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ResuM: Els bacteris lactics formen part de la microbiota natural de diversos
aliments, son considerats segurs i tenen una llarga historia d'us, casual o
intencionat. Les bacteriocines produides per aquests bacteris poden representar un
paper important, com a obstacles addicionals, en la conservacid i seguretat dels
productes carnis, principalment contra Listeria monocytogenes.

SUMMARY: Lactic acid bacteria have a long history of safe use in foods as indigenous
natural microflora in several food products. Bacteriocinogenic starter cultures
andjor their bacteriocins can act as extra hurdles to food pathogens, thus enhancing
preservation and wholesomeness of meat products against Listeria monocytogenes.

I consumidor actual tendeix,
cada cop més, cap a ali-
ments menys processats,
amb menys conservadors
quimics i que alhora tinguin un
aspecte fresc i es conservin durant
molt temps. Aix0 implica, indirecta-
ment, una perdua de proteccié
intrinseca lligada a la utilitzacié de
processos tecnologics més suaus. El
consumidor també ha perdut un
cert grau de confianca a causa de les
crisis alimentaries recents i, tot i la
implantacié de conceptes de segu-
retat com ara l'analisi de perills i
control de punts critics (HACCP), el
nombre d’intoxicacions alimenta-
ries continua augmentant en una
Unid Europea que, tal com consta
en el Llibre blanc de seguretat ali-
mentaria, té com a objectiu priori-
tari la mateixa seguretat. El nombre
de brots notificats també segueix
augmentant, en part també perque
cada vegada hi ha nous sistemes
més eficacos per a la deteccié de
patogens.
Tot aixo fa que el teixit industrial
hagi de desenvolupar noves estrate-
gies per tal de minimitzar el risc, i

alhora s'innova amb el disseny de
nous productes alimentaris, mini-
mament processats, al gust del con-
sumidor.

Els bacteris lactics formen part
de la microbiota natural de diversos
aliments, tant d’origen animal com
vegetal, sén considerats segurs
(GRASS) i tenen una llarga historia
d’us, casual (fermentacions espon-
tanies) o intencionat (addicié de cul-
tius iniciadors en fermentacions lac-
tiques, en olives, en embotits, etc).
Poden produir diversos compostos
antimicrobians, com ara acids or-
ganics, dioxid de carboni, peroxid
d’hidrogen, diacetil i bacteriocines,

_ que poden desenvolupar un paper

important en la conservacié d’ali-
ments i ser una alternativa als con-
servadors quimics.

Les bacteriocines son peptids o
proteines de baix pes molecular, que
tenen una activitat antibacteriana
contra especies molt relacionades
amb lasoca que les produeix i també
contra certs patogens, com ara Lis-
teria monocytogenes.

L. monocytogenes, Salmonella,
Campylobacter, E. coli enterohe-
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morragicaisS. aureus poden ser con-
siderats els riscos o perills principals
en productes carnis. Segons dades
dels Centers for Disease Control and
Prevention ila FoodNet surveillance
database, els percentatges globals
d’intoxicacions alimentaries regis-
trats del 1983 al 1997 van ser del 31
% en salmonel-losi i del 28 % en lis-
teriosi (Mead et al., 1999). La liste-
riosi és una malaltia que afecta, prin-
cipalment, I'anomenada poblacid de
risc, és a dir, les dones embarassa-
des, els nadons, les persones grans i
les persones immunodeprimides.
Tot i que la dosi infectiva no és del
tot coneguda, perque pot variar
depenent tant de la soca, com de la
susceptibilitat individual, la Comis-
si6 Internacional d’Especificacions
Microbiologiques dels Aliments
(ICMSF) ha conclos que 100 ufc/g
(unitats formadores de colonia per
gram d’aliment) no haurien de
representar un problema per a la
poblacié sense risc (ICMSE 1996).
La salmonel-losi no és una malal-
tia tan severa com la listeriosi, tot i
que Salmonella és més freqlient que
Listeria.

Durant els dltims deu, quinze
anys, s’ha dedicat bastant atenci6
al concepte de la bioconservacio, és
a dir, a I'aplicacié dels bacteris lac-
tics (BAL) en la conservacié d’ali-
ments, com a obstacles addicionals
o definitius per tal de millorar la
conservacio ila seguretat dela carn
i els productes carnis. Stiles (1996)
defineix el concepte de la biocon-
servacié com I'increment de la vida
util i la seguretat dels aliments uti-
litzant la seva propia microbiota.
Aix0 pot aconseguir-se basicament:
a) mitjancant I’addicié de soques
competitives que creixen rapid i/o
que produeixen substancies anta-
gonistes, i d’aquesta manera, in-
directament, s’afegeixen bacterio-
cines al producte. Cal tenir en
compte, pero, la influéncia de la
composicié (ingredients, pH...) iles
condicions tecnologiques, tant
durant el procés com durant la con-
servaci6 del producte (temperatura,
atmosfera...), i/o b) mitjancant
I'addicié de les substancies purifi-
cades, regulat legalment, o afegint

el brou de cultiu on ha crescut el
bacteri productor de la bacterio-
cina.

Les bacteriocines produides per
BAL sén, en general, molecules
cationiques, hidrofobiques o ambi-
filiques, compostes per residus de
vint a seixanta aminoacids, que es
classifiquen en tres grups (Klaen-
hammer, 1993; Nes et al., 1996). Les
bacteriocines d’interes per a pro-
ductes carnis pertanyen, principal-
ment, a la classe Ila, excepte la
nisina, que pertany a la classe Ia.
La bacteriocina de referencia de la
classe Ila és la pediocina PA-1, pro-
duida per Pediococcus acidilactici;
sén bacteriocines petites, d'un pes
molecular <10 KDa, termoestables,
cationiques, caracteritzades perque
tenen activitat contra Listeria, basi-
cament a través de la formacio de
porus a la membrana cel-lular. La
classe Ia també indueix porus a la
membrana de la cel-lula susceptible,
totique segueix un procés una mica
diferent. Aquesta classe té un espec-
tre d’inhibicié més ampli que el que
demostren les bacteriocines de la
classe II.

Diversos estudis han demostrat
la utilitzacié dels bacteris lactis i/o
les seves bacteriocines per aug-
mentar la conservacio i la seguretat
dels productes carnis. Els BAL
poden ser incorporats directament
a la massa carnia, disseminats a la
superficie del producte, en envasats
actius..., depenent del producte on
hagin de ser aplicats. Quan s’apli-
quen com a cultius iniciadors,
coadjuvants de la fermentacié o
bioconservadors, I'exit dependra

del fet que el cultiu bacteria afegit
sigui capac de créixer i de produir
la bacteriocina en l'aliment en
qliestio, en les condicions de pro-
cés emprades, i alhora que no afecti
les caracteristiques sensorials pro-
pies d’aquest aliment.

Les bacteriocines nisina, pedio-
cina, plantaricina, sakacina, ente-
rocines i leucosines, aixi com les
soques productores respectives han
sigut emprades, soles o en combi-
nacié amb altres obstacles, per al
control de Listeria en diversos pro-
ductes carnis.

PRODUCTES CARNIS CRUS

La carn fresca és molt suscepti-
ble al deteriorament microbia,
per aixo I'envasat al buit o en atmos-
fera modificada és sovint emprat per
tal d’allargar la vida ttil i augmentar
la seguretat dels productes carnis
crus. La conservacié en refrigeracio
dels productes envasats exerceix un
efecte sobre la microbiota més
comuna en carn fresca, els bacteris
gramnegatius, els desplaca i afavo-

_reixel desenvolupament dels bacte-
ris lactis, BAL (grampositius). Aix0o
fa que les soques de BAL puguin
ser potencials candidates per ser
emprades com a bioprotectores
(Holzapfel et al., 1995). Schillinger,
Kayai Liicke (1991) van observar un
logaritme de reduccié de L. monocy-
togenes quan inoculaven Lactobaci-
llus sakei Lb706 (productor de saka-
cina A) en carn picada (pasteurit-
zada previament). En assajos fets al
nostre institut hem pogut posar de
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manifest que 1'addicio6 de L. sakei
CTC494 (productor de sakacinaK) o
de 400 UA/g de sakacina K (identica
ala sakacina A) aconsegueix inhibir
el creixement de Listeria en carn
picada de porci en pits de pollastre
inoculats de manera controlada
amb el microorganisme esmentat
(Hugas et al., 1998). Els millors resul-
tats s’aconseguiren en atmosfera
modificadaial buit, respectivament
(figures 11 2).

La nisina ha sigut emprada en
diverses aplicacions, en esprai per
sanejar la superficie de canals (Cut-
ter, Siragusa, 1994), per descontami-
nar peces de carn contaminades arti-
ficialment (Murray, Richard, 1997) i
també combinada amb altres anti-
microbians, com ara lactat sodic en
salsitxes de porc (Schlyter et al., 1993)
0 amb clorur sodic, en carn picada
de bufal. En aquest cas, amb I'addi-
ci6 de 800 Ul/g de nisina, observa-
ren 2,4 log de reduccié, en compara-
cié amb el lot control, i un efecte
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sinergic de la bacteriocina en presen-
ciadel 2 % de sal (Pawar et al., 2000).

PRODUCTES CARNIS CUITS

Els productes cuits s6n molt sus-
ceptibles a la recontaminacié durant
els processos posteriors a la coccid,
com per exemple durant el llescat i
envasat. Si aixo es produeix, els bac-
teris contaminants, patogens i/o
deteriorants, creixeran de manera
exponencial, fins i tot a temperatu-
res de refrigeracio, i arribaran a xifres
molt elevades en pocs dies. De fet,
s’ha descrit que els productes carnis
cuits llescats, envasats al buit o en
atmosfera modificada, tenen una
estabilitat gairebé nul-la enfront del
creixement de L. monocytogenes, fins
i tot en condicions adequades de
refrigeracié (Buchanan et al., 1989;
Blom et al., 1997).

Igualment com en productes
crus, la conservacio en refrigeracié

dels productes cuits envasats afavo-
reix el desenvolupament dels bacte-
ris lactis; per tant, aquests bacteris
son, també en aquest cas, candidats
potencials com a bioconservadors,
que minimitzen el risc del creixe-
mentila supervivencia de patogens
i/o deteriorants, i contribueixen d’a-
questa manera tant al’extensié de la
vida util del producte com ala seva
seguretat.

L. sakei CTC494 és capac de dis-
minuir el nombre de Listeria inocu-
lada en pernil cuit, des de 2 x 102
ufc/g fins a 2 NMP/g (nombre més
probable per gram) després de 7 dies
a7 °C (Hugas et al., 1998). Altres
autors han demostrat també un
efecte antilisteriosi amb I'addici6 de
sakacina P en salsitxes de tipus
bologna (Krockel, 1997) o en derivats
de pollastre (Katla et al., 2002).

Les enterocines, produides per
Enterococcus faecium CTC492, han
demostrat una gran eficacia contra
Listeria en el paté i el pernil cuit, amb
reduccions de gairebé 8 log compa-
rats amb el lot control, després de 37
dies de conservacio en refrigeracié
(Aymerich et al., 2000a). En el paté
s’aconsegueix inhibir totalment el
creixement del microorganisme, i es
mantenen valors <3 NMP/g durant
tot el temps estudiat de conservaci
del producte (figura 3).

Lalteraci6 coneguda com a llim
o0 viscositat en productes cuits lles-
cats i envasats és un problema de
repercussions econdmiques impor-
tants a molts paisos. El defecte apa-
reix abans de la data de caducitat del
producte i, tot i que no es detecten
olors desagradables, ’aparenca és
molt ofensiva per al consumidor. La
viscositat €s el resultat de la secreci
de polisacarids de cadena llarga i
elevat pes molecular, per soques de
BAL (Lactobacillus i Leuconostoc,
principalment), que recontaminen
el producte durant la manipulacié
posterior a la coccid, principalment
durant el llescat.

Quan es reprodueix el defecte
inoculant la soca L. sakei CTC746
(productora de llim) en pernil lles-
cat i s'estudia I'efecte dels cultius
protectors i les bacteriocines, s’ob-
serva que l'addicié d’E. faecium
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CTC492 (productor d’enterocines) i
L. sakei CTC494 (productor de saka-
cina K) aconsegueix prevenir 'apa-
rici6 de llim durant set i quinze dies,
respectivament. Quan a més a més
dels cultius bioconservadors s’addi-
cionaven les bacteriocines respecti-
ves, no va apareixer el defecte durant
el temps de conservacio estudiat
(Garriga et al., 2001). Les mostres
addicionades solament amb ente-
rocines tampoc van presentar el
defecte. En preséncia de L. carnosum
CTC747 (productora de llim), sola-
ment I'addicié de nisina aconsegui
prevenir I'aparicio de viscositat fins
al final del mostreig (vint-i-un dies).

PRODUCTES CRUS-ADOBATS

Els objectius principals de la fer-
mentacié i la maduraci6 de la carn
sén la formacié del color tipic de la
carn adobada, el desenvolupament
de I’aroma caracteristica, la cohesio
ilafacilitat per al llescat, la inhibicié
de bacteris patdogens i alterants, i
I'estabilitat. Aquests objectius sén
assolits mitjancant unes complexes
interaccions fisiques, quimiques i
microbiologiques. La fermentacio
espontania en els embotits es carac-
teritza per la participacié dels BAL,
dels cocs grampositius catalasapo-
sitius i dels fongs i els llevats.
Historicament, les fermentacions
d’aliments s’havien basat en pro-
cessos empirics que involucraven
l'activitat de la microbiota natural
present en la materia prima, combi-
nada amb les manipulacions tecni-
ques i els additius. Des dels temps
de Pasteur, se sap que el principi
natural de la fermentaci6 rau en una
multitud de diferents organismes, i
sobre la base d’aquesta idea va néi-
xer la investigaci6 sobre microorga-
nismes especialment adequats per
a cada tipus d’aliment fermentat, els
cultius iniciadors. En embotits crus-
adobats, els BAL sén molt competi-
tius i predominen sobre altres
comunitats microbianes. Aquests
productes, com ara la llonganissa, el
Xorico, etc., tenen una llarga tradici6
com a productes «segurs», pero s’ha
demostrat que tot i que L. monocy-
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rogenes no creix en aquest tipus de
producte, la contaminacié potencial
de la carn fresca amb aquest pato-
gen no resulta facil d’eliminar durant
el procés de maduracié. Aixo vol
dir que sila carn de la barreja inicial
esta contaminada, encara que sigui
en baixa quantitat, el patogen hi sera
present al final, tot i que gene-
ralment en un nombre baix (<100
ufc/g). L. monocytogenes és un mi-
croorganisme ubic i s’ailla de
manera freqiient en les plantes
de processat. Les embotidores estan
molt sovint contaminades. En un
estudi fet al nostre institut, en el
marc del projecte europeu TRADI-
SAUSAGE, s’ha trobat que el 20 % de
les embotidores d’obradors tradi-
cionals petits-mitjans catalans estan
contaminades amb el patogen, des-
prés de les operacions habituals de
neteja desinfeccié (Fadda et al.,
2005). Les analisis dels embotits, un
cop acabat el procés de maduracio,
demostren que el 10 % de les mos-
tres sOn positives per a L. monocyto-
genes. Altres estudis han posat de
manifest valors entre el 12-16 %
de mostres que donen positiu per
Listeria en el producte final (AFSSA,
2000).

Els resultats obtinguts a I'Institut
de Recerca i Tecnologia Agroali-
mentaries (IRTA), al Centre de Tec-
nologia de la Carn, han posat de
manifest que en llonganisses inocu-
lades amb L. sakei CTC494, pro-
ductor de sakacina K, com a cultiu
iniciador, el recompte de Listeria,
inoculada expressament a la massa,
es redueix en 2,64 log, en compara-
ci6 amb els lots control no inoculats
amb un cultiu iniciador bac+, i la
reducci6 també és significativa quan
es compara un altre cultiu iniciador,
pero que no produeix bacteriocina
(Hugas et al., 1995) (figura 4). Es
també molt important considerar
que la tecnologia de fabricacié (és a
dir, ingredients i procés) influeix en
I'efectivitat dels cultius iniciadors
productors de bacteriocina (Hugas
etal., 1996).

Altres autors han observat resul-
tats positius pel que fa a inhibici6 de
Listeria quan s'utilitza P acidilactici,
productor de pediocina, en diferents
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tipus de productes adobats, com ara
chicken summer sausages i turkey
summer sausages (Luchansky et al.,
1992; Baccus-Taylor et al., 1993).

Assajos fets amb enterocines
addicionades a la massa carnia,
inoculada amb Listeria de prop de
10° ufc/g, posen de manifest una
reducci6 dels recomptes del micro-
organisme, que disminueix fins a
6 NMP/g al cap dels 3 dies de fer-
mentacié i es manté fins al final de
I'adobament (Aymerich et al., 2000b)
(figura 5). En aquest cas, s'observa
que és molt més eficag la bacterio-
cina que la utilitzacié del cultiu ini-
ciador bac+, perque la produccio
de la bacteriocina es veu inhibida
per la sal, el pebre i el pH acid d’a-
quest tipus de llonganissa.

En resum, les bacteriocines
poden ser considerades com a obs-
tacles addicionals en la inhibicié de
Listeria dins la seqliencia d’obsta-
cles (acidificacio i assecat) que es
produeix en un procés d’aquest
tipus.

LIMITACIONS I APLICACIONS
COMERCIALS

Lus de bacteriocines en aliments té
una seérie de limitacions quant a la
seva aplicacié. Les bacteriocines no
tenen un ampli espectre d’hoste,
solament sén actives contra soques
d’especies molt relacionades amb la
soca productora i, en general, no sén
actives enfront de bacteris deterio-
rants i/o patogens gramnegatius. Per
tant, des del punt de vista de la segu-
retat alimentaria, cal combinar la
tecnologia dels obstacles. Diversos
estudis han demostrat efectes siner-
gics o additius amb la utilitzacié de
les bacteriocines, alguns antimicro-
bians i les tecnologies emergents,
com ara les altes pressions, els pol-
sos electrics, els camps magnetics,
la irradiacié... Aquest tipus de tec-
nologies de conservacio augmenten
|'activitat antibacteriana de les bac-
teriocines enfront de bacteris gram-
negatius, i els fan sensibles. L'alta
pressio (APH), aplicada generalment
entre 4001900 MPa, és capac de des-
truir les cel-lules vegetatives mit-

jancant la desestabilitzacié estruc-
tural i funcional de la membrana
citoplasmatica, induint la desnatu-
ralitzacié proteica i inhibint els
mecanismes genetics (Hoover et al.,
1989). Tot i que hi ha bastants estu-
dis fets en sistemes model, també hi
ha certa experiencia demostrada en
producte. Aixi, en pernil cuit llescat,
per exemple, vam observar un efecte
additiu entre el tractament de pres-
si6 aplicat (400 MPa 10 min a 17 °C)
ila utilitzacié de nisina (44,85 ppm)
(Aymerich et al., 2005). Tot i que el
tractament més eficient per dismi-
nuir els recomptes de Salmonella va
serla pressi6, I'absencia del patogen
en el 50 % de les mostres de pernil
sols s’aconsegui quan es combina-
ren APH i nisina. Igualment també
esva observar que quan s'inoculava
L. monocytogenes en el pernil llescat,
al final del periode de conservacio (3
mesos a 6 °C) els lots tractats per alta
pressio i amb nisina tenien recomp-
tes significativament més baixos
(reduccio de 2 log).

Tot i que en aquests ultims deu
anys el coneixement en cultius
bioconservadors, especialment en
cultius bacteriocinogenics i bac-
teriocines, s’ha vist incrementat
de manera notable, la utilitzacié de
BAL que produeixen bacteriocines
no és un fet comdu avui per avui a la
industria alimentaria. Son pocs els
cultius disponibles al mercat: Bac-
toferm F-LC (Christian Hansen) és
una barreja de P, acidilactici (pro-
ductor de pediocina) i L. curvatus
(productor de sakacina A) i esta
comercialitzat com a cultiu capag
de prevenir el creixement de Liste-
ria en embotits fermentats. Chris-

tian Hansen també ofereix un cul-
tiu bioprotector per a productes
carnis envasats al buit o en atmos-
fera modificada que conté L. sakei
(B-2) o L. carnosum 4010 (B-SF-43).
Danisco Cultor comercialitza un
cultiu antilisteriosi de L. plantarum
i S. carnosus en embotits fermen-
tats i per a pernil cuit (ALCMix1) i
COX1 i XPA1 per aplicar a carn
picada i salsitxes crues, com a bio-
protectors. Els productes Alta 2352
i Fargo 23 de Quest International
sén productes comercialitzats com
a ingredients naturals alimentaris,
resultants de processos fermenta-
tius emprant P. Acidilactici, pro-
ductor de bacteriocina activa con-
tra Listeria. AQuest producte esta
aprovat als Estats Units com a
ingredient alimentari i es comer-
cialitza per allargar la vida util de
productes carnis, com ara salsitxes
crues, frankfurts, hamburgueses i
pernil cuit en atmosfera modifi-
cada.

Nisaplin i Chrisin s6n les formes
comercials de la nisina, produides
per Cultor i Christian Hansen, res-
pectivament. La soca productora és
L. lactis ssp. lactis.

Quant a aspectes legals, Dina-
marca i Franca son els tinics paisos
europeus que tenen regulada, expli-
citament, I’addici6 de cultius mi-
crobians als aliments. Ara per ara,
I'aplicacio in situ de cultius de grau
alimentari ha sigut més habitual
que l'aplicacio de les bacteriocines
purificades, perque no és necessari
un etiquetatge especial si es consi-
deren com a coadjuvants de proces,
per exemple, com a acidificants o
compostos d’aroma (Holzapfel et al.,
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1995). Les noves bacteriocines puri-
ficades han de complir els criteris
(EC, 1997) sobre novel food ingre-
dientsis’had’aportar informacio de
seguretat segons directrius especifi-
ques.

El comite d’experts en additius
alimentaris de la Joint Food and
Agricultural Organisations / Orga-
nitzacié Mundial de la Salut va reco-
manar, el 1969, I'acceptacio de la
utilitzacié de la nisina com a conser-
vant en aliments (Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additi-
ves [JECFA]). E1 1988 se li va reconei-
xer I'estatus de GRASS i actualment
el seu Us esta permes a més de cin-
quanta paisos. A Europa esta regu-
lada la seva utilitzacié com a con-
servant en alguns productes lactis,
en tapioca i pidings de semola, pero
no esta autoritzada en productes
carnis (EC, 1995).
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