en diversos tipos de alimentos, habiéndose demostrado la
inhibicién del crecimiento de bacterias patégenas como el Staphylococcus aureus y Lis-
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Cuadro 1
Bacteriocinas producidas por acido lacticas (BAL)

Especie de BAL Bacteriocina

Bacteriocinas termoestables

Lactococcus lactis subsp. lactis LMG2130 Lactococcina A
Lactococcus lactis subsp.cremoris 984 Lactococcina B
Lactococcus lactis subsp. lactis Lactococcina M
Lactobacillus acidophilus 11088 Lactacina F
Leuconostoc gelidium VAL 187 Leucocina A
Pediococcus acidilactici PACL.0 Pediocina PA-1
Bacteriocinas termodébiles
Lactobacillus helveticus 481 Helvetican J
Lactobacillus delbrukit JCM1106 Lacticina A
Lactobacillus delbrukit JCM1248 Lacticina B
Lactobacillus acidophilus LAPTt060 Acidophilucin A
Lactobacillus casei 880 Caseicina 80
Lantibidticos
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 11454 Nisina A
Lactococcus lactis subsp.lactis N1Z022186 Nisina Z
Lactobacillus sake L45 Lactosina S
Lactococcus lactis subsp. lactis CNRZ481 Lacticina 481
Carnobacterium sp. V149 Carnocina U149
Lactobacillus plantarum LPC010 Plantaricina S
Enterococcus faecium T136 Enterocina A-Enterocina B

Fuente: Naidu et al., 1999.

teria monocytogenes. Ademas por tener efecto sobre las esporas puede ser utilizada para
la inhibicién de microorganismos como Clostridium sp. y Bacillus sp. (Thomas et al.,
2000; Samelis et al., 2003). En otro estudio, Castro (2007) evalud la efectividad de la
adicion de 200 Ul/g de nisina en la elaboracion de queso blanco elaborado a partir de
leche pasteurizada, a la cual se le inocul6 Staphylococcus aureus a una poblacién inicial
de 103 ufc/mL, encontrando un efecto bactericida inmediato sobre este patégeno, evi-
tando asi su crecimiento.

Por otra parte, Kykkidou et al. (2007) evaluaron el efecto de la adicion de nisi-
na a muestras de quesos Genestoso sobre las caracteristicas organolépticas y flora
microbiana. Se demostré que la adicion de nisina a dosis de 50 UI/g extendié la vida
atil del queso por 7 dias comparado con el control, mientras que la adicién de la bac-
teriocina a concentraciones de 150 Ul/g, prolong6 la vida util por 21 dias comparado
con el control.

El efecto protector de la bacteriocinas puede verse afectado por las condicio-
nes de almacenamiento del producto final, la calidad de la materia prima, la dosis de
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Cuadro 2
Espectro inhibitorio frente a microorganismos no lacticos de las bacteriocinas
de BAL
Microorganismo sensible Bacteriocina

Aeromonas hydrophila

Bacillus cereus

Bacillus coagulans
Bacillus licheniformis
Bacillus pumilis

Bacillus stearothermophilus
Bacillus subtilis
Bronchothrix thermospacta
Clostridium bifermentans
Clostridium botulinum
Clostridium butyricum

Clostridium perfringens

Clostridium sporogenes
Clostridium tyrobutricum
Escherichia coli

Listeria innocua

Listeria wwanovii

Listeria monocytogenes

Listeria seeligeri

Listeria welchii

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Salmonella enteritidis
Salmonella infantis
Salmonella typhimurium
Shigella sp.

Staphylococcus aureus

Staphylococcus carnosus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus simulans
Mycobacterium tuberculosis

Yersinia enterocolitica

Sakacina A

Lactocina-S, Lactostrepcin-5, Nisina, Pediocina-A, Pediocina-AcH,
Sakacina-A

Nisina

Nisina

Termofilina

Nisina

Lacticina-481, Nisina, Termofilina

Curvacina-A, Pediocina-AcH, Sakacina-A, Sakacina-P
Nisina

Nisina, Pediocina-A, Reuterina, Sakacina-A

Nisina, Reuterina

Nisina, Pediocina-A, Pediocina-AcH, Pediocina-VTT, Reuterina,
Termofilina

Nisina, Pediocina-A

Lacticina-481, Lactocina-S, Pediocina-AcH

Reuterina, Termofilina

Lacticina-481, Lactosina-S, Pediocina-A, Pediocina-AcH
Pediocina-A, Pediocina-AcH, Pediocina-PAC1 O

Carnobacteriocin A&S, Curvacina-A, Enterocin-1146, Lactacin-S,
Lacticina-481, Leucocin-A, Nisina, Pediocina-A, Pediocina-AcH,
Pediocina-JD, Pediocina PA-1, Pediocina-PACI10, Pediocina-VTT,
Piscicolina-61, Reuterina, Sakacina-A, Sakacina-P

Pediocina-A

Lacticina-481, Pediocina-A
Nisina

Termofilina

Termofilina

Reuterina, Termofilina
Pediocina-VTT, Reuterina
Reuterina, Termofilina
Reuterina, Termofilina

Nisina, Lacticina-481, Pediocina-A, Pediocina-AcH, Plantaricin-SIKS83,
Sakacina-A, Termofilina

Curvacina, Lacticina-481, Lactocina-S, Pediocina-AcH
Nisina
Nisina
Nisina

Termofilina

Fuente: Naidu et al., 1999.
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la bacteriocina y la poblacidn inicial de los microorganismos patégenos que se quie-
ran controlar. Un estudio evalué el efecto de la adicion de nisina en queso fresco “te-
lita” sobre la supervivencia de Staphylococcus aureus, encontrando que esta bacterio-
cina fue capaz de inhibir el crecimiento del microorganismo patégeno a lo largo del
almacenamiento de los quesos, aunque no logré su eliminacién por completo (Cava
et al., 2006).

La elaboracién de quesos con leche cruda en ningin caso debiera ser recomen-
dado, ya que esto constituye un riesgo para el consumidor. Sin embargo, en un estudio
conducido por Davies et al. (1997) se demostr6 que la adicion de 2,5 mg/L. de nisina en
forma del producto comercial (Nisaplin®) lograba inhibir el crecimiento de L. mo-
nocytogenes por un periodo de hasta 8 semanas en los quesos elaborados con leche sin
tratamiento térmico.

La pediocina PA-1 es otra de las bacteriocinas sobre la cual se ha realizado un
gran numero de estudios. Esta es producida por cepas de Pediococcus acidilacti y tiene
una efectividad comprobada frente a un amplio espectro de bacterias Gram positivas,
incluyendo Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringes. Son es-
casos los estudios basados en su utilizacion como aditivo puro, y principalmente se ha
estudiado el empleo de bacterias productora iz situ (Rodriguez et al., 2005).

A pesar de todos los beneficios descritos, el empleo de las bacteriocinas presenta
algunos inconvenientes, su baja solubilidad en ciertos alimentos, en especial a pH ele-
vados y la sensibilidad a ser degradada por enzimas proteoliticas (Guiotto et al., 2003).
Adicionalmente, no son muy efectivas frente a los microorganismos Gram negativos,
los cuales son en muchos casos los responsables de la putrefaccion de productos lacteos,
por ser algunos de ello psicrotrofos. No obstante, algunos investigadores han encontra-
do efecto inhibitorio sobre este grupo de bacterias bajo ciertas condiciones (Spelhaug ez
al., 1989; Cutter y Siragusa, 1995; Boziaris y Adams, 1999, 2001; Castro, 2007).

CONCLUSIONES

La biopreservacion representa una alternativa para la industria de alimentos,
permitiendo la obtencién de productos libres de aditivos artificiales, pero que a la vez
sean inocuos y con prolongada vida comercial. Todo ello genera beneficios tanto para
la industria como para los consumidores.

El empleo de cultivos protectores, especialmente los que se caracterizan por te-
ner la capacidad bacteriocinogénica, puede ser considerado antes que el empleo de las
bacteriocinas en estado puro, debido principalmente al alto costos de estas. Sin em-
bargo, se debe tomar en cuenta su capacidad fermentativa y los cambios fisicos-quimi-
cos y organolépticos que aplican a los productos.

Una alternativa al empleo de cultivos comerciales, es el aislamiento e identifica-
cién de bacterias autdctonas, a pesar que el trabajo microbioldgico para la identifica-
cion de las especies de interés, y posteriormente para lograr su conservacion sin que
pierdan su capacidad protectora, tiende a ser arduo y prolongado.
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