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RESUMEN: El aumento en la produccién y consumo de frutas y
hortalizas minimamente procesadas de los ultimos afios ha con-
tribuido a incrementar las toxiinfecciones alimentarias asociadas
al consumo de productos vegetales frescos. Esto es debido a que
los tratamientos desinfectantes llevados a cabo actualmente por
industria de IV gama son insuficientes para garantizar la seguridad
microbioldgica de los productos finales, y ademas estos no reciben
ningun tratamiento capaz de eliminar todos los patégenos antes
de su consumo. Por lo tanto, es necesario utilizar estrategias al-
ternativas para reducir los microorganismos patégenos y alteran-
tes en frutas y hortalizas. La bioconservacion, mediante el uso de
microorganismos o sus metabolitos, es una alternativa que, en
combinacidn con las practicas habituales, puede reducir o prevenir
el crecimiento de patégenos en productos minimamente procesa-
dos, mejorando su calidad microbiolégica. En este articulo se pre-
sentan los resultados mas relevantes sobre la bioconservacion de
frutas y hortalizas minimamente procesadas.
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ABSTRACT: The production and consumption of minimally pro-
cessed fruits and vegetables have increased in recent years,
which has contributed to increasing the foodborne ilinesses
associated with the consumption of fresh produce. This is
because current disinfection methods used in the fresh-cut
industry are not enough to guarantee the microbial safety of
the final products, and minimally processed produce does not
receive any other treatment capable of eliminating all patho-
gens before consumption. Therefore, alternative strategies to
reduce pathogenic and spoilage microorganisms are needed.
Biopreservation, using microorganisms or their metabolites, is
an alternative that, in combination with current practices, could
reduce or prevent pathogenic growth in minimally processed
produce, improving their microbiological quality. This paper re-
views the most relevant results on biopreservation of minimally
processed fruits and vegetables.
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1. INTRODUCCION

El consumo de frutas y hortalizas es beneficioso
para la salud por su contenido en vitaminas, minera-
les, fibras y sustancias fitoquimicas, que contribuyen a
la salud. Asimismo, su consumo puede llegar a reducir
el riesgo de mortalidad por enfermedades cardiovas-
culares y cancer (Wang et al., 2014).

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas
surgen como respuesta a la demanda del consumidor
de productos frescos, sanos, de elevada calidad y que
requieran escaso tiempo de preparacién conservan-
do sus propiedades originales desde el punto de vista
organoléptico y nutritivo. Segun valoraciones del afio
2017 (véase “La IV gama de frutas y hortalizas espera
crecer un 10 % hasta 2020”), en Espafia, el consumo
de este tipo de productos ronda los 3 kg per cépita/
ano. Aunque la demanda no es muy alta, en nuestro
pais mas del 70 % de los hogares ha incorporado en al-
guna ocasion estos productos a la cesta de la compra.
De hecho, la industria de IV gama ha crecido continua-
mente desde su introduccién en el mercado espaiiol
en 1989 y se estima que, para el afio 2020, la venta
al por menor de productos minimamente procesados
crecera entre un 8 y un 10 %, alcanzando los 320.000
millones de euros en ventas (véase “La IV gama de fru-
tas y hortalizas espera crecer un 10 % hasta 2020”).

Las frutas y hortalizas minimamente procesadas son
frutas y hortalizas frescas, limpias, troceadas y enva-
sadas, listas para su consumo, con una fecha de cadu-
cidad en torno a los 5-7 dias conservadas entre 1-4 °C,
que garantizan su seguridad y calidad nutricional y
sensorial. El procesado de elaboracion de productos
de IV gama incluye operaciones como el pelado y el
corte, que producen estrés fisico en el vegetal y daran
lugar a la liberacién de fluidos celulares, causando al-
teraciones fisioldgicas y microbioldgicas que pueden
repercutir en la calidad y vida util del producto obte-
nido. En este sentido, uno de los principales retos para
la industria de IV gama es la busqueda de estrategias
qgue permitan conservar la calidad de las frutas y hor-
talizas cortadas, alargar su vida util y, sobre todo, ga-
rantizar su seguridad.

La microbiota natural de frutas y hortalizas frescas
no suele ser patégena para los humanos. Sin embar-
go, durante el cultivo, la cosecha, el transporte y el
posterior procesado y manejo, el producto puede
contaminarse con patdgenos de transmision alimen-
taria, ya sean de origen humano, animal o ambiental
(Sanchez, Elizaquivel y Aznar, 2012). Esta contamina-
cién con patdgenos de transmision alimentaria plan-
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tea un posible problema de seguridad alimentaria,
ya que los productos minimamente procesados se
consumen crudos, sin ningun tipo de tratamiento mi-
crobioldgicamente letal. Por todo ello, para evitar y
minimizar los riesgos de contaminacion de las frutas
y hortalizas, es necesario llevar a cabo unas Buenas
Practicas de Produccion y de Fabricacion y aplicar un
sistema de Andlisis de Peligros y Puntos de Control
Critico (APPCC).

En el aflo 2017 se detectaron 39 brotes de toxiin-
feccidn alimentaria asociados al consumo de alimen-
tos de origen no animal en la Unién Europea, lo que
representa el 6,1 % de los brotes, siendo Salmonella
spp. y los Calicivirus, incluyendo los norovirus los prin-
cipales agentes causales, seguidos de las toxinas bac-
terianas y de Escherichia coli, productor de Shigato-
xina (EFSA and ECDC, 2018). Asimismo, el nimero de
brotes de toxiinfecciones alimentarias causadas por la
ingesta de productos minimamente procesados se si-
tUa en una tasa bastante alta tanto en Estados Unidos
como en la Unién Europea.

Por lo tanto, los métodos de produccion seguros y
los procedimientos adecuados de descontaminacion
son pasos criticos para garantizar la seguridad de
las frutas y hortalizas frescas listas para el consumo
(Artés, Gémez, Aguayo, Escalona y Artés-Hernandez,
2009). El lavado de los productos vegetales con agua
elimina suciedad, exudados y células muertas que
contribuyen al deterioro de la fruta. Sin embargo, para
eliminar o reducir la microbiota presente se suelen
emplear desinfectantes quimicos, con los que ademas
se evita la contaminacién cruzada entre productos
limpios y contaminados. De hecho, su efecto princi-
pal es mantener la calidad microbiana del agua (Gil,
Selma, Lopez-Galvez y Allende, 2009). Aunque el uso
de desinfectantes quimicos es habitual en la industria
de IV gama, los consumidores tienen una percepcion
negativa de los mismos, ya que algunos de ellos estan
relacionados con la produccién de compuestos toxi-
cos, y ademas precisan periodos de tiempo bastante
largos para degradarse, creando problemas de conta-
minacidn ambiental (Faleiro, 2010). Por ese motivo se
buscan alternativas para el control de microorganis-
mos e incrementar la seguridad alimentaria.

En las alternativas para mejorar la seguridad de
estos productos, encontramos una gran variedad de
métodos fisicos, como por ejemplo la luz ultravioleta
(UV-C), la alta presion hidrostatica, los ultrasonidos
y la irradiacion, entre otros (Ramos, Miller, Brandao,
Teixeria y Silva, 2013). Sin embargo, la mayoria de
estas técnicas todavia no estdn implantadas en la in-
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dustria, siendo el envasado en atmdsfera modificada
y la refrigeracion los métodos fisicos mas amplia-
mente aplicados, ya que su combinacion evita el de-
sarrollo de microorganismos y retarda la senescencia
del producto, alargando la vida util de las frutas y
hortalizas de IV gama.

Otra de las alternativas es la bioconservacién, ya
sea mediante el uso de microorganismos o sus me-
tabolitos. Estos cultivos protectores ejercen su fun-
cion ocupando el mismo nicho que los patdgenos
(compitiendo por espacio y nutrientes), producien-
do sustancias antimicrobianas, y en caso de algunas
bacterias, como las probidticas, actuando a nivel del
intestino impidiendo que los patdogenos se adhieran
e invadan los enterocitos y activando una respuesta
inmunitaria como barrera defensiva contra los paté-
genos (Fliss, Hommami y Le Lay, 2011). Sin embar-
go, la bioconservacion no sustituye el uso de buenas
practicas de higiene, de forma que siempre se debe
considerar como un parametro adicional para mejo-
rar la seguridad y la calidad del producto (Holzapfel,
Geisen y Schillinger,1995).

2. CULTIVOS PROTECTORES O AGENTES DE BIOCONTROL

Los cultivos protectores pueden evitar el crecimien-
to de patdgenos de transmision alimentaria en frutas
y hortalizas minimamente procesadas o pueden inclu-
so ser una alternativa a los tratamientos quimicos ha-
bituales en la industria de IV gama. Pueden realizarse
mediante la utilizacién de microorganismos previa-
mente existentes en el alimento o mediante la intro-
duccién artificial de microorganismos con capacidad
de controlar a los patégenos (Leverentz et al., 2003).

2.1. Microorganismos epifitos

La microbiota natural de frutas y hortalizas juega
un papel importante en la seguridad microbioldgica
de los productos minimamente procesados, ya que
puede competir con los patégenos por espacio fisico
y nutrientes o produciendo compuestos antimicro-
bianos (Liao y Fett, 2001). La desinfeccién que tiene
lugar durante el procesado de estos productos redu-
ce esta microbiota protectora, por lo que, si ocurriera
una contaminacién posterior con patégenos, estos se
encontrarian en una situacién ventajosa. Por ejemplo
Francis y O’Beirne (1997) observaron que la desinfec-
cion de lechuga minimamente procesada favorecio el
crecimiento de Listeria monocytogenes a lo largo de
la conservacion. Una manera de reducir esta ventaja
competitiva es la aplicaciéon de cepas seleccionadas
de microorganismos presentes de forma natural en
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los productos. Siguiendo esta estrategia, Weiss, Her-
tel, Grothe, Ha y Hammes (2007) observaron que
Pseudomonas putida LTH 5878 redujo la viabilidad de
Salmonella Typhimurium, Listeria innocua y Staphylo-
coccus aureus en lechuga tras ocho dias de conserva-
cion a 4 °C. Sin embargo, la presencia de Pseudomo-
nas fluorescens, Lactobacillus plantarum y Pantoea
agglomerans en hojas de col no afecté a la poblacién
de Listeria monocytogenes durante la conservacién a
4y 30 °C (Ongeng, Ryckeboer, Vermeulen y Devlie-
ghere, 2007). Posteriormente, Oliveira, Abadias, Co-
las-Meda, Usall y Vifas (2015) aislaron una cepa de
Pseudomonas spp. (M309) que redujo la poblacién
de Salmonella Michigan, Escherichia coli 0157:H7 y
Listeria monocytogenes, en discos de lechuga duran-
te nueve dias de conservacion a 10 °C, pero no fue
efectiva en condiciones semi-comerciales.

En frutas minimamente procesadas, Leverentz et
al. (2006), observaron que cuatro cepas aisladas de
la superficie de la fruta redujeron la poblacion de
Listeria monocytogenes en cilindros de manzana
conservados a 10y 25 °C, de las cuales tres también
redujeron la de Salmonella Poona a 25 °C y ningu-
na a 10 °C. Posteriormente, Abadias, Usall, Alegre,
Torres y Vifias (2009) observaron que Candida sake
CPA-1 no redujo la poblacién de Escherichia coli en
cilindros de manzana. Sin embargo, la cepa CPA-6,
nueva especie dentro del género Enterobacteria-
ceae, y la cepa CPA-7, identificada como Pseudo-
monas graminis, mostraron actividad antagonista
frente a Escherichia coli 0157:H7, Salmonella Mi-
chigan y Listeria innocua en cilindros de manzana
y melocotén conservados a 20 °C y frente a Esche-
richia coli 0157:H7 a 5 °C (Alegre, Vifas, Usall, An-
guera, Figge y Abadias, 2012; Alegre, Viias, Usall,
Teixidd, et al. 2013). Asimismo, el trabajo realizado
con CPA-7 sugirié que su modo de accidon es com-
peticion, un modo de accién al que dificilmente los
patégenos pueden desarrollar resistencia. Por todo
ello, el antagonista ha sido patentado a nivel euro-
peo (EP-2886665) (Vifias et al., 2017) y americano
(US-8735136) (Vifias et al., 2014). Posteriormente,
Alegre, Vifias, Usall, Anguera et al. (2013) compro-
baron que Pseudomonas graminis CPA-7 era efecti-
vo frente a Salmonella y Listeria monocytogenes en
manzana minimamente procesada en condiciones
semi-comerciales conservada a 5y 10 °C, es decir
en presencia de un antioxidante comercial, Natu-
reSeal® AS1, y envasado en atmdsfera modificada
pasiva. Ademas, la aplicacion del agente de biocon-
trol no afecto a la calidad del producto. Sin embar-
go, el efecto observado no fue instantaneo y, por
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lo tanto, deberia usarse en combinaciéon con otras
técnicas de conservacion, como parte de la tecnolo-
gia de barreras. En melén piel de sapo conservado
en condiciones semi-comerciales, la actividad anta-
gonista de Pseudomonas graminis CPA-7 disminuyd
con el envasado en atmésfera modificada pasiva
(Abadias et al., 2014), ya que es aerobio estricto y
su efectividad se reduce en ausencia de oxigeno. En
meldn galia almacenado durante cinco dias a 5 °C
en condiciones aerobias, CPA-7 redujo hasta 1,9
unidades logaritmicas la poblacion de Listeria mo-
nocytogenes, mientras que no se observo efecto en
meldn cantaloupe en las mismas condiciones. Las
diferencias en la efectividad se atribuyeron al efec-
to que la distinta composicidn de las frutas puede
tener en la competencia por nutrientes (Collazo,
Abadias, Aguilé-Aguayo et al., 2017). El estudio de
la capacidad de CPA-7, Escherichia coli y Salmone-
lla spp. de emplear fuentes comunes de carbono
presentes en las frutas, sugirié que una mayor efi-
cacia metabdlica del antagonista en funcién de la
disponibilidad de nutrientes pudiera brindarle una
ventaja adaptativa frente a los patégenos. Iglesias,
Lépez, Echeverria, Vifias, Zudaire y Abadias, (2018)
demostraron que Pseudomonas graminis CPA-7 fue
efectivo frente Salmonella y Listeria monocytoge-
nes en pera conservada a 5, 10 y 20 °C, mientras
que no fue efectivo en condiciones semi-comer-
ciales. Tras optimizar el tratamiento antioxidante
y el film de envasado para simular las condiciones
semi-comerciales (Iglesias, Abadias, Anguera y Vi-
fias, 2018), Pseudomonas graminis CPA-7 redujo la
poblacion de Listeria monocytogenes pero no la de
Salmonella, ya que la poblacidon de este patdgeno
se redujo a lo largo de la conservacion por la baja
temperatura.

Los estudios in vitro sobre modo de accién de
CPA-7 mostraron que no produjo alginato ni formé
biopeliculas sobre superficies inertes en las condi-
ciones estudiadas. Tampoco se observd actividad
antimicrobiana del crecimiento de CPA-7 o de los
metabolitos producidos por este en medio sélido,
contra Escherichia coli, Salmonella spp. o Listeria
monocytogenes (Collazo, Abadias, Aguilo-Aguayo
et al., 2017). Por otro lado, CPA-7 demostrd tener
un efecto sobre la virulencia de Salmonella Enteri-
tidis y Listeria monocytogenes tras la co-incubacion
en pera minimamente procesada durante siete dias
a 5 °C, ya que redujo la adherencia de Salmonella a
células Caco-2 (modelo celular del epitelio intestinal
humano), mientras que no mostré efecto en la de
Listeria monocytogenes. Sin embargo, la interaccién
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con el antagonista en la matriz alimentaria duran-
te el almacenamiento redujo significativamente la
invasividad de ambos patdgenos: en 1,3 unidades
logaritmicas en el caso de Listeria monocytogenes y
a niveles indetectables (< 5 ufc g* fruto) en el caso
de Salmonella Enteritidis, sugiriendo la interferencia
con la expresion de genes involucrados en los meca-
nismos de virulencia de estos patégenos como po-
sible mecanismo de accion de CPA-7 (Collazo, Aba-
dias, Colas-Meda et al., 2017). Otro posible modo
de accion de CPA-7 puede ser la activacion de la res-
puesta defensiva de la planta y la tolerancia al estrés
oxidativo, ya que esta bacteria indujo la actividad de
enzimas antioxidantes y retardd la reduccién del
contenido en compuestos antioxidantes en manza-
na minimamente procesada a lo largo de seis dias de
almacenamiento a 5 °C, sin afectar negativamente a
la calidad del fruto (Collazo et al., 2018).

2.2. Bacterias acido-lacticas

Las bacterias acido-lacticas pueden utilizarse
como cultivos protectores en alimentos como las
frutas y hortalizas minimamente procesadas. Por
ejemplo, Vescovo, Torriani, Orsi, Macchiarolo y Sco-
lari (1996)demostraron el potencial de una bacteria
lactica, una cepa de Lactobacillus casei, para inhibir
el crecimiento de bacterias en vegetales minima-
mente procesados. Posteriormente, Torriani, Sco-
lari, Dellaglio y Vescovo (1999) observaron que la
cepa IMPC LP4 de Lactobacillus plantarum aumento
la vida util de las zanahorias ralladas, controlando el
crecimiento de Leuconostoc spp. Scolari y Vescovo
(2004) observaron un efecto inhibitorio importante
de Lactobacillus casei LC34GF frente a Staphylococ-
cus aureus, Aeromonas hydrophila, Escherichia coli
y Listeria monocytogenes en hojas de endivia con-
servadas durante seis dias a 8 °C. Trias, Baferas,
Badosa y Montesinos (2008) seleccionaron cinco
bacterias acido-lacticas con actividad bacteriostati-
ca frente a Salmonella y bacteriocida frente a Lis-
teria monocytogenes en lechuga, mientras que solo
una de ellas fue bacteriostatica frente a Escherichia
coli. Los autores atribuyeron la especificidad de las
bacterias lacticas por la bacteria Gram positiva en-
sayada a la produccion de bacteriocinas. Siroli et
al. (2015) observaron que Lactobacillus plantarum
V7B3 aumentd la vida atil y seguridad en manzana
y lechuga, incrementando la cinética de destruccion
de Escherichia coli y reduciendo la viabilidad de Lis-
teria monocytogenes.

Una opcidon interesante respecto a la aplicacidon
de bacterias acido-lacticas es la utilizacion de bac-
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terias probidticas, ya que ademds de conseguir un
efecto protector en los alimentos podrian mejorar la
salud del consumidor. Ademas, el desarrollo de ali-
mentos probidticos no lacteos podria ampliar el ran-
go de poblacidn que se beneficiaria de su consumo.
En esta linea, el probidtico Lactobacillus rhamnosus
GG mantuvo la concentracidén necesaria para ejercer
efectos beneficiosos en trozos de manzana minima-
mente procesados en condiciones semi-comerciales
a 5y 10 °C, y ademas redujo la poblacién de Liste-
ria monocytogenes en una unidad logaritmica sin
afectar a la calidad final del producto (Alegre, Vifias,
Usall, Anguera y Abadias, 2011). Russo et al. (2014)
y Russo et al. (2015) aplicaron dos cepas potencial-
mente probidticas (Lactobacillus plantarum B2 CECT
8328 y Lactobacillus fermentum PBCC11.5 CECT
8448) en pifia y meldn cantaloupe minimamente
procesados. Ambos microorganismos mantuvieron
su concentracion por encima del nivel minimo para
ejercer su actividad beneficiosa y redujeron la po-
blacion de Listeria monocytogenes en ambas frutas.
Posteriormente, Iglesias, Abadias, Anguera, Sabata y
Vifias (2017) observaron que Lactobacillus rhamno-
sus GG redujo la poblacion de Salmonella y Listeria
monocytogenes en pera tras la conservacion a 20, 10
y 5 °C en condiciones semi-comerciales. Asimismo,
Lactobacillus rhamnosus GG redujo la adhesion e in-
vasion de Listeria monocytogenes CECT 4032 al epi-
telio intestinal humano empleando el modelo celular
Caco-2 (Iglesias, Vifias, Colas-Meda, Collazo, Serrano
y Abadias, 2017) tras su co-inoculacidn en peray su
conservacién a 10 °C durante siete dias. Lactobaci-
llus rhamnosus no afect6 a la calidad de la pera (Igle-
sias, Echeverria, Vifas, Lopez y Abadias, 2018).

Por lo tanto, el uso de cultivos protectores puede
representar un obstdculo adicional al crecimiento de
patdgenos de transmision alimentaria en frutas y hor-
talizas minimamente procesadas. Asimismo, los tra-
bajos realizados con algunos cultivos protectores han
demostrado una reduccidn en la patogenicidad de los
patdgenos ensayados.

3. BACTERIOCINAS

Como ya se ha comentado, uno de los mecanismos
de accion por los cuales los cultivos bioconservantes
pueden controlar microorganismos alterantes o pato-
genos en los alimentos es la produccion de metaboli-
tos como las bacteriocinas. Las bacteriocinas son pép-
tidos con actividad antimicrobiana producidos por un
gran numero de bacterias (Cotter, Hill y Ross, 2005).
Principalmente actian sobre la membrana de las cé-
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lulas sensibles, desestabilizando y permeabilizando
mediante la formacidn de canales. Se clasifican segun
sus caracteristicas bioquimicas y genéticas, diferen-
ciando bacteriocinas de tipo |, I, Ill y IV (Mondragdn
Preciado et al., 2013). Es importante destacar que las
bacteriocinas son compuestos seguros para los huma-
nos debido a que las proteasas presentes en el tracto
gastrointestinal humano las descomponen en sustan-
cias no téxicas (Chen y Hoover, 2003).

La aplicacién de las bacteriocinas como método
de bioconservacion se ha estudiado ampliamente en
productos de origen animal; sin embargo, su aplicabi-
lidad en productos vegetales todavia estad en estudio.
La termorresistencia de estos compuestos los convier-
te en un bioconservante ideal para la industria pro-
ductora de vegetales enlatados o zumos tratados tér-
micamente (Komitopoulou, Boziaris, Davies, Delves-
Broughton y Adams, 1999), siendo su capacidad de
permanecer activas en ambientes acidos (McAuliffe,
Ross y Hill, 2001) lo que las hace interesantes como
bioconservante en el sector de frutas y hortalizas mi-
nimamente procesadas.

Existen distintos métodos que pueden emplearse
para que las bacteriocinas lleguen a los alimentos y
actien como bioconservantes. Uno de ellos es la adi-
cion del cultivo microbiano productor de bacterio-
cina a la matriz alimentaria, produciéndose de este
modo las bacteriocinas in situ (Gragg y Brashears,
2010; Siroli et al., 2016) mientras que, por otro lado,
puede cultivarse el microorganismo productor de
bacteriocina en condiciones controladas para conse-
guir un purificado que contenga parcial o exclusiva-
mente este compuesto que se podra aplicar directa-
mente en el alimento. Debido a que se ha descrito
qgue la produccién de bacteriocinas puede ser de-
pendiente de la temperatura (Bennik, van Overbeek,
Smid y Gorris, 1999), la aplicacién directa del com-
puesto en el alimento permite tener un mayor con-
trol sobre la concentracién de bacteriocina presente
en el alimento y una distribucién mas homogénea
del compuesto en el producto.

La nisina, bacteriocina producida por Lactococcus
lactis subsp. lactis, es una de las bacteriocinas mas
estudiadas como bioconservante en frutas y hortali-
zas. Esta bacteriocina esta aprobada como aditivo ali-
mentario (E-314) y se comercializa a dia de hoy bajo
distintos nombres comerciales. En distintos estudios
se ha mostrado su efectividad para controlar la pobla-
cion de Listeria monocytogenes en lechuga cortada
(Oliveira et al., 2015; McManamon, Kaupper, Scollard
y Schmalenberger, 2019; Allende et al., 2007). Del
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mismo modo, se ha determinado su capacidad para
controlar la poblacion de Salmonella spp. en el meldn
cortado (Ukuku y Fett, 2004), la microbiota natural del
meldn (Ukuku y Fett, 2002) y la poblaciéon de Listeria
monocytogenes y Escherichia coli 0157:H7 en el me-
16n entero (Ukuku, Bari, Kawamoto y Isshiki, 2005). En
vegetales como el calabacin o el brécoli se han obser-
vado reducciones de la poblacion de Listeria mono-
cytogenes superiores a 2,5 unidades logaritmicas con
la aplicacion de esta bacteriocina (Bari et al., 2005).

Cabe destacar que existen otras bacteriocinas como
la coagulina (sobrenadante producido por Lactobacillus
paraplantarum IPLA C23), pediocina (producida por Pe-
diococcus acidilactici), bacteriocina RUC9 (producida
por una cepa de Lactococcus lactis aislada de ensalada
minimamente procesada) o enterocina AS-48 (produci-
da por Enterococcus faecalis A-48-32) que han mostra-
do ser efectivas para el control de Listeria monocyto-
genes en frutas y vegetales (Randazzo, Pitino, Scifo y
Caggia, 2009; Cobo-Molinos et al., 2005; Allende et al.
2007). Sin embargo, estas bacteriocinas no se encuen-
tran todavia autorizadas para su uso alimentario. Con el
objetivo de incrementar la efectividad, tanto de nisina
como de las otras bacteriocinas, en frutas y vegetales,
algunos autores han evaluado su combinacién con &ci-
dos organicos o sustancias quelantes con capacidad
antimicrobiana, viéndose incrementada su efectividad
significativamente (Bari et al., 2005; Bennik et al., 1999;
Cobo-Molinos et al., 2005; Ukuku et al., 2005).

Para incrementar la vida util de frutas minimamente
procesadas algunos autores han aplicado peliculas co-
mestibles como soporte de las bacteriocinas. Narsaiah
et al. (2015) aplicaron un recubrimiento de alginato
que incorporaba pediocina en papaya cortada, obser-
vando al finalizar los 21 dias de conservacion a 4° C
una reduccidén cercana a 4,0 unidades logaritmicas de
la poblacién microbiana total. Barbosa, Araujo, Matos,
Carneloss y Castro, (2013) aplicaron un recubrimiento
de celulosa que incorporaba nisina en mango minima-
mente procesado. El tratamiento redujo la poblacién
de Listeria. monocytogenes por debajo de los limites
de deteccion después de cuatro dias, mientras que en
las muestras de control la poblacién alcanzd 10° ufc g™.
Resultados similares se observaron en la poblacion de
Staphylococcus aureus en mango a los seis dias de con-
servacion, con una reduccién de 6 unidades logaritmi-
cas. Sobre cubos de manzana inoculados con distintas
cepas de Listeria monocytogenes, se evalud la efecti-
vidad de distintos recubrimientos solos o combinados
con enterocina AS-48 (Lépez Aguayo, Grande Burgos,
Pérez Pulido, Galvez y Lucas Lopez, 2016). Con el tra-
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tamiento combinado de carboximetil celulosa y ente-
rocina (40 pug ml?) se observé una reduccion de 2,7
unidades logaritmicas a los siete dias. Con la adicidn
de lactato de sodio o EDTA a todas las combinacio-
nes de recubrimientos y enterocina se consiguidé una
reduccion de la poblacién de Listeria monocytogenes
por debajo de los limites de deteccion en todos los re-
cubrimientos estudiados al cabo de un dia con EDTA 'y
a los siete dias con el lactato de sodio.

4. BACTERIOFAGOS

Los bacteriéfagos o fagos son virus que infectan y
se multiplican en bacterias especificas y son habitual-
mente inocuos para humanos, animales y plantas. Son
los microorganismos mas abundantes en el planeta y
estan ampliamente difundidos en aguas y alimentos
de distintos origenes (Briissow y Kutter, 2005). Se cla-
sifican en virulentos (liticos) que siguen generalmente
un ciclo litico y atemperados (lisogénicos) que entran
e insertan su DNA en el interior del cromosoma bac-
teriano y son menos efectivos. El control biolégico
mediante fagos liticos estd empezando a ser acep-
tado como una tecnologia limpia para garantizar la
seguridad alimentaria, ya que estos abordan muchas
de las preocupaciones actuales de los consumidores.
Por una parte, su especificidad hace que Unicamen-
te afecten a los microorganismos patégenos y no a
la microbiota propia de los alimentos ni a la micro-
biota del tracto intestinal. Ademas, son respetuosos
con el medioambiente, los fagos se han aislado de él.
Los productos comerciales estan formulados, en ge-
neral, con soluciones acuosas, no contienen ni aditi-
VoS ni conservantes y su coste es relativamente bajo
(Moye, Woolston y Sulakvelidze, 2018). No afectan a
la calidad organoléptica del producto. Como incon-
venientes, el hecho de que sean muy especificos es,
por una parte, ventajoso, pero también puede ser una
desventaja; para hacer frente a varios patégenos se
necesitara utilizar varios fagos. Ademas, han de con-
servarse en refrigeracién y su fecha de caducidad es
mas limitada que la de otros productos.

Existen numerosos estudios que han demostrado
la efectividad de determinados bacteriéfagos en fru-
tas y hortalizas procesadas. El coctel de bacteriéfagos
ECP-100 (actualmente EcoShield™) ha demostrado ser
efectivo frente a Escherichia coli 0157:H7 en tomates,
brécoli o espinacas (Abdulaze et al., 2008), lechuga
y meldn cortado (Sharma, Patel, Conway, Ferguson y
Sulakvelidze, 2009). El uso de atmdsferas modifica-
das mejord la efectividad de este fago (Boyacioglu,
Sharma, Sulakvelidze y Goktepe, 2013) en lechuga y
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espinacas. De forma similar, el bacteriéfago LMP-102
(actualmente ListShield™), efectivo frente a Listeria
monocytogenes, se ha ensayado en meldén y manzana
cortada conservados a 10 °C, mostrando reducciones
entre 2 y 0,4 unidades logaritmicas (Leverentz et al.,
2003), respectivamente. La efectividad de este pro-
ducto también se ha probado frente a biofilms sobre
lechuga, y superficies de acero inoxidable y caucho,
reduciéndolo significativamente en todos los casos.
Cabe destacar este efecto en biofilms, ya que estos
son dificilmente eliminables mediante otros desinfec-
tantes. Nuestro grupo de investigacion evalud la efec-
tividad del fago Listex P100 frente a manzana, pera y
meldn cortados y en sus zumos (Oliveira et al., 2014).
Los resultados demostraron que, tras ocho dias de
conservacién a 10 °C, el fago no fue efectivo en man-
zana cortada ni en su zumo, seguramente debido al
bajo pH de la manzana que hizo decrecer rapidamente
el nimero de fagos presentes. En pera y meldn corta-
do se obtuvieron reducciones de 1,5 y 1,0 unidades
logaritmicas, respectivamente y entre 8,0 y 2,1 unida-
des en sus zumos. Estas diferencias pueden atribuirse
a que, en matrices sélidas, el fago quede inmovilizado
y no pueda entrar en contacto con el patégeno debido
a su limitada difusién. En lo que se refiere a Salmo-
nella spp. (Leverentz et al., 2001), el fago SCPLX-1 fue
efectivo en meldn, pero no en manzana. En brotes de
soja verde y de semillas de alfalfa, un coctel de fagos
aislados de efluentes de granjas de cerdo y ganado re-
dujeron 3 unidades logaritmicas la poblacién de Sal-
monella spp., incrementandose esta reduccion cuan-

do el fago se combind con bacterias antagonistas (Ye,
Kostrzynska, Dunfield y Warriner, 2010). En este senti-
do, Leverentz et al. (2003) demostraron también que
la combinacion del fago LMP-102 con nisina mejord su
efectividad frente a Listeria monocytogenes en meldn.
La combinacion de los fagos con un lavado también
puede incrementar su efectividad. Asi, Magnone, Ma-
rek, Sulakvelidze y Senecal (2013) demostraron que
el lavado con acido levulinico y un céctel de bacterié-
fagos (EcoShield™, SalmoFresh™ y ShigaActive™), in-
crementaron la efectividad del tratamiento exclusivo
con los fagos en fresa, brdcoli y meldon cantaloupe. En
lechuga cortada Oliveira et al. (2015) compararon la
efectividad de distintos bioconservantes frente a Sal-
monellay Listeria monocytogenes. Ni el fago Salmone-
llex ni los cultivos bioconservantes ensayados reduje-
ron la poblacién de Salmonella, que no crecié durante
seis dias a 10 °C. Los fagos también pueden incorpo-
rarse en recubrimientos alimentarios (Vonasek, Choi,
Sanchez y Nitin 2018) con el fin de albergar mas fagos
y mejorar su estabilidad durante la conservacion.

Actualmente, algunos bacteriéfagos ya estan apro-
bados para su uso en frutas y hortalizas (véase la ta-
bla 1). En los Estados Unidos, Canada e Israel practi-
camente estan todos aprobados, mientras que en la
Unidn Europea estan permitidos como coadyuvantes
tecnoldgicos. El panel de riesgos bioldgicos de la EFSA
(BIOHAZ) emitié una opinidn cientifica sobre el uso de
Listex P100 en alimentos listos para el consumo (EFSA,
Panel on Biological Hazards (BIOHAZ), 2016).

Tabla 1. Productos a base de bacteridfagos aprobados para su aplicacion en frutas y hortalizas

Empresa Producto Organismo diana Paises autorizados Certificaciones
EcoShield™ . . , .
(anteriormente ECP-100) E. coli 0157:H7 EEUU, Israel, Canada Kosher; Halal
Intralytix, Inc. ListShield™ .
(Baltimore, MD, (anteriormente LMP-102) L. monocytogenes | EEUU, Israel, Canada Kosher, Halal, OMRI
USA
) SalmoFresh™ Salmonella spp. EEUU, Israel, Canada Kosher, Halal, OMRI
ShigaShield™ (ShigActive™) | Shigella spp. EEUU
PhageGuard Listex™ L. monocytogenes /IiisztLrjélliEz:JIl\lC::\fadgélanda Kosher, Halal,
(anteriormente Listex P100) ’ ytog . ! ’ OMRI, SKAL
Suizay Israel
PhageGuard
(Micreos
PhageGuard S™ . ., | Kosher, Halal,
Food Sa.afety, (anteriormente Salmonellex) Salmonella spp. EEUU, Suiza, Israel, Canada OMRI, SKAL
Wageningen,
Netherlands) EEUU (autorizado para
PhageGuard E E. coli 0157:H7 otros alimentos, pendiente
aprobacion en vegetales)

Fuente: adaptado de Moye et al., 2018.
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5. CONCLUSIONES

Con los métodos utilizados actualmente en la indus-
tria de IV gama es dificil obtener frutas y hortalizas
minimamente procesadas totalmente seguras, lo que
gueda demostrado por el aumento de las toxiinfeccio-
nes asociadas al consumo de este tipo de productos.
Ademas, los consumidores demandan productos li-
bres de conservantes quimicos. Por ello, la industria
necesita implementar nuevas estrategias introducien-
do o combinando técnicas sostenibles con las practi-
cas habituales llevadas a cabo, como la desinfeccion
con hipoclorito sédico, el envasado en atmodsferas
modificadas y la conservacion a temperaturas de re-
frigeracion. La bioconservacidn, ya sea mediante el
uso de cultivos microbianos o sus metabolitos, encaja
perfectamente en esta necesidad de la industria.

El uso de cultivos protectores puede reducir el
riesgo microbioldgico asociado al consumo de frutas
y hortalizas minimamente procesadas y podria, ade-
mas, alargar su vida util. Sin embargo, la aplicacidn
de estos cultivos no tiene un efecto inmediato sobre
la poblacion de patégenos de transmision alimen-
taria, sino que ejerce un efecto protector frente al
crecimiento de los mismos durante la conservacién
del producto. Por lo tanto, su uso deberia realizar-
se en combinacion con las actuales técnicas de pro-
duccion utilizadas habitualmente en productos de IV
gama. Ademas, diversos estudios han demostrado
qgue la presencia de estos cultivos protectores dis-
minuye la capacidad de los patégenos para adherir-
se e invadir el epitelio intestinal. Con todo, existen
una serie de obstaculos para la aplicacidn practica
de los agentes de biocontrol, entre los que podemos
destacar la aceptacién por parte del consumidor y
los aspectos legislativos. La presencia de microorga-
nismos vivos en los alimentos no es una idea nueva,
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