La sequridad de los alimentos constituye una de las preocupaciones
basicas en los paises desarrollados ya que afecta directamente a la
salud de todos los ciudadanos. Esta preocupacion se ha visto
incrementada en los Ultimos anos debido a los graves incidentes
ocurridos, que han convertido la seguridad alimentaria en un tema con
gran repercusion social. En este contexto se situa la inquietud
creciente, tanto por parte del consumidor como de las autoridades
sanitarias, por la presencia de aquellos compuestos toxicos que,
como las aminas biégenas (AB), pueden aparecer en los alimentos. La
investigacion entorno a las AB se ha centrado en distintos aspectos,
desde la vision toxicoldgica, al desarrollo de métodos de deteccion
rapidos y sensibles, pasando por el estudio de los aspectos
microbiolégicos, bioquimicos y genéticos implicados en la sintesis de

estas moléculas.

¢Qué son las aminas bidgenas?

Las AB son compuestos nitrogenados
de bajo peso molecular que se forman
principalmente por descarboxilacién de
aminoacidos. Atendiendo a su estructura
quimica se pueden clasificar en alifaticas
(putrescina, espermidina, espermita, ca-
daverina), aromaticas (tiramina, feniletila-
mina) o heterociclicas (histamina, tripta-
mina) y en funcién del numero de grupo
aminos de la molécula, podemos hablar
de monoaminas (histamina, feniletilami-
na, tiramina), diaminas (putrescina, cada-
verina) o poliaminas (espermidina, esper-
mina) (Figura 1).

Desde un punto de vista bioldgico, las
AB son moléculas con funciones fisiolo-
gicas esenciales para los seres vivos. En
plantas, la putrescina y algunas poliami-
nas como la espermidina y la espermina,
estan implicadas en diversos procesos
celulares de respuesta al estrés y al enve-
jecimiento. En animales estan implicadas
en procesos tan relevantes como la divi-
sion celular o la transmision nerviosa. Asi
por ejemplo, la histamina actia como
neurotransmisor y la tiramina es un in-
termediario de las rutas de biosintesis de
otros neurotransmisores (ten Brink y
cols., 1990).

Sin embargo, la descarboxilacién de
algunos aminoacidos, llevada a cabo por
determinados microorganismos, puede
provocar la presencia de concentraciones
altas de AB en los alimentos, de forma
que tras su ingestién pasan a la circula-
cién sanguinea desde donde ejercen di-
versos efectos téxicos (Tabla 1).
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Intoxicaciones alimentarias
causadas por aminas bidgenas

Las AB mas frecuentes en alimentos
son histamina, tiramina, putrescina, ca-
daverina, triptamina, B-feniletilamina, es-
permina y espermidina, si bien, las into-
xicaciones alimentarias mas frecuentes
estan relacionadas con la histamina y la
tiramina, cuyos aminoacidos precursores
son la histidina y tirosina, respectivamen-
te. La intoxicacién por histamina es la
mas conocida, existiendo referencias des-
de finales del siglo XIX sobre la inciden-
cia de esta enfermedad, conocida como
enfermedad escombroide debido a que
los trastornos tenian lugar tras la inges-
tion de pescados del grupo Escombroi-
dae. La intoxicaciéon producida por tira-
mina se conoce también como reaccion
del queso, debido a los altos niveles que
esta AB presenta en algunos quesos.
Ademas de su propia toxicidad, estudios
recientes han demostrado que la tirami-
na favorece la adhesion de patdégenos co-
mo Escherichia coli 0157:H7 a la mucosa
intestinal (Lyte, 2004). Por otro lado, dia-
minas como putrescina y cadaverina
pueden reaccionar con nitritos dando lu-
gar a la formacion de nitrosaminas de co-
nocido efecto cancerigeno.

Cabe destacar que hay personas espe-
cialmente sensibles a las AB debido a que
los enzimas responsables de su destoxifi-
cacioén, la monoamino oxidasa (MAO) o la
diamino oxidasa (DAO) no son funciona-
les, bien por problemas genéticos o por
la presencia de inhibidores como el alco-
hol o determinados farmacos antidepresi-

vos. Por tanto, es dificil establecer los ni-
veles toxicos para cada una de las AB ya
que depende de la eficacia de los siste-
mas de destoxificacion y por lo tanto va-
ria de unos individuos a otros. Ademas,
también depende de la presencia de otras
AB ya que pueden tener efectos sinérgi-
cos. Sin embargo, aunque en la actuali-
dad no existe una ninguna legislacién so-
bre las concentraciones permitidas en los
alimentos, las autoridades sanitarias reco-
miendan reducir al maximo la ingestion
de estos compuestos. En el caso de per-
sonas con tratamientos antidepresivos
basados en inhibidores de la MAO esta
contraindicado el consumo de queso, de-
bido a los altos niveles de tiramina que
puede contener. No obstante, es necesa-
rio subrayar que las concentraciones de
AB varian no solo de un tipo de alimento
a otro, sino también dentro de un mismo
tipo de alimento. Asi por ejemplo, hemos
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encontrado dentro de un mismo tipo de
queso, variaciones que van desde 90,75
mg kg hasta 2093 mg kg™, resultados si-
milares han sido también descritos por
otros autores (Roig-Sagués y cols., 2002)

La presencia de AB en alimentos debe
de atribuirse a la accidon microbiana so-
bre la fraccién proteica de la materia pri-
ma y mas especificamente a las reaccio-
nes de descarboxilacion de los aminoaci-
dos precursores llevadas a cabo por de-
terminadas bacterias. Por lo tanto, hay
dos factores clave para su acumulaciéon
en los alimentos: la presencia de las bac-
terias con actividad aminoacil-descarbo-
xilasa y la disponibilidad de los sustratos
de la reaccion. El primero de estos facto-
res se trata en los apartados siguientes.
En cuanto al segundo, los alimentos que
presentan una mayor posibilidad de con-
tener AB son aquellos que contienen una
elevada carga proteica, aunque también

en este aspecto serd necesaria la inter-
vencion de los microorganismos y de su
maquinaria proteolitica para liberar los
aminoacidos precursores.

Las bacterias implicadas

En primer lugar hay que destacar que
la presencia de actividad aminoacil-des-
carboxilasa implicada en la sintesis de
AB, se trata de una caracteristica de cepa
y no de especie. Pueden ser bacterias
tanto Gram positivas como Gram negati-
vas y se pueden encontrar representantes
en especies de diversos géneros como Ci-
trobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella,
Shigellla, Staphylococcus, Micrococcus, Ko-
curia, Morganella, Vibrio e incluso en bac-
terias GRAS (“General Regarded as Safe”)
como son las bacterias del acido lactico
(BAL) pertenecientes a los generos Lacto-
bacillus, Enterococcus, Carnobacterium,
Pediococcus y Lactococcus.

En el caso de alimentos no fermenta-
dos seran bacterias contaminantes, prin-
cipalmente gram negativas, las responsa-
bles de la sintesis de AB. Algunos autores
han sugerido que en este tipo de alimen-
tos la concentracion de AB podria ser
considerada como un indicador de la car-
ga microbiana. Por lo tanto, la solucién
pasa por una correcta manipulaciéon y
conservacion de los alimentos, de forma
que se evite la contaminacion y prolifera-
cién microbiana.

Mencién aparte merecen los alimen-
tos y bebidas fermentados en los que in-
tervengan BAL (vino, sidra, productos
lacteos, vegetales, embutidos...) donde,
ademas de a los microorganimos conta-
minantes, la actividad descarboxilasa
puede estar asociada a las bacterias que
forman parte del cultivo iniciador o de la
microbiota secundaria. Por lo tanto, al
igual que otros autores (Bacus, 1984; Bo-
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ver-Cid y cols., 2000; Hernandez-Jover y
cols., 1997; Suzzi y Gardini, 2003), consi-
deramos muy importante incluir entre
los criterios de seleccion de los cultivos
iniciadores, la incapacidad de sintetizar
AB. De hecho, este criterio comienza a
ser aplicado por algunas industrias fran-
cesas en la selecciéon de las BAL utiliza-
das en la fermentaciones vinicas (Lon-
vaud-Funel, 2001).

La Bioquimica

El conocimiento de las condiciones fa-
vorables para la sintesis y actividad de las
aminoacil-descarboxilasas, pasa por el
estudio del papel fisiolégico que la sinte-
sis de AB tiene en las cepas productoras.
La hipotesis mas aceptada en la actuali-
dad sugiere que las reacciones de des-
carboxilaciéon podrian ser utilizadas por
la célula para la obtencion de energia y
para el control del pH (Abe y cols., 1996;
Konings y cols., 1995; Konings y cols.,
1997). La descarboxilaciéon de un amino-
acido en el citoplasma y el transporte de
la amina formada al exterior de la célula

supondria, de forma indirecta, la expul-
sién de un protén al exterior, lo que per-
mitiria controlar el pH intracelular. Ade-
mas, el transporte de aminas generaria
un gradiente electroquimico que podria
ser utilizado por la célula para el trans-
porte de nutrientes o para generar ATP a
través de la F1F, ATPasa (Figura 2). Algu-
nos autores (Rhee y cols., 2002) sugieren
que este sistema de descarboxilaciéon po-
dria favorecer el crecimiento en ambien-
tes acidos. En este sentido, Schelp y cols.

(2001) demostraron que el enzima histi-
dina descarboxilasa de Lactobacillus 30a
es mas activo a pH acido.

La Genética

La presencia de una AB en los ali-
mentos requiere de la expresion de al
menos dos genes, el que codifica el enzi-
ma que cataliza la descarboxilacion del
aminoacidos correspondiente, y el que
codifica una proteina transportadora im-
plicada en el intercambio aminodacido /

AB. Estos genes tienen que estar perfec-
tamente regulados ya que su sustrato, los
aminoacidos, son los componentes de las
proteinas. Por lo tanto, la célula debe evi-
tar su descarboxilacién si no esta asegu-
rado el aporte suficiente para la sintesis
de proteinas. Ademas, parecen estar in-
ducidos por valores bajos de pH en el
medio. Los datos genéticos que se tienen
hasta el momento, han revelado que los
genes que codifican estas dos proteinas
se encuentran formando parte de un gru-

TABLA 1: AMINAS BIOGENAS EN ALIMENTOS Y SUS EFECTOS

FIGURA 1: CLASIFICACION DE LA Al

Aminas b

FARMACOLOGICOS, TOMADA DE SHALABY (1996)
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po de genes en el que también suelen es-
tar presente un tercer gen que codifica
una proteina reguladora (Nelly y Olson
1996). En el caso de la histamina y de la
tiramina, se encuentra un tercer gen que
codifica una proteina similar a aminoacil
t-RNA sintetasas y que podria tener fun-
cién reguladora, actuando como un sen-
sor del aminoacido correspondiente (Fer-
nandez y cols., 2004; Martin y cols.,
2005). La organizacién de algunos de los
genes secuenciados que estan implica-

dos en la sintesis de AB se resume en la
figura 3.

Métodos de deteccidn

Los métodos de deteccion de AB en
los alimentos se han ido desarrollando de
forma paralela al desarrollo de la croma-
tografia. Inicialmente, se determinaba su
presencia mediante cromatografia en ca-
pa fina, pero este método no permitia la
cuantificacion. Con el fin de mejorar la
sensibilidad y hacer posible la cuantifica-

cidn, se desarrollaron una serie de técni-
cas que se basan en la separacion y la re-
soluciéon mediante el uso de cromatogra-
fia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
Estas técnicas se fueron optimizando gra-
cias al empleo de pre-columnasy a la de-
rivatizacion de la muestras con distintos
compuestos (Krause y cols., 1995; Nove-
lla-Rodriguez y cols., 2000). Para algunas
AB se han desarrollado otras técnicas al-
ternativas como la electroforesis capilar
(Lange y cols., 2002 a; Cinquina y cols.,
2004) o los métodos enzimaticos basados
en las actividades monoamino y diamino
oxidasa (Lange y cols., 2002 b). Todas es-
tas técnicas requieren un primer paso de
extraccion de los compuestos a analizar
y, teniendo en cuenta que las muestras
de alimentos son matrices muy comple-
jas, estos procesos de extraccién son en
muchas ocasiones largos y laboriosos.
Ademas, el andlisis realizado en un mo-
mento determinado no excluye que estos
compuestos puedan formarse en fases
posteriores cuando se alcancen en el ali-
mento los valores de pH y la concentra-
cion de los sustratos adecuada para la
sintesis de las AB. Este aspecto es espe-
cialmente critico en alimentos fermenta-
dos, en los que los iniciadores continuan
su actividad durante largos periodos de
tiempo. Por ello, un método alternativo
de control de la presencia de AB en ali-
mentos se basa en la deteccién de cepas
potencialmente productoras. Inicialmen-
te los métodos utilizados se basaban en
la capacidad de hidrolisis del aminoacido
precursor en un medio de cultivo (Bover-

8 SEGUN SU ESTRUCTURA QUIMICA FIGURA 2

Papel fisiologico de la sintesis de AB en las bacterias productoras. La descarboxilacion de un aminoécido en el cito-
Iifl g.ﬂ nas plasma y el transporte de la amina formada al exterior de la célula permitiria controlar el pH intracelular.
Ademés, el gradiente electroguimico generado podria ser utilizado para generar ATP a través de la F;Fy ATPasa.
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Cid y cols., 1999). Pero este método re-
quiere el aislamiento de los microorga-
nismos a partir de los alimentos y su cre-
cimiento en el medio diferencial, todo
ello hace que sea muy largo y tedioso, di-
ficultando su utilizacién de forma rutina-
ria. Surge por lo tanto la necesidad de de-
sarrollar un método rapido, facil y sensi-
ble de deteccion de cepas productoras de
AB en muestras de alimentos.

PCR: la herramienta maravillosa

La reaccion en cadena de la polime-
rasa (PCR) fue desarrollada por el Dr.
Kary B. Mullis, el cual fue galardonado
con el premio Nobel de quimica en el
afio 1993 por esta trascendental técnica.
Basicamente es un método enzimatico
que nos permite hacer muchas copias de
un fragmento especifico de DNA. Este
proceso se conoce como amplificacion
del DNA. Para ello se utilizan dos oligo-
nucledtidos cebadores o “primers”, cuya
secuencia es complementaria a los extre-
mos del fragmento de DNA que preten-
demos amplificar y que por tanto son los
responsables de la especificidad del pro-
ceso. El primer paso consiste en subir la
temperatura para que se separen las dos
hebras del DNA original. Después se ba-
ja la temperatura para que se unan los
“primers” en sus sitios especificos y asi la
DNA polimerasa pueda sintetizar la ca-
dena complementaria. Estos ciclos se re-
piten sucesivamente en un termocicla-
dor, de forma que en cada uno de ellos
se duplica el numero de copias del DNA
diana. De esta forma, partiendo de una
unica molécula inicial de DNA, en 35 ci-

clos obtendriamos 34 mil millones de co-
pias (Figura 4).

La PCR es sin duda una alternativa y de
hecho ya se utiliza con éxito en la detec-
cion de microorganismos alterantes y pato-
genos en alimentos (revisiones Hill, 1996;
Rudi y cols., 2002; Malorny y cols., 2003).

En el caso de las AB las investigacio-
nes se han centrado principalmente en la
histamina (Le Jeune y cols., 1995) y en la
tiramina. En nuestro grupo del Instituto
de Productos Lacteos de Asturias nos he-
mos centrado en la tiramina debido a
que es, con diferencia, la AB mas abun-

dante en quesos, llegando a alcanzar
concentraciones realmente alarmantes.
Se han disefiado los oligonucleétidos ce-
badores y se han optimizado las condi-
ciones que permiten la amplificacion es-
pecifica de un fragmento interno del gen
de la tirosina descarboxilasa (Fernandez
y cols., 2004). Este procedimiento permi-
te comprobar que las cepas selecciona-
das para usar como fermentos sean inca-
paces de sintetizar tiramina. Como ya he-
mos indicado nos parece imprescindible
incluir la incapacidad de sintetizar AB co-
mo criterio de seleccion de los cultivos

FIGURA 3: ORGANIZACI(’)N,DE LOS GENES IMPLICADOS EN LA SINTESIS FIGURA 4: REACCION EN CAD
DE LAS AB MAS FRECUENTES EN ALIMENTOS
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iniciadores. Esta técnica también permite
detectar de forma especifica, rapida, sen-
cilla y barata, bacterias productoras de ti-
ramina aunque estén en muy baja con-
centraciéon. Ademas, la reacciéon de PCR
ha sido optimizada con éxito para poder
detectar estas bacterias en muestras de
alimentos. Asi por ejemplo, se ha podido
seguir su presencia en todos los pasos de
elaboracion (leche cruda, cuajada y dis-
tintas etapas del proceso de maduracion)
de un queso artesanal (Figura 5). Todas
las muestras fueron paralelamente anali-
zadas mediante HPLC y se pudo compro-

l’{LH _ >

eian sxponencial
-~ —
T —
=
== —
- —
T —
o a——
a2 ——T T
T Lol DY g et i i
——
.-:__ E——
R ———
{ —
g —

I dlcka

1 oa

bar que aunque en los pasos iniciales de
la elaboracion no se detecto tiramina, se
llegaron a alcanzar concentraciones alti-
simas, de mas de 2.000 mg kg™ en el pro-
ducto final. En cambio, mediante PCR ya
se pudo detectar la presencia de los mi-
croorganismos productores en la leche
cruda. La ausencia de estas bacterias se-
ria la mejor garantia de que un alimento
como el queso, con alta probabilidad de
presentar tiramina, esta libre de esta AB a
lo largo de toda la cadena alimentaria.
Por lo tanto, esta técnica permitiria certi-
ficar la ausencia de AB en los alimentos,

MM a B o d & I g h

lo cual seria especialmente util para
aquellas personas que por cualquier ra-
zén sean deficientes en las actividades
MAO y DAO.

En la actualidad, estamos desarrollan-
do la deteccién de cepas productoras de
AB por PCR a tiempo real. Esta técnica,
aun mas rapida y sensible que la PCR
convencional, permitirifa ademas su
cuantificacion.
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