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RESUMEN

Los microorganismos, en especial los formadores de esporas, presentan un gran reto para la
industria de los alimentos en su continua preocupacién de producir alimentos inocuos. Para
tratar de eliminar a los microorganismos se han desarrollado diferentes metodologias para
su procesamiento; por ejemplo, los tratamientos térmicos, aquellos basados en factores qui-
micos como la acidificacion, o la combinacion de ambos, las tecnologias emergentes como el
plasmay los procesos avanzados de oxidacion. Sin embargo, no todos ellos son eficientes en
la eliminacion de esporas debido a las caracteristicas morfologicas de éstas, que les propor-
cionan resistencia ante condiciones adversas y ademas, a que la poblacién es heterogénea en
cuanto a tiempos de germinacion, que pueden ser desde dias hasta periodos de tiempo muy
prolongados como es el caso de las esporas superlatentes. En este trabajo se analizan los aspec-
tos mas relevantes en la microbiologia de alimentosy tratamientos asociados al procesado de
éstos. Se enfocara en presentar los procesos o métodos aplicados hasta el momento sobre la
inactivacion de esporas de microorganismos que afectan el deterioro de los alimentos o que
causan dafio a la salud de los consumidores.
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ABSTRACT

Microorganisms, especially spore-forming bacteria, are a big challenge for the food industry in
its continuing concern to produce safe and high quality food. Different processing methodolo-
gies have been developed trying to eliminate these microorganisms, such as heat treatments,
those based on chemical factors such as acidification, or the combination of them, as well as
emerging technologies such as plasma and advanced oxidation processes. However, not all of
them are efficientin removing spores due to the morphological characteristics which provide
resistance to adverse conditions and also because of the population heterogeneity in terms
of germination time, that can be from days to very long periods of time like in superdormant
spores. In this work the most important in food microbiology and treatments associated with
the processing of these aspects are analyzed. It will focus on presenting the processes or meth-
ods used so far on the inactivation of spores of microorganisms affect food spoilage or cause
damage to the health of consumers.
Keywords: microorganisms, spores, superdormant, emerging technologies.
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Introduccion

En el mundo actualy con el acelerado ritmo de vida que carac-
terizaal sigloxx1, tanto la producciony el consumo de alimen-
tos procesados tienen un impacto econdémico positivo para
todos los paises, como aquellos en desarrollo incluido el nues-
tro, que han aumentado su tasa de produccion, ya sea para
sustentar suconsumo interno o para exportar. Sin embargo, un
impacto negativo de grandes dimensiones puede ocurrir si se
presentan brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
o un deterioro de los alimentos de exportacion a gran escala.
En el caso de la industria de jugos de frutas, se han reportado
en los ultimos 20 afios brotes de patdgenos como Escherichia
coliO157:H7, Salmonellasppy Crystosporidium parvum (CDC,
1996, 1999, 2006, 2007), asi COMo microorganismos deteriorati-
vos como Alicyclobacillus acidoterrestris (Changy Kang, 2004).
Todo esto ha impuesto grandes retos no sélo a la industria ali-
mentaria sino a los investigadores en ciencia de alimentos en
el desarrollo de metodologias con una alta eficiencia en la eli-
minacién o inactivacion de los microorganismos causantes de
enfermedades. Por otra parte, se han tratado de entender los
mecanismos por los cuales los microorganismos son, en algu-
nas ocasiones, resistentes a los procesos convencionales. La
microbiologia de los alimentos ha experimentado un desarro-
llo considerable en los ultimos afios debido, en gran parte, ala
modelacion predictiva (McMeekin et al., 2008) y a la evalua-
cion de riesgos (Hoornstray Notermans, 2001). A pesar de esto,
suaplicacion en diversas areas de laindustria alimentaria para
mejorarlaseguridady calidad microbiolégica de losalimentos
aun es limitada.

En este trabajo se analizan los aspectos mas relevantes
en la microbiologia de alimentos y tratamientos asociados al
procesado de éstos. Se enfocara en presentar los procesos o
métodos aplicados hasta el momento sobre la inactivacion de
esporas de microorganismos que afectan el deterioro de los
alimentos o que causan dafio a la salud de los consumidores.

Revision bibliografica

1. Problemadtica de la contaminacion
microbioldgica de los alimentos y agua

En la mayoria de los casos, los microorganismos utilizan a los
alimentos como fuente de nutrientes, dando lugaral deterioro
de éstos. Esto se debe no sdlo a la presencia de microorganis-
mosy a la utilizacién de sustancias nutritivas, sino también a

la produccion de cambios enzimaticos que originan modifi-
caciones del sabor debido a la degradacion o sintesis de algu-
nos compuestos. En el caso de los microorganismos patogenos
podemos decir que la mayoria de los alimentos pueden ser-
vir para desarrollar o para actuar como vehiculos de estos mi-
croorganismos, debido a esto, es necesario evitar su contacto
y proliferacion, asi como lograr su eliminacion durante el pro-
cesamiento (Floros etal,, 2010).

1.1. Tipos de microorganismos contaminantes de
alimentos y agua

La mayoria de los microorganismos que contaminan a los ali-
mentos y al agua son bacterias mesofilicas (crecen entre 20y
42°C) (tablal), de las cuales un alto porcentaje son patégenas
en estas condiciones de temperatura, también estan presen-
tes otros tipos de microorganismos como levaduras, mohos y
virus. Los alimentos se descomponen poraccion microbiana a
temperatura ambiente, por lo que es necesario procesarlos y
mantenerlos a temperaturas extremas, ya sea calientes o frios,
paraevitarla proliferacion de los microorganismos. Aproxima-
damente a -10°C cesa por completo la tasa metabélica de los
microorganismos y entran en un estado de latencia y cuando
las condiciones son nuevamente propicias, los microorganis-
mos activan sus procesos metabélicos y comienzan de nuevo
a reproducirse. Por otra parte, muy pocas bacterias sobrevi-
ven a temperaturas superiores a los 90°C, las que lo hacen se
les denomina termofilicas (45-100°C). Entre las bacterias que
sobreviven a altas temperaturas se encuentran aquellas cuyo
ciclodevidaincluye la produccion de esporas, por ejemplo los
géneros Clostridium y Bacillus. Las esporas son estructuras que
resisten temperaturas de mas de 100°C durante largos periodos
de tiempo (de hasta2o minutos), sin ser destruidas. Algunas es-
pecies producen toxinas que pueden o no resistir el tratamien-
to térmico. La bacteria Clostridium botulinum ademas genera
toxinas muy poderosas que vuelven téxicos a losalimentos ge-
nerando laenfermedad lamada botulismo (Fraziery Westhoff,
1991; Adams y Moss, 1997; Jay, 2000).

1.2. Bacterias que forman esporas

Las bacterias tienen muchas estrategias para sobrevivir al am-
biente. Estas estrategias implican con frecuencia los cambios
rapidosen laexpresion de genes quealteran temporalmente el
fenotipo de unacélulayle permiten sobrevivir. Un ejemplo so-
fisticado de la respuesta al estrés es la formacion de esporas, o
esporulacion, en el que el genomabacteriano es conservado en
un lugar seguro (la espora) hasta que mejoran las condiciones
ambientales, y es entonces cuando la espora germinay vuelve
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Tabla . Bacterias deteriorativas en alimentos y de aplicacion en la industria alimentaria.

Tipo de Microorganismos

Caracteristicas

Importancia en la microbiologia
de los alimentos

Familia Género Especie
Bacilos no Esporulados Gram - ne- . .
. . Crecen sobre la superficie de los alimentos
gativos Uso de diversas fuentes de . . . .
Pseudomonadaceae  Pseudomonas o . produciendo mucilagos y diversos pigmen-
carbono principalmente aerobia tos
protoliticas lipoliticas
Oxidan etanol, producen viscosidad
Gluconobacter G. oxydans P
en la cerveza
. . o - . . Alteraciones de color en alimentos como en
Halobacteriaceae Halobacterium H.salinarium Halofilas obligadas cromaégenas .
pescados cocinados
Vibrionaceae Photobacterium Cocobacilosy bacilos luminiscentes  Presentes en carnes y pescados
Presentes en aguasaladay dulce,
Vibrio sueloy tracto digestivo de mami- Patégenas
feros
Enterobacteriaceae  Escherichia E. coli Bacilo Gram-, coliforme
Enterobacter coliforme
. Produce coloraciones rojizas en la superfi-
Serratia S. marcescens . .
ciedealimentos
L Patégenas de vegetales lesionan frutasy
Erwinia .
hortalizas
Causa la peste en el hombre, alteraciones
Yersinia Y. pestis de carnes, productos del mary huevos pro-
duciendo toxiinfecciones alimentarias
Proteus
Producen disenterias bacilares, patologias
Shigella del tracto respiratorio e intestinal en el hu-
mano como la neumonia bacteriana
Klebsiella Presencia de capsula
Salmonella entéricas Producen infecciones alimentarias
Temperatura 6ptima de crecimiento esta
. . entre los 25y 30°C, pueden desarrollarse en
. . Cocos, Gram+, aerobias, termoduri- °Y3 p
Micrococcaceae Micrococcus cos salmueras, termoduricos, algunos dan colo-
raciones alosalimentos e incluso algunos
crecen atemperatura de refrigeracion
Muchas de las cepas son patégenasy produ-
Staphylococcus S.aureus Gram+ cen una enterotoxina que causa intoxica-
ciones alimentarias
Bacilos largos y delgados, microae- . . _—
) . N . Importanciaen laindustria lactea para la
Lactobacillaceae Lactobacillus rofilicos, Gram+, fermentan azlcares -
R produccién de productos fermentados
dando acido lactico
Origina en la especie humana faringitis sép-
Streptococcaceae Streptococcus S. pyogenes Homofermentativos tica, escalatinay otras enfermedades,

se encuentraen laleche

S. thermophilus

Elaboracion de quesosy en ciertas leches
fermentadas

S. bovis Termoduricos En leches pasterizadas
S. lactisy S. Se emplean como fermentos para el queso,
cremoris mantequilla
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Tabla I (continuacion). Bacterias deteriorativas en alimentos y de aplicacién en la industria alimen-

taria.
Tipo de Microorganismos L Importancia en la microbiologia
Caracteristicas de los ali
Familia Género Especie elosalimentos
) Toleran hasta 6.59% de sal, crecen a pH de
S. feacalis, S.fae- L Ph
cium Termoduricos 9.6y surango de temperatura de crecimien-
to va desde 5 hasta 50°C
. . Salmueras, bebidas alcohélicas como la
Pediococcus Gram-negativos tolerantes a la sal N
cerveza donde producen diacetilo
. Fermentan el acido citrico de lalechey
Leuconostoc Heterofermetativos . .
producen diacetilo
. . . Formadores de endoesporas, cuenta  Alteran losalimentos vegetales enlatados,
Bacillaceae Bacillus B. subtilis . . o .
con especies mesoéfilasy terméfilas  pan, lacteos y pastas
C. putrefaciens, . . . )
. . Anaerobias o microaerofilicas, pue-  Alteracién gaseosa de las conservas vege-
Clostridium C.perfringensy e e
. den ser mesofilos o termofilos tales
Cbutyricum

(A partir de Fraziery Westhoff, 1991; Addams y Moss, 1997)

al estado vegetativo rapidamente. Las endosporas se forman
y nutren completamente dentro de una célula madre, la cual
debe rompersumembrana paraliberarla esporaal medioam-
biente (McKenney, Driksy Eichenberger, 2013). Este proceso se
revisara con detalle mas adelante.

Los géneros Bacillus, Clostridium, Sporolactobacillus,
Sporosarcina y Desulfotomaculum son capaces de formar
endoesporas. Para la microbiologia de los alimentos los dos
primeros tienen un interés especial debido a los problemas
causados por algunas especies que forman parte de estos gé-
neros. Actualmente se sabe que B. cereus es responsable de
dos tipos distintos de enfermedad transmitida por alimentos:
un sindrome diarreico, de aparicion relativamente tardiay un
sindrome emético de aparicion rapida. No solo esta especie de
Bacillus se relaciona con enfermedades transmitidas por ali-
mentos, se han aislado algunas otras especies como B. subtilis,
B. licheniformisy B. pumilus que han cobrado gran importan-
cia debido al tipo de patologia que producen (Scheldeman,
Herman, Foster y Heyndrickx, 2006). Todas estas especies se
encuentran ampliamente difundidas en suelo, agua y vegeta-
les asi como también se han identificado como componentes
habituales de la microbiota temporal del intestino de las per-
sonas (Fraziery Westhoff, 1991; Adams y Moss, 1997; Jay, 2000).

Las hierbas secasy las especias que se utilizan en la condi-
mentacion pueden ser un origen importante de B. cereus. Los
jugosy carne son vehiculos de los demas bacilos causantes de
intoxicaciones alimentarias. Productos horneados tales como
el pany los bollos blandos han sido implicados en varios bro-
tes de intoxicacion alimentaria por B. subtilis. Esta ultima es-
pecie es responsable del defecto conocido como pan viscoso,

en el que lasesporas que resisten la coccion germinany degra-
danlaestructurainternade lahogaza produciendo una muco-
sidad pegajosa. Sin embargo, este defecto del pan no siempre
impide que las personas se lo coman, porlo cual puede actuar
como medio de transmision de enfermedades (Frazier y Wes-
thoff, 1991; Adams y Moss, 1997; Jay, 2000).

Otro microorganismo importante es Clostridium frigidi-
carnisel cual se haaislado de carne de res en descomposicion
o que hasido envasada al vacio. Este pertenece a un grupo de
clostridios asociados con el deterioro de la carne roja refrige-
rada. Su crecimiento dptimo se produce entre 30y 38.5°C (Bro-
da, Lawson, Bell y Musgrave, 1999). Los clostridios entran en las
plantas de procesamiento de carne, como esporas provenien-
tes del suelo, la materia fecal, o de las pieles de los animalesy
son transferidos a la superficie de la carne durante la matanza
y su procesamiento (Broda, Bell, Boerema y Musgrave, 2002;
Boerema, Broda y Bell, 2003). La formacién de endosporas que
son muy resistentes es una caracteristica de C. frigidicarnisy
otros clostridios, lo cual hace de su eliminacion una tarea muy
dificil. Una estrategia potencial utilizada para tratar de elimi-
narlas es hacer germinar la endospora y luego aplicar algin
método de procesamiento sobre la célulavegetativa, la cual es
mas sensible (Peck, 2009; Peck, Stringer, y Carter, 2011).

Clostridium difficile, miembro del mismo género, esla cau-
sa principal de lasinfecciones intestinales nosocomiales en el
Reino Unido. La infeccion por Clostridium difficile se produce
en pacientes susceptibles tras la ingestion de esporas presen-
tesenunalimento contaminado, despuésdelo cual, el proceso
irreversible de la germinacion de las esporas se produce en el
intestino delgado dando lugara la formas vegetativas metabo-
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licamente activas, las cuales producen las exotoxinas asocia-
das con la enfermedad (Poutanen y Simor, 2004; Moir, 2006).

De gran importancia también es el Clostridium botu-
linum, un grupo de cuatro clostridios relacionados fisioldgica
y filogenéticamente, que comparten en comdn la funcion de
producir la neurotoxina botulinica considerada la toxina mas
potente conocida (Lund y Peck, 2000; Peck, 2009). Estos mi-
croorganismos son los responsables de la transmisién alimen-
taria del botulismo, una intoxicacion en la que el consumo de
alimentos que contengan tan poco como 30 ng de neurotoxi-
na preformada, puede resultar en una enfermedad muy grave,
y representan un peligro particular para la produccion segura
de alimentos minimamente tratados mediante procesos tér-
micos o refrigerados (Peck, 2009; Peck, Stringer, y Carter, 2011).
El tratamiento térmico aplicado a estos alimentos logra la eli-
minacion de las células vegetativas, pero no las esporas bacte-
rianas (Lund y Peck, 2000).

Septum

Crecimiento

Preespora U

P

/ Célula
madre

2. Las esporas

2.1. Proceso de esporulacion

El proceso de esporulacion se divide en siete estadios (McDon-
nell, 2007; Douglasy Dworkin, 2012) y es basicamente idéntico
entre los géneros Bacillus y Clostridium (Fig. 1). Un crecimien-
to celular vegetativo normal se puede definir como fase cero
con respecto a la esporulacion, y es seguida por las etapas I/11,
donde la célula vegetal inicia la division celular asimétrica y
por tanto la formacion de dos compartimentos separados por
un tabique, el mas pequefio de los cuales es denominado la
preespora. La etapa Il corresponde a |a presentacién del ADN
de la célula como un filamento axial (Errington, 1993). Duran-
te el estadio 1, 1a preespora es endocitada por la célula madre
para formar una célula distinta rodeada por las membranas
interiory exterior. En la etapa IV se lleva a cabo la sintesis de la
corteza de la espora, compuesta por peptidoglicano, entre Ias

&

— Cubierta

| .
_/

Membrana externa
Division asimétrica Endocitosis [ Corteza
Ciclo Etapa I/l Etapa Il Membrana interna
vegetativo — ADN Esporulacion
Etapa O Etapa IV/V/VI
=]
Fision \ ) Y/ *‘ \ )
Binaria i I
\ [ !
Germinacion % ! I Fase tardia de
(\__: i la esporulacién
Y,
|\
L g

Lisis de la célula
madre Etapa VIl

Fig. 1. La esporulacion y el ciclo de germinacién en Bacillus subtilis.
(Adaptado de McKenney, Peter, Driks y Eichenberger, 2012)
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membranas interiory exterior de la preespora, y es seguida de
laetapaVdurante la cual sellevaacabo laformacion de la capa
de a espora. Durante las etapas IV a VI, la célula madre tam-
bién sintetiza una molécula especifica de la espora que es muy
abundante, acido piridina-2,6-dicarboxilico [acido dipicolini-
co (DPA)]. Estase acumulaen la preesporay esta acompafiada
por una reduccion de su contenido de agua. La maduracién de
la espora se lleva a cabo durante esta etapa, y se caracteriza
porque el material de la capa se vuelve mas denso en aparien-
cia. En la etapa final (VI1) se realiza |a lisis de la célula madre y
laliberacion de laestructurade laesporamadura. La estructura
de la espora madura protege a los microorganismos inactivos
de las condiciones desfavorables externas hasta que, una vez
mas, se vuelven favorables para el crecimiento celular vegeta-
tivo. La espora latente es entonces reactivada y se somete a la
germinaciony el crecimiento vegetativo (Leggett, McDonnell,
Denyerz, Setlow, y Maillard, 2012; Higgins y Dworkin, 2012).

2.2. Proceso de germinacion

Las esporas de las especies de Bacillus pueden permanecer la-
tentes por mucho tiempo y son extremadamente resistentes
a una gran variedad de condiciones ambientales (Setlow y Jo-
hnson, 2007). La germinacion de las esporas se ha relaciona-
do con la presencia de moléculas especificas en el ambiente
denominadas germinantes (Foster y Johnstone, 1990; Setlow,
2003). Los germinantes especificos que desencadenan la ger-
minacion de esporas varian entre las especiesy son a menudo
nutrientes necesarios para el crecimiento y la division celular
(Adam, Brunt, Brightwell, Flint, y Peck, 2011). De tal forma que
en condicionesapropiadas, cuando existe launién de nutrien-
tes especificos a los receptores de nutrientes germinantes de
las esporas, por sus siglas en inglés GRs, las esporas pueden
iniciar de nuevo un crecimiento activo a través de un proce-
so llamado germinacion, seguido del crecimiento vegetativo
(Paidhungaty Setlow, 2000; Paidhungaty Setlow, 2001; Setlow,
2003; Setlow y Johnson, 2007).

La transicion de la espora a célula vegetativa implica tres
fases distintas: la activacion, la germinacion y el crecimiento.
La activacion puede ser provocada por condiciones de calor,
el pH o la exposicion a sustancias quimicas y hace que la es-
pora entre en el proceso de germinacion, por lo tanto rompe
su estado de latencia (Leggett et al,, 2012). La activacion es un
proceso reversible que no necesariamente compromete a la
espora en seguir con la germinacion y el crecimiento, de tal
forma que las esporas activadas conservan la mayoria de las
propiedades que poseen las latentes (Fostery Johnstone 1990;
Setlow 2003). En contraste, una vez que las esporas inician la

germinacion, la espora ya no puede volver a su estado inac-
tivo (Foster y Johnstone 1990; Setlow 2003). La germinacion,
como ya se tratd en apartados anteriores, puede iniciarse en
respuesta a diversos estimulos, que varian dependiendo de la
especie. Estos incluyen, pero no estan limitados a nutrientes
metabolizables, tales como aminoacidos y azicares especifi-
cos, como algunas especies ionicas, tensoactivos cationicos y
quelatos (en particular Ca>y DPA) y algunos tratamientos fisi-
cos tales como altas presiones (Setlow, 2008).

El crecimiento se define como todos los eventos de desa-
rrollo que tienen lugar después de la germinacion, incluyendo
lainiciacion del metabolismoy sintesis macromolecular (hin-
chazdn de la espora), la emergencia (donde se desprenden las
capas exteriores de las esporas) y el crecimiento de la nueva
célula. Todo esto representa un retorno de la espora al cre-
cimiento de las células vegetativas (Foster y Johnstone 1990;
Setlow 2003).

2.3. Caracteristicas de resistencia de las esporas
Como ya se ha hablado antes, las endosporas bacterianas so-
breviven en condiciones extremas, por ejemplo, de calory de-
secacion debido al estado deshidratado del nucleo de la espo-
ralo cual es debido, en gran parte, a la corteza. Esta estructura
se compone de una forma de peptidoglicano que es similar,
aunque no idéntico, al peptidoglicano de las células vegeta-
tivas, ademas cuenta con la presencia de residuos de acido
8-lactamico muramico, resultantes en menos cadenas latera-
les de péptido y una reduccién en el entrecruzamiento de las
cadenas de glicanos (Higginsy Dworkin, 2012). La espora posee
dos membranas distintas, separadas por la pared de la célula
germinal y una capa muy fina de peptidoglicano que rodea la
preespora. El ensamblaje del peptidoglicano de Ia espora se
produce entoncesen el espacio entre los dos membranas, esto
comoresultado de laaccion delos genes expresadosen el com-
partimento de la célula madre, incluida una codificacion para
laforma, el alargamiento, ladivision y la esporulacion (Setlow,
2006; Higgins y Dworkin, 2012).

Se ha reportado que las esporas inactivas de diversas es-
pecies de Bacillus contienen una gran cantidad (10-20%o del
total de las proteinas de la espora) de proteinas pequefias so-
lubles en acido, Ilamadas sAsP por sus siglas en inglés, en su
nicleo (Driks y Setlow, 2000). Estas SASP son de tres tipos a, 3
y Y. Estas proteinas se asocian con el ADN de las esporas, pro-
tegiéndolo de diversos tipos de dafios (Setlow, 2000). Diversos
estudios han demostrado que las sAsp de los tipos ay 8 son
factores importantes en la resistencia de las esporas ante va-
rios agentes, incluyendo la radiacion uv, formaldehido, acido
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nitrosoy el calorsecoyademas, contribuyen significativamen-
te a la resistencia de las esporas al calor humedo y al peréxi-
do de hidrégeno, asi como la osmorresistencia (Setlow, 2000;
Tovar-Rojo, Cabrera-Martinez, Setlow y Setlow, 2003). Ademas,
todas las sAsP juegan un papel en el inicio del crecimiento de
las esporas por que proporcionan aminoacidos por su degra-
dacion temprana durante la germinacion y la espora utiliza
estos aminoacidos en el desarrollo de la célula para el meta-
bolismo y la sintesis de proteinas (Setlow, 1998; Setlow, 2000).

De acuerdo con Setlow (2006), los factores importantes
que confieren la resistencia quimica de la espora varian de
acuerdo con el producto quimico, pero en general incluyen:
(i) las proteinas de la cubierta de la espora que probablemen-
te reaccionan con los agentes quimicos, (ii) 1a relativa imper-
meabilidad de lamembranainterna de la espora que restringe
el acceso de productos quimicos exdgenos al nucleo, (iii) la
proteccion de ADN de la espora por su saturacion con protei-
nas del tipo sAspy (iv) la activacién de mecanismos de repa-
racion del ADN ante los agentes que matan a la espora produ-
ciendo dafiosal ADN.

2.4. Estructura morfoldgica de las esporas

La espora de B. subtilis es una estructura compleja (Fig. 2). El
nicleo delaesporacontiene el ADN cromosoémico que se man-
tiene en un estado compactado con las SASP. La membrana que

DNA

Nucleo

Membranainterior

Corteza

Membrana exterior

Cubierta

Capainterna

Capaexterna

Exosporium

al principio del ciclo de formaciéon de la espora rodeaba a Ia
preespora, ahora rodea el nucleo y la corteza rica en peptido-
glicano rodea esta membrana. Alrededor de la corteza, la capa
de la espora consta de aproximadamente 8o proteinas depo-
sitadas por la célula madre dispuestas en dos capas: interiory
exterior (Fig. 2). Enalgunas especies formadoras de esporas, ex-
cepto B. subtilis, la espora esta rodeada de estructuras adicio-
nales, tales como el exosporiumy la capa S (Ghosh et al., 2008).
Ya que la estructura y composiciéon quimica de la espora de-
terminasu resistencia esimportante revisar con detenimiento
estos aspectos. El exosporium es una gran estructura holgada
encontrada sobre las esporas de algunas especies, en partic-
ular las del grupo de Bacillus cereus (Driks 2002; Waller, Fox,
Fox, Fox, y Price, 2004.) Sin embargo, las esporas de muchas
otras especies, incluyendo B. subtilis, o bien no contienen un
exosporium, o si lo hacen, se reduce en tamafio. La capa de Ia
espora es una estructura compleja compuesta de varias ca-
pas y contiene aproximadamente 50 proteinas en B. subtilis
(Driks 2002; Lai et al. 2003). La cubierta es importante en Ia
resistencia de las esporas de algunos productos quimicos, a
las enzimas liticas exdgenas que pueden degradar la corteza de
las esporas y a la depredacion por protozoos, pero tiene poco
o ningun papel en la resistencia de las esporas al calor, a Ia
radiacion u otros productos quimicos (Nicholson, Munakata,
Horneck, Melosh, y Setlow, 2000; Setlow, 2000).

Fig. 2. Estructura morfoldgica de la espora.
(Adaptado de McKenney, Peter, Driks y Eichenberger, 2012)
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La funcion precisa de la membrana externa, que se encuen-
tra bajo la cubierta de la espora, no esta clara, aunque esta
membrana es una estructura esencial en la formacion de las
esporas. De hecho, la eliminacion de la membrana exterior asi
como de proteinas de la cubierta de la espora no tiene ningun
efecto notable sobre laresistencia de las esporas al calor, lara-
diacion y algunos productos quimicos (Nicholson etal., 2000;
Setlow, 2000).

La corteza se compone de peptidoglicano con una estructura
similar a la de la célula vegetativa, pero con varias modifica-
ciones especificas de la espora. La corteza es esencial para la
formacion de una espora latente y para Ia reduccion del con-
tenido de agua de su nucleo. Sin embargo, el mecanismo por
el que la corteza de |a espora logra esta ultima proteccién no
se conoce alin. En contraste, con la membrana externa de la
espora, lamembranainterior es una barrera contra la permea-
bilidad y desempefia un papel importante en la resistencia de
la esporaa muchos productos quimicos, en particular, los que
cruzan esta membrana para dafiar al ADN. Dicha membrana
interior esta formada por moléculas de lipidos (Nicholson et
al,, 2000; Setlow 2000).

La parte mas interna de la espora es el nucleo o “core”. El
nucleo contiene la mayor parte de las enzimas de la espora,
asi como ADN, ribosomas y ARNt. En casi todos los casos, las
enzimas de la esporay acidos nucléicos son idénticos a los de
las células en crecimiento, aunque hay algunas macromolécu-
las tnicas en el nicleo. También hay tres pequefias moléculas
cuyos niveles en el nucleo son importantes en la resistencia
de las esporas. La primera es el agua, la cual es sélo el 27-55 %%
del peso himedo del nucleo de la espora, dependiendo de la
especie (Gerhardt y Marquis, 1989). La cantidad de agua libre
en el ntcleo de la espora es extremadamente baja, de tal for-
ma que el movimiento macromolecular esta muy restringido
y es probablemente el factor mas importante en la latencia
enzimatica de la espora, asi como también determina |a resis-
tencia de la espora ante el calor hiumedo (Gerhardty Marquis,
1989). La segunda molécula es DPA. Esta molécula comprende
el 5-15 o/0 del peso seco de la espora en las especies de Baci-
llusy Clostridium y se encuentrasélo en el nicleo, donde esta
quelado con cationes divalentes, en gran parte de Ca** (Ger-
hardt y Marquis, 1989). El enorme deposito de DPA en el nu-
cleo de laesporaesresponsable de lareduccion del contenido
de agua en esta parte durante la esporulacion y juega un papel
importante en la fotoquimica de luz uv del ADN de la espora.
El tercer tipo de molécula es un grupo de proteinas pequefias
solubles en acido (sAsP) cuya funcion ya se ha tratado en el
apartado anterior (Setlow, 1998).

2.5. Tipos de esporas seqguin su resistencia

Como ya se ha discutido en apartados anteriores, las esporas
pueden permanecer en un estado inactivo, siendo resistentes
durante largos periodos de tiempo y puede volver a la vida ra-
pidamente a través del proceso de la germinacién. Durante la
germinacion lalatenciade laesporay laresistencia extremase
pierden. Ya que los microorganismos son mucho mas faciles
de eliminar, después de que hayan germinado, es ventajoso
desencadenarlagerminacion de lasesporas en losalimentos o
el ambiente y, a continuacion inactivar facilmente las células
vegetativas mucho mas sensibles (Setlow, 2000).

Sin embargo, esta simple estrategia ha sido anulada en
gran parte porque la germinacion de las poblaciones de es-
poras es heterogénea. En general existen normoesporas, cuyo
tiempo de germinacion es normal y otras, denominadas su-
perlatentes, que germinan demasiado lentoy potencialmente
pueden volver a la vida después de que los tratamientos para
inactivar esporas germinadas se han aplicado, incluso después
de diasy hasta meses (Gosh y Setlow, 2009). Las poblaciones de
esporas superlatentes se han aislado recientemente a partir
de tres especies de Bacillus, y se han caracterizado sus propie-
dades de germinacion (Gosh y Setlow, 2009; 2010). Casi todos
los trabajos sobre los aspectos especificos de la germinacion
de las esporas de especies de Bacillus se ha centrado en la ma-
yor parte de la poblacion de las esporas y se ha prestado poca
atencion ala minoria que, o bien no logran germinar o germi-
nan muy lentamente (Ghosh y Setlow, 2009).

Aunque las esporas superlatentes han sido, durante mu-
cho tiempo, uno de los principales temas de preocupacion en
la industria de los alimentos, hasta hace poco habia un esca-
so conocimiento de los factores especificos que determinan si
una espora es superlatente y sus propiedades de germinacion
(Gosh y Setlow, 2010; Wei et al., 2010). Segun estudios recien-
tes, Gosh y Setlow (2009) reportaron que estas esporas super-
latentes germinan muy mal con los germinantes originales,
sin embargo, germinan razonablemente bien con mezclas de
nutrientes que se dirigen a multiples receptores de germinan-
tes. En estudios realizados por estos investigadores, las esporas
superlatentes se hicieron germinar con DPA o dodecilamina
de Ca*, aunque segun sus resultados, no lograron germinar
con altos niveles de nutrientes que activan uno o dos recep-
tores, sino con una mezcla de nutrientes que activan mas re-
ceptores. Debido a estas caracteristicas es muy poco probable
que durante el procesado de los alimentos pueda dispararse
la germinacion de las esporas superlatentes, permaneciendo
entonces de esta forma en los productos y pudiendo generar
dafosalos productosoalos consumidores.
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3. Métodos de inactivacion

de esporas en alimentos

Debido alasamplias necesidades de producir alimentos segu-
ros se ha desarrollado una gran variedad de métodos para su
procesamiento. En general podemos hablar de tres tipos: fisi-
cos, quimicosy otros dentro de los cuales podemos mencionar
alastecnologias emergentes.

3.1. Fisicos

Se consideran métodos fisicos de inactivacion de microorga-
nismos a aquellos que se basan en el uso de temperaturas y
presiones modificadas paraalteraralguna estructura de las cé-
lulas o las biomoléculas esenciales para su metabolismo. En
la tecnologia de alimentos los métodos mas utilizados son los
térmicos con calorhimedo, altas presionesy la deshidratacion
(Jay, 2000). Sin embargo, de estos métodos los inicos que re-
portan unainactivacion de esporasson losde altas presionese
irradiacion, por lo cual nos centraremos en los estudios reali-
zados con estas tecnologias.

3.1.1. Procesamiento de alta presion

El procesamiento de alta presion parece tener un futuro pro-
metedor para la conservacion de alimentos, debido a las re-
duccionesen las poblaciones microbianas que se puede lograr
sin elevacion significativa de la temperatura del producto. El
uso de presiones que se acercan a 100,000 libras por pulgada
cuadrada para tiempos de unos pocos minutos, produce un
alimento procesado con el sabor, colory texturasimilaral fres-
co (Sanchez-Moreno, De Ancos, Plaza, Elez-Martinez y Cano,
2009).Zhangy Mittal (2008) reportan diversas condiciones con
este tratamiento paralainactivacion de esporas de diversas es-
pecies. Sin embargo, Kalchayanad, Dunneb, Sikes y Ray (2004)
reportan que en jugos no se elimina a las esporas en condicio-
nes de operacion y segun Lund y Peck (2000) también afirman
que si bien no las elimina, las hace germinar por lo que serian
susceptibles de otros tratamientos que podrian ser aplicados
posteriormente.

Algunos estudios reportan que la presion a temperatura
constante durante cierto tiempo puede desencadenar la ac-
tividad de la enzima litica de la corteza (CLE) y causar la des-
activacion de esta enzima (Heinz y Knorr, 1998). Las reaccio-
nes de germinacion se inician por la apertura de los canales
de DPA (Paidhungat et al, 2002) a presiones superiores a 500
MPa. A presiones mayores a 500 MPa una rehidratacion parcial
del ndcleosinactividad de la cLE (Setlow, 2003) podria inducir
un efecto letal adicional. Uniendo todas las reacciones corres-
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pondientes como efectos letales, un efecto letal acumulativo
dependiente del nivel de presion aplicado podria generarse.

3.1.2. Irradiacion

Las fuentes comunes de radiacion ionizante son utilizando haz
de electrones, infrarroja (IR), ultravioleta (uv), rayos X o ra-
yos gamma (). Estos tratamientos generalmente funcionan
al dafiar el ADN de los organismos. Sin embargo, los efectos
de la irradiacién pueden afectar Ia calidad nutricional de los
alimentos y varian dependiendo de los nutrientes, alimentos
y condiciones de irradiacion (dosificacion, temperaturay con-
diciones atmosféricas). La seguridad de los alimentos irradia-
dos, ha sido ampliamente probada. Sin embargo, sélo en los
alimentos sometidos a las dosis mas altas se ha reportado que
pueden inactivarse esporas (Morehousey Komolprasert, 2004).

Se ha estudiado que el efecto de la radiacion infrarroja en
la inactivacion de esporas es debido a que la radiacion IR se
convierte rapidamente en calor, lo cual resulta en un calen-
tamiento local intenso de las esporas (Mamouni, Tang, Wu,
Vlahovic y Yang, 2011). Estos autores postulan |a posibilidad
de que el calor local extremo, en estrecho contacto con las es-
poras, dafie algunos de sus componentesy por lo tanto mejore
laactividad antimicrobianay dispare la germinacion. La posi-
ble razén del crecimiento de células vegetativas después de
tratamientos de IR aplicados a las esporas fue que los dafios
fisicos parciales en las paredes de las esporas pueden desen-
cadenar la germinacion. Ademas, el calentamiento local sobre
las esporas puede producir una abrasién mecanica provocan-
do la germinacion por laactivacion de las enzimas liticas de la
corteza llamadas Cwl) y SleB (Dong, Tang, Wu, Vlahovicy Yang,
2013). Estas enzimas estan presentes en la espora en una for-
ma activa, pero no actiian hasta que son activados por el dafio
mecanico a las esporas o por estimulos de germinacion como
Ca* - DPA para la enzima Cwl) o algun otro estimulo para la
enzima SleB. De tal forma que pueden dafiar parcialmente la
capa de la espora, por lo que es mas permeable. Examenes a
nivel molecular mostraron que el tratamiento con IR alter¢ la
expresion de los genes relacionados con lavirulencia de B. an-
thracis, los cuales regulan la germinacion (incluyendo la libe-
racion de ppA) (Dong et al,, 2013).

Porotra parte, tanto los rayos uv como la radiacién con ra-
yosy, matan a las esporas mediante la generacién de dafios en
el ADN. El mecanismo de resistencia de las esporas a estas ra-
diacionesy nose haestudiado ampliamente, pero los estudios
existentes reportan que no es debido a la union de las sasp de
los tipos ay B, por el contrario, la resistencia de las esporas a
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ciertos tratamientos con radiacion Uv es en gran parte, debi-
do a una alteracion en la fotoquimica del ADN causado por la
union de SASP de los tipos ay  al ADN, y en menor medida a
la accion fotosensibilizante del nucleo de la espora por su de-
posito de DPA (Setlow, 2006). Debido a su falta de accion enzi-
maticay del metabolismo, la espora latente no puede reparar
el dafio a macromoléculas como el ADN o |as proteinas. Por lo
que lareparacion del dafio en el ADN se llevara a cabo cuando
la espora vuelve a lavida en el proceso de la germinacion y el
crecimiento, cuando la actividad metabdlica se reanuda (Set-
low, 2003). Sin embargo, si el dafio que se ha acumulado en
las esporas durante |a latencia es demasiado, este dafio puede
desbordar la capacidad de los sistemas de reparacion y dar lu-
garala muerte de la espora germinada (Setlow y Setlow, 1996;
Tennen, Setlow, Davis, Loshon y Setlow, 2000).

3.2. Quimicos

Debido a que los procesos fisicos utilizados en la tecnologia
dealimentos paralainactivacion de microorganismos pueden
deteriorar la estructura del alimento, se ha recurrido al uso de
agentes quimicos paraalteraro destruiralos microorganismos
contaminantes de los alimentos y asi evitar la produccion de
esporas. Dentro de los procesos quimicos los mas utilizados
son la acidificacion y el ahumado. Dichos procesos pueden
generar un valor agregado al producto al modificar de mane-
ra favorable las caracteristicas sensoriales del producto final.
Sin embargo, estos tratamientos no son efectivos en |a elimi-
nacion de esporas. Por estas razones se esta buscando algunos
otros quimicos que pudieran lograr este objetivo sin modificar
las caracteristicas sensoriales de los alimentos o masaun, con-
tribuir de manera positiva a ellas.

Las esporas son extremadamente resistentes a una varie-
dad de productos quimicos, incluyendo acidos, bases, agen-
tes oxidantes, agentes alquilantes, aldehidos y disolventes
organicos. Como consecuencia, las esporas son a menudo los
organismos mas resistentes a los productos quimicos des-
contaminantes disefiados para eliminar microorganismos.
Afortunadamente, las esporas pueden destruirse por algunos
tratamientos quimicos. En algunos casos (por ejemplo, for-
maldehido, acido nitroso, agentes alquilantes) el mecanismo
de la muerte de esporas es posible a través de multiples dafios
en el ADN, debido a que los supervivientes acumulan muta-
ciones en diversos genes sensibilizando a las esporas ante es-
tos agentes. Sin embargo, esto sélo es cierto para unos pocos
productos quimicos genotoxicos a ciertas concentraciones y
algunos agentes oxidantes tales como el perdxido de hidroge-

no que logran mutaciones en las células vegetativas, pero no
lo hacen en las esporas (Setlow et al., 1998; Tennen etal., 2000;
Cortezzo y Setlow, 2005).

Para algunos agentes quimicos, incluyendo aldehidos
grandes tales como glutaraldehido y orto-ftalaldehido, el me-
canismo por el que se eliminan las esporas alin no esta claro,
aunque se sabe que estos dos productos quimicos no matan
a las esporas por dafios en el ADN (Tennen et al., 2000; Cabre-
ra-Martinez, Setlow y Setlow, 2002). Tratamientos con acidos
fuertes matan a las esporas probablemente por la ruptura de
la membrana interior la cual es una barrera de permeabilidad
(Setlow et al, 2002). Este también puede ser el mecanismo
para matar esporas por disolventes organicos a temperaturas
elevadas. Por el contrario, el tratamiento con un alcali fuerte,
el cual se pensaba podia causar la muerte de las esporas, no
las mata, ya que pueden ser reactivadas con un tratamiento
adecuado con lisozima (Setlow et al, 2002). El dlcali parece
inactivaralas enzimas liticas necesarias para la hidrolisis de la
corteza de las esporas durante su germinacion. Esta inactiva-
cion puede deberse a que estas enzimas se encuentran en las
capas exteriores de la espora donde se considera que son mas
sensibles a los alcalis que otros componentes de la espora si-
tuados en las capas mas internas (Setlow et al., 2002).

3.3. Tecnologias emergentes

3.3.1. Plasma

Este método se hareportado que inactiva tanto células vegeta-
tivas como endosporas bacterianas. Tres mecanismos basicos
sehanatribuidoalainactivacion de las esporas. Estos incluyen
la destruccion de ADN por irradiacion uv, la volatilizacion de
compuestos de la superficie de esporas por los fotones uv, y la
erosion de la superficie de las esporas por la adsorcion de es-
pecies reactivas como los radicales libres (Philip et al,, 2002).
Efectos sinérgicos entre estos posibles mecanismos de inacti-
vacion se puede esperar, dependiendo de las condiciones ope-
rativasy el disefio del generador de plasma.

Investigaciones recientes incluyen la evaluacion de la in-
activacion de los patogenos transmitidos por alimentos sem-
bradas en peliculas delgadas de agar, las cuales se tratan con
una descarga luminiscente de plasma (Kayes et al., 2007) y
también se pulveriza sobre la superficie de laminas de tere-
ftalato de polietileno termo-sensible (PET), expuesto a una
descarga de barrera dieléctrica (Muranyi, Wunderlich y Heise,
2007). Yu et al. (2006) han informado que altas cargas de Es-
cherichia colien membranas de policarbonato se ven afecta-
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das adversamente con la penetracion de especies en plasmay
una alta eficacia de la inactivacion microbiana se obtiene con
este método. Se puede concluir que el plasma de baja tempe-
ratura (LTP) puede ser muy efectivo contra las células micro-
bianas y esporas en las superficies y por otra parte se puede
utilizar para la pasteurizacion no térmica y la esterilizacion
de los alimentos segun reportan Deng et al. (2007). El uso de
la radiacion con luz ultravioleta pulsante como un medio de
inactivacion microbiana es una tecnologia madura que tiene
aplicacion comercial en la desinfeccion de superficies de em-
balaje de materiales (Anon, 2006), pero muestra limitaciones
debido alos efectos secundarios en los productos alimenticios
como pérdida de algunas caracteristicas sensoriales (Gomez -
Lépez, Ragaert, Debevere y Devlieghere, 2007).

3.3.2. Procesos avanzados de oxidacion

Estos procesos se basan en la generacion de radicales hidroxil
eincluyen luz uv/peroxido de hidrégeno, luz uv/ozono, rayos
de electrones, sondlisis, fotocatalisis con dioxido de titanioy
Reactivo de Fenton. Todos estos tratamientos se han reporta-
do como altamente eficientes en la eliminacion de microor-
ganismos (Bandala, Castillo, Gonzalez y Sanchez-Salas, 2011),
en especial, se ha probado lareaccién de Fenton parala elimi-
nacion de esporas en agua con resultados favorables (Bandala
etal, 2008). Sin embargo, los estudios para establecer si estos
procesos pueden utilizarse ampliamente en otros alimentos,
sin un posible cambio en las caracteristicas sensoriales, aun
estan en desarrollo.

La mayoria de los agentes oxidantes eliminan a las espo-
ras por causar algun tipo de dafio a sus capas externas, prin-
cipalmente a la membrana interna de la espora, de manera
que cuando las esporas tratadas germinan, estas rupturas en
lamembrana dan como resultado su muerte (Youngy Setlow,
20043; Young y Setlow, 2004b; Shapiro, Setlow y Setlow, 2004).
El tratamiento semiletal de las esporas con diversos agentes
oxidantes también sensibiliza a las supervivientes para un tra-
tamiento posterior (por ejemplo calor himedo), ya que una
membranainterioren buen estado le daria la resistencia com-
pleta a las esporas (Cortezzo, Koziol-Dube, Setlow y Setlow,
2004). Sin embargo, la naturaleza precisa de los dafios de |a
membrana interna causada por agentes oxidantes ain no se
conoce, aunque se ha demostrado que no es debido ala oxida-
cion de los acidos grasos insaturados (Setlow, 2006).
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Conclusiones y comentarios finales

Desde los tratamientos térmicos, que fueron de las primeras
tecnologias de conservacion en los alimentos, hasta las actua-
les tecnologias emergentes tienen como objetivo el producir
alimentos de alta calidad de inocuidad. Sin embargo, algunos
microorganismos como los esporulados son resistentes a mu-
chos de estos tratamientos. La mayoria de los tratamientos
térmicos como la pasteurizacion han demostrado ser comple-
tamente ineficientes para la eliminacion de esporas al igual
que los procesos de deshidrataciony algunos quimicos como la
acidificacion. Por el contrario, existen reportes en tecnologias
emergentes como altas presiones, irradiaciony procesos avan-
zados de oxidacion que demuestran su efectividad sobre es-
poras de algunos microorganismos como B. subtilisya sea por
lograr eliminarlas o por disparar la germinacién para después
eliminarlas mas facilmente como células vegetativas por otros
métodos. Algunos de los métodos que reportan la eliminacion
de esporas de algunas especies de bacterias como B. subtilis
y C botulinum, muestran limitaciones en cuanto a su uso en
diferentes tipos de alimentos (sélidos o liquidos) y deberan
probarse aiin para verificar el impacto del proceso en cuanto
alamanera en que se afectan el contenido de nutrientesy la
calidad sensorial de éstos. Por tales motivos, se debe continuar
lainvestigacion en esta area paratratar de comprender los me-
canismos que generan la resistencia de los microorganismos
con el fin de desarrollar o adaptar las metodologias para lograr
sueliminacion efectiva de los alimentos.
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