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RESUMEN

Este trabajo tiene como objetivo hacer una revisibn bibliografica sobre las
bacteriocinas obtenidas a partir de bacterias acido lacticas y su aplicacion en la
industria de alimentos, debido al creciente interés de los consumidores por productos
naturales y benéficos para la salud. Las bacteriocinas son sustancias peptidicas con
actividad antimicrobiana, producidas por diferentes cepas bacterianas, las
bacteriocinas obtenidas a partir de bacterias acido lacticas son las mas investigadas
debido a la larga e importante trayectoria que éstas tienen en la conservacion de los
alimentos ya que se ha comprobado que no son nocivas para la salud de los
consumidores, no alteran las caracteristicas organolépticas y alargan la vida atil de los
alimentos.

Las bacteriocinas purificadas o semipurificadas pueden ser utilizadas como
biopreservantes en alimentos para la reduccion o eliminaciébn de ciertos
microorganismos responsables del deterioro y algunos microorganismos patégenos
como la Listeria monocytogenes. Estas bacteriocinas se pueden adicionar a los
alimentos por medio de bacterias productoras de la bacteriocina como un componente
de la flora natural, afiadiéndola como cultivo iniciador o adicionandola pura.

La aplicacion mas importante de las bacteriocinas es como conservante en la industria
de alimentos, principalmente en los productos lacteos, carnicos, productos del mar y
conservas de vegetales. Aunque también se han desarrollado productos con
bacteriocinas utilizados en la desinfeccion de utensilios y mesas de trabajo para
plantas de produccién de alimentos.

Se concluye que la bioconservacién por medio de bacteriocinas representa una gran
alternativa para la industria de alimentos, permitiendo la obtencién de productos libres
de aditivos artificiales, pero que a la vez sean inocuos y con prolongada vida
comercial. Todo ello genera beneficios tanto para la industria como para
los consumidores.

PALABRAS CLAVE: Bacteriocinas, Bioconservacion, Biopreservacion
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INTRODUCCION

Los alimentos comienzan a deteriorarse después de la recoleccion de los vegetales,
del sacrificio de los animales o de la elaboracién de los productos derivados, por lo
tanto la industria se ha preocupado por buscar alternativas que posibiliten aumentar la
vida util de esos alimentos. Gran parte de los métodos de conservacion estan basados
en la aplicacion de conservantes quimicos, que permiten disponer de alimentos en
todo el mundo y en cualquier época del afio. Sin embargo los consumidores cada vez
tienen mas conciencia sobre el consumo de productos libres de sustancias quimicas,
se preocupan cada vez mas por su salud y por alimentarse sanamente; ademas tienen
mayor acceso a la informacién y conocen mas acerca del tema, lo cual los llevo a
plantear la necesidad de investigar y desarrollar nuevas alternativas de conservacion,
gue unidas a las ya existentes, permitan la obtencidon de productos mas “naturales” y
menos procesados, que ademas garanticen la inocuidad y mayor vida util de los
alimentos sin alterar sus caracteristicas organolépticas.

Hace miles de afios se utilizan las bacterias acido lacticas como conservantes, ya que
producen otras sustancias antimicrobianas como el &cido lactico, el etanol, el diéxido
de carbono, el benzoato y sustancias proteicas denominadas bacteriocinas. En la
década de los 80’s surge el uso de las bacteriocinas como bioconservantes para la
industria alimentaria, ya que se ha evidenciado que contribuyen favorablemente en la
conservacion de los alimentos por su capacidad para inhibir el desarrollo de un gran
namero de microorganismos patégenos y/o alterantes presentes en las materias
primas o que llegan al producto por una mala manipulacién (Casaus, 1998), por lo
tanto permiten reducir el uso de conservantes quimicos y suavizar los tratamientos a
los que se someten los alimentos procesados, sin que esto afecte su calidad vy
seguridad. Por lo anterior, las bacteriocinas son el metabolito sobre el cual ha
aumentado el interés en los ultimos 30 afios, tanto de la comunidad cientifica como de
los sectores industriales y en la cual han centrado la mayor parte de sus estudios,
desarrollandose diversas investigaciones en torno a su deteccion, produccion,
purificacién, forma de accién, caracterizacion bioquimica, propiedades bactericidas,
microorganismos inhibidos o sensibles y aplicacion con éxito en la bioconservacion de
alimentos (Vasquez M., Suérez M., & Zapata B., 2009).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar un estado del arte de la obtencién de bacteriocinas a partir de bacterias acido
lacticas y su aplicacion en la industria de los alimentos

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Compilar informacion cientifica sobre las bacterias acido lacticas, las bacteriocinas y
sus propiedades bioquimicas

Describir la produccion, secrecion y purificaciéon de bacteriocinas segun diferentes
autores.

Identificar las bacteriocinas mas representativas obtenidas a partir de bacterias acido
lacticas.

Relacionar los alimentos para consumo humano en los que se utilizan bacteriocinas de
origen acido lactico para su procesamiento y conservacion.

Referir empresas nacionales e internacionales que comercializan bacteriocinas acido
lacticas para ser utilizadas en la elaboracién de alimentos.
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ALCANCE

Este trabajo tiene como finalidad hacer una revision bibliografica sobre el tema de las
bacteriocinas producidas a partir de bacterias lacticas y su aplicacion en la industria de
alimentos; para ello se consultaron fuentes como: articulos cientificos, trabajos de
grado, documentos, patentes, libros y bases de datos como Science Direct, Scopus,
Scielo, entre otras, con el fin de compilar la informacién mas relevante sobre el tema 'y
asi crear una herramienta de apoyo que beneficie a los estudiantes, profesores y toda
la comunidad académica en general.

La monografia esta organizada por capitulos, asi, en el primero se relaciona
informacién general acerca de las bacterias 4cido lacticas como introduccion al tema
de las bacteriocinas, las cuales son uno de los productos de su metabolismo, y asi
abordar el tema de sus caracteristicas y sus propiedades bioquimicas. El capitulo dos,
trata la produccion y purificacion de las bacteriocinas. El capitulo tres profundiza sobre
las bacteriocinas obtenidas por bacterias 4cido lacticas, su clasificacion, espectro de
inhibicibn y modo de acciéon para finalizar con el capitulo cuatro en el que se
encuentran las aplicaciones, patentes y comercializacion de las bacteriocinas.
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1. JUSTIFICACION

El hombre a lo largo de la historia, se ha preocupado por conservar los alimentos ya
sea por medio de métodos fisicos, como el calentamiento, la deshidratacion, la
irradiacién, la congelacion, o por métodos quimicos como la adicién sustancias tales
como &cido sorbico, sorbato sédico, sorbato de potasio, entre otros; con el fin de
causar la muerte de los microorganismos o inhibir su crecimiento (Madrid, 1992). Por
esta razon la industria de alimentos utiliza conservantes quimicos con capacidades
bactericidas como los sulfatos y los nitritos; sin embargo, estos bactericidas presentan
ciertos riesgos, ya que al estar presentes en la mayoria de los alimentos puede
sobrepasar el limite de ingesta diaria y entrar a ser toxicos, ocasionando
enfermedades degenerativas en el sistema metabdlico como el cancer (Herrera,
2009).

Actualmente las personas estan siendo mas conscientes de la alimentacion y sus
implicaciones para la salud, de alli que se haya asociado a los aditivos quimicos como
factores que pueden desencadenar problemas en el organismo del ser humano. Por
esto y otros factores, la tendencia se esta inclinando a consumir alimentos sin aditivos
0 que contengan aditivos naturales, eliminando el empleo de conservantes quimicos
en determinados alimentos y utilizando solo refrigeracibn como mecanismo primario de
conservacién, esto supone un riesgo potencial para el consumidor, especialmente si
se considera la posibilidad de que se rompa la cadena de frio durante el proceso, la
manipulacion, la distribucion y el almacenamiento de este tipo de productos (Casaus,
1998). Se calcula que més del 20% de todos los alimentos producidos en el mundo se
pierden por accion de los microorganismos que los estropean y los convierte en foco
de enfermedades.

Por lo tanto, la creciente demanda de productos minimamente procesados Y listos para
el consumo, los cuales son obtenidos generalmente sin el uso de aditivos, plantea un
importante reto para la seguridad alimentaria ya que se requiere inhibir el crecimiento
microbiano propio de productos crudos, manteniendo la calidad y la frescura de los
alimentos. Por ello est4 adquiriendo mas importancia el uso combinado de barreras
contra el crecimiento de microorganismos que permitan obtener alimentos seguros sin
afectar las propiedades organolépticas (Marcos, 2007).

La inocuidad, como factor imprescindible de la calidad de los alimentos y por ende de
la seguridad alimentaria, comprende el conocimiento y manejo de las causas de su
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deterioro. Una de las causas principales se da por el ataque microbiano (bacterias,
levaduras y mohos), lo cual tiene implicaciones econdmicas evidentes, tanto para los
fabricantes (deterioro de materias primas y productos elaborados antes de su
comercializacién, pérdida de la imagen de marca, etc.) como para distribuidores y
consumidores (deterioro de productos después de su adquisicion y antes de su
consumo); también teniendo implicaciones desde la imagen, la confianza de los
consumidores, etc.

La aparicion de microorganismos patdgenos emergentes, como por ejemplo la Listeria
monocytigenes, que se desarrolla a temperaturas habituales de refrigeraciéon de los
alimentos y es causante de listeriosis en los seres humanos (Joerger, 2003), ahonda el
interés y la preocupacion por mantener el control durante el proceso y manejo de los
alimentos con el fin de garantizar su inocuidad.

Las investigaciones a través de los afios han llevado a descubrir sustancias naturales
capaces de inhibir o controlar el crecimiento y el desarrollo microbiano en los
alimentos. Uno de estos descubrimientos son las bacteriocinas, las cuales poseen
actividad antimicrobiana, letal o inhibidora, frente a grupos bacterianos estrechamente
relacionados con los que las producen. Su naturaleza quimica permite que puedan ser
consideradas conservantes naturales (Tecnologia y Alimentos, 2008). Aungque las
bacteriocinas se pueden sintetizar por levaduras, bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, son las producidas por las bacterias acido lacticas las que han recibido
mayor atencion porque, ademas de conservar alimentos, provienen de un grupo
bacteriano, por excelencia, saludable (Madrid, 1992).

Aunque actualmente el tema de las bacteriocinas es de mucho interés tanto para el
sector industrial como para el sector académico, la informacion disponible se
encuentra aun muy fragmentada y poco profunda, lo cual hace dispendioso el proceso
de aprendizaje y de investigacion. La informacion se encuentra desarticulada
principalmente en fuentes como: articulos cientificos y tesis doctorales.

El alcance de este trabajo es generar un documento que compile informacion
relevante sobre las bacteriocinas, su produccién y las aplicaciones en alimentos, con
el fin de obtener un documento que permita a estudiantes, docentes de la Facultad de
Ingenieria Agroindustrial, carreras afines y a la comunidad académica en general a
encontrar informacion relevante sobre las los temas anteriormente enunciados, la cual
podra ser de gran apoyo en futuras investigaciones.


http://es.wikipedia.org/wiki/Levadura
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram-positiva
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram-negativa
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_Gram-negativa
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2. CAPITULO 1
LAS BACTERIAS ACIDO LACTICAS Y LAS BACTERIOCINAS

2.1 BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un grupo filogenéticamente diverso de bacterias
Gram positivas caracterizado por algunos rasgos comunes, ya sean morfologicos,
metabdlicos o fisioldégicos (Suarez, 1997). Se caracterizan por la produccion de &cido
lactico como producto metabdlico final de la fermentacion de carbohidratos (Monroy
Dosta, Castro Barrera, Férnandez Perrino, & Mayorga Reyes, 2009). Tienen forma de
cocos o0 bacilos, la mayoria son aerotolerantes anaerobios, catalasa y oxidasa
negativas y sintetizan ATP en la fermentacion lactica de los gllcidos, carecen de
citocromos y no forman esporas. Segun sus caracteristicas bioquimicas, estas
bacterias se clasifican en homofermentativas; cuyo Gnico producto final de
fermentacion es el acido lactico y en heterofermentativas, aquellas que producen
ademas del &cido lactico, etanol, acetato y CO,. El grupo de las BAL comprende
microorganismos de los géneros Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulun, Enterococcus, Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus y Weissella (Monroy et al., 2009).

Las especies mas usadas para retardar el deterioro y preservar los alimentos en forma
natural son las de los géneros Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus y Carnobacterium. Los cuales se han aislado a partir de
granos, plantas verdes, productos lacteos y productos carnicos, fermentacién de
verduras y las especies mucosas de los animales (Jami, Kneifel, & Domig, 2013).
Estos microorganismos producen diferentes sustancias con caracteristicas
antimicrobianas. La capacidad de producir grandes cantidades de acido acético y
acido lactico por fermentacion de los carbohidratos presentes y la consecuente caida
del pH son los factores primarios en los que se basa la actividad antimicrobiana de las
BAL (Martinez Fernandez, 1996).

Asimismo, los productos del metabolismo de algunas BAL, como el peroxido de
hidrégeno y el diacetilo producido por bacterias fermentadoras del citrato, pueden
contribuir también a la conservacion de los productos alimenticios. La accion
bactericida del peroxido de hidrogeno se atribuye a su efecto altamente oxidante,
mediante peroxidacion de los lipidos de la membrana y la destruccién de la estructura
molecular basica de proteinas celulares. El diacetilo en cambio actla desactivando
enzimas microbianas por bloqueo o por modificacion de la zona catalitica (Martin
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Katusic, 2002). Este efecto es muy importante ya que los hébitats de estas bacterias,
en especial los alimentos crudos, poseen alta actividad de agua y son muy ricos en
nutrientes, por lo que la proliferacion bacteriana se ve muy favorecida (Martinez
Fernandez, 1996).

La mayoria de las BAL soélo pueden obtener energia a partir de azucares y otros
compuestos relacionados. Debido a su limitada capacidad biosintética son muy
exigentes nutricionalmente y requieren factores de crecimiento complejos como
aminoacidos, vitaminas, purinas y pirimidinas (Martinez Fernandez, 1996) por lo tanto
se localizan frecuentemente en habitats ricos en nutrientes, caracterizados por la
presencia de carbohidratos solubles y productos de la degradacion de proteinas y
vitaminas, y con bajas tensiones de oxigeno como por ejemplo, la leche y productos
lacteos, productos carnicos y vegetales fermentados, frutas y hortalizas frescas,
ensilados, pescado y derivados de la pesca. Ademas, algunas bacterias lacticas son
habitantes comunes del tracto gastrointestinal y mucosas del hombre y animales, del
estiércol y de aguas residuales urbanas e industriales (Monroy et al., 2009).

Las BAL son microorganismos importantes, industrialmente reconocidas por su
capacidad de conservacién asi como por sus beneficios de salud y nutricion, han sido
utilizadas hace mas de 4 mil afios en la elaboracién de una gran variedad de alimentos
fermentados y elaborados de forma artesanal. Inicialmente se utilizaron para retardar
el deterioro y preservar los alimentos a través de fermentaciones naturales,
posteriormente se fueron encontrando aplicaciones comerciales como cultivos
iniciadores para la industria lechera, cérnica, de elaborados vegetales y de bebidas
alcohdlicas (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010).

Uno de los rasgos fisiolégicos mas caracteristicos de las bacterias lacticas es su
tolerancia al 4cido como consecuencia obligada de su metabolismo, lo cual les ofrece
una gran ventaja selectiva para desarrollarse en los habitats donde se encuentran
(Martinez Fernandez, 1996).

El grupo de las BAL es probablemente sea el mas abundante y difundido en la
naturaleza, debido a la capacidad que poseen de crecer en una variedad de sustratos
y en diversas condiciones biolégicas. Dentro de las bacterias lacticas, el grupo
Lactobacillus es el mas importante y heterogéneo, incluyendo especies con
propiedades bioquimicas y fisiolégicas muy diferentes (Vasquez et al., 2009).

2.2 BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por un gran ndamero de
bacterias, incluyendo bacterias acido lacticas. Normalmente actlan contra
microorganismos no deseados o patégenos, estrechamente relacionados o
responsables del deterioro y causantes de enfermedades. Por esta razon, se utilizan
en varias aplicaciones, entre las que se encuentran la biopreservacion, la extension de
la vida dutil, la accién antimicrobiana clinica y el control de la fermentacién de la
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microflora (Marcos Balciunas, Castillo Martinez, Dimitrov, Gombossy de Melo Franco,
& De Souza Oliveira, 2013).

Las bacteriocinas comprenden un grupo grande y diverso de proteinas o péptidos
antimicrobianos sintetizados ribosémicamente, algunos de los cuales se someten a
modificaciones post-traduccionales, que tienen un efecto bacteriocida o bacteriostéatico
en otras bacterias ya sea de la misma especie (espectro estrecho) o de otros géneros
(Espectro amplio) (Marcos et al., 2013). La célula productora sintetiza una molécula
gue la inmuniza contra la propia bacteriocina. La produccion ocurre de forma natural
durante la fase logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma, guardando
relacion directa con la biomasa producida (Vazquez et al., 2009).

Su sintesis se produce, generalmente, cuando las bacterias que las sintetizan se
encuentran en situaciones de estrés. Como es habitual en las rutas metabdlicas de los
microorganismos, la sintesis de las bacteriocinas también depende del ecosistema,
pH, potencial de oxido-reduccion, cantidad de nutrientes, fase de crecimiento,
temperatura y oxigeno disponible (Tecnologia y Alimentos, 2008).

Las bacteriocinas son producidas por varias especies bacterianas, pero de particular
interés son aguéllas producidas por bacterias acido lacticas. Actualmente, la
bioconservacion en la industria alimentaria se basa en las bacteriocinas producidas
especialmente por el género Lactobacillus. El potencial de estos péptidos se basa en
la adicién al alimento del microorganismo productor de bacteriocina o una preparacion
de ésta, como una barrera adicional cuando se pretende la preservacioén por métodos
combinados (Hill, 1999).

Aunque las bacteriocinas se pueden encontrar en numerosas bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, los producidos por las BAL son las mas utilizadas en la industria de
alimentos. Esta tendencia refleja la creciente conciencia de los consumidores de los
riesgos que se derivan no sélo de los agentes patégenos transmitidos por los
alimentos, sino también de los conservantes quimicos usados para controlarlos. Por el
contrario, el uso de BAL y/o sus metabolitos para la conservacion de alimentos es
generalmente aceptado por los consumidores como algo natural y benéfico para la
salud (Parra Huertas, 2010).

La primera bacteriocina fue identificada por Gratia en 1925 como una proteina
antimicrobiana producida por Escherichia coli y nombrada Colicina (Marcos et al.,
2013). EI término “bacteriocinas” fue propuesto por primera vez por Jacob y
colaboradores en 1953 para referirse a las sustancias proteicas con actividad
antimicrobiana de origen bacteriano, luego Tagg et al. (1976) las definieron como un
grupo de sustancias antimicrobianas de origen bacteriano, caracterizadas por poseer
un componente proteico biolégicamente activo y por ejercer un modo de accién
bactericida (Cristébal Delgado, 2008).

En los dltimos afios se han identificado y caracterizado diversos péptidos
antimicrobianos, este interés marcado sobre las bacteriocinas se debe a un conjunto
de hechos, como la aprobacion de la nisina para su aplicacién comercial en 1969, en
1988 como sustancia generalmente reconocida como segura (GRAS, por sus siglas en
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inglés) por la Administracién de Alimentos y Drogas de EE. UU. (FDA, por sus siglas
en inglés) en ciertos alimentos y el hecho de que la mayoria de enfermedades
asociadas al consumo de alimentos pueden ser atribuidas directamente a infecciones
o intoxicaciones microbianas (Cristobal Delgado, 2008).

Las bacteriocinas son inactivadas por enzimas tales como la tripsina y la pepsina, las
cuales se encuentran en el tracto gastrointestinal y por lo tanto, no alteran la
microbiota del tracto digestivo (Marcos et al., 2013).

2.3 PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LAS BACTERIOCINAS.

Debido a su naturaleza proteica, todas las bacteriocinas se inactivan por una o mas
enzimas proteoliticas, incluyendo aquellas de origen pancreatico (tripsina y a-
quimotripsina) y algunas de origen géastrico, como la pepsina. Esta caracteristica
permite la utilizacibn de bacteriocinas en productos alimentarios, puesto que son
inactivadas durante su paso por el tracto gastrointestinal, sin ser absorbidos como
compuestos activos y sin causar los riesgos relacionados con el uso de antibiéticos
(Martin Katusic, 2002) por lo tanto su ingesta resulta inocua para el consumidor y no
altera la microbiota intestinal normal (Suarez Gea, 1997).

La mayoria de las bacteriocinas producidas por BAL son generalmente estables a pH
acido o neutro, lo que indica probablemente una adaptacion de estas sustancias al
entorno natural de las bacterias que las producen. La nisina y la lactoestreptocina son,
sin embargo la excepcién, ya que su actividad antimicrobiana es extremadamente
dependiente de este parametro. La nisina tiene su maxima solubilidad y estabilidad a
pH 2,0, disminuyendo en la medida que aumenta el pH siendo irreversiblemente
inactiva a pH 7,0, mientras que las lactoestreptocinas son estables y activas entre un
rango de pH de 4,2 a 5,0 y reversiblemente inactivas entre un de pH 7,0 y 8,0. Por el
contrario, muchas de las bacteriocinas producidas por BAL, resisten la exposicion a un
amplio rango de pH entre 3,0 y 9,0. La tolerancia a valores de pH extremos entre 1,0 a
2,0 y 10,0 a 11,0 han sido reportadas para la acidocina B y bavaracina A (Martin
Katusic, 2002).

En la mayoria de las bacteriocinas producidas por BAL se ha demostrado cierta
resistencia al calentamiento, pudiendo resistir tratamientos equivalentes al de
pasteurizacién, pero la sensibilidad a la temperatura depende del estado de
purificacién de la bacteriocina, decreciendo en bacteriocinas purificadas y parcialmente
purificadas (Martin Katusic, 2002). Sin embargo, la nisina purificada permanece activa
después de un calentamiento a 100°C por 10 min a pH 2,0. La caracteristica de
termorresistencia que presentan algunas de las bacteriocinas parece estar relacionada
con su estructura molecular, normalmente compuesta por péptidos pequefios que no
presentan estructura terciaria (Martin Katusic, 2002).
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3. CAPITULO 2
PRODUCCION Y SECRECION DE LAS BACTERIOCINAS

La produccion de bacteriocinas depende del crecimiento y actividad fisiolégica de la
cepa productora. De hecho, la mayoria de las bacteriocinas que se han estudiado
hasta el momento presentan una cinética de metabolito primario y, en consecuencia,
su produccién esta correlacionada con el aumento de la biomasa. Por otro lado, el
control del pH a lo largo de la fermentacion puede resultar en valores mas altos de
actividad (Martinez Fernandez, 1996).

La secrecion de las bacteriocinas a través de la membrana citoplasmética se produce
por la actividad de transportadores especificos de tipo ABC. Estos complejos proteicos
presentan dos dominios claramente diferenciados: a) un dominio de uniéon a ATP en el
extremo carboxilo, donde se genera la energia necesaria para el transporte mediante
la hidrolisis de ATP vy, b) una regién hidrofébica e integrada en la membrana en el
extremo amino que reconoce Yy transporta el sustrato. Los transportadores ABC de las
bacteriocinas de la clase Il contienen, ademas, un dominio con actividad proteolitica en
su regiébn amino que reconoce especificamente la secuencia consenso Gly-2-Gly-1.
Por lo tanto, estos transportadores tienen una doble funcion: translocar la bacteriocina
al exterior y actuar como peptidasas especificas (Martinez Fernandez, 1996).

La produccién de las bacteriocinas depende del crecimiento y actividad fisiolégica de
la cepa productora, estando correlacionada la biomasa obtenida con la cantidad de
bacteriocina producida. Consecuentemente, la naturaleza de la cepa productora, la
composicion del medio de cultivo (relacién entre carbono, nitrégeno y fésforo), las
condiciones de fermentacién (temperatura, tiempo de crecimiento, pH inicial y final,
generalmente entre 5.5 a 6.0, agitacion, aireacion, etc) son factores muy importantes
que influyen en la produccion de las bacteriocinas. Hay BAL que producen mas de una
bacteriocina, y en este caso el pH y temperatura del medio juegan un papel muy
importante en dicha produccion (Yin, Wu , & Jiang, 2004).

La produccion de bacteriocinas de BAL estd usualmente asociada con la fase de
crecimiento de la cepa, y dicha produccién cesa al final de la fase exponencial
(algunas veces antes de que termine el crecimiento). Esto puede ser atribuido a la
adsorcion de la bacteriocina a las células productoras o a la degradaciéon de las
mismas por proteasas (Alquicira Paez, 2006).

En diferentes estudios se ha concluido que la glucosa es mejor fuente de carbono que
la sacarosa o la fructosa para la producciéon de nisina y pediocina AcH (4000 Ul/mL),
disminuyendo hasta 2 veces con estas fuentes de carbono la produccion de la misma
bacteriocina. La adicion de fosfato de amonio y de potasio suprimié la produccién de
nisina en un medio sintético. También se observé que algunos aniones como el fosfato
y cationes como el magnesio y el calcio afectan la producciéon de bacteriocinas,
aungue esto depende de la cepa (Alquicira Paez, 2006).
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La deteccion de cepas productoras de bacteriocinas permite hacer estudios
posteriores que puedan establecer su potencial en el manejo y control de los procesos
en la industria alimenticia, sin embargo, se requiere de varios pasos metodoldgicos
para identificar, producir y purificar dichas sustancias.

La produccion de algunas bacteriocinas puede ser favorecida bajo ciertas condiciones
de crecimiento. Por ejemplo las condiciones de incubacion, como son la temperatura y
el pH. Por lo que las condiciones de produccién deben ser especificas para cada
organismo productor (Rojas Mufioz, 2010).

La composicion del medio de crecimiento también afecta a la produccion de estas
sustancias. En general los medios complejos que contienen una fuente rica en
nitrégeno son Optimos para el aumento de produccién de bacteriocinas (Rojas Mufioz,
2010). Es importante elegir un medio de crecimiento correcto ya que este puede
interferir o aumentar la produccién y purificacion de bacteriocinas, por ejemplo, se ha
reportado que el Tween 80, interfiere en la purificacion de estas sustancias ademas de
que disminuye la actividad antimicrobiana de pediodicina A y lactocina S (Monroy et
al., 2009).

El método mas comun utilizado es la precipitacion con sulfato de amonio seguido de
una cromatografia HPLC (Rojas & Vargas, 2008). Consiste en que una vez
conseguida la produccién necesaria de la cepa de interés, se remueven las células por
centrifugacion y se precipita la proteina con la adicién de sulfato de amonio, seguido
de varios pasos de cromatografia. Se han desarrollado otros métodos con
separaciones por cromatografia y de acuerdo al pH del medio donde logran una total
liberacion o absorciéon de las bacteriocinas dentro de la célula (Andrés Bello, 2012).

Para comprobar las caracteristicas bioquimicas de la bacteriocina producida se tratan
las muestras obtenidas con diferentes proteasas (aquimiotripsina, tripsina, proteinasa
K, y pronasa E), o con otras enzimas (a-amilasa, lipasa A, lisozima, aminopeptidasa,
mutanolisina, DNAsa, y RNAsa); después se determina el tamafio del compuesto
producido mediante ultrafiltracién o se detecta la actividad en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 15% (Tiwari & Srivastava, 2008).

También se determina el campo de accion inhibitorio de la bacteriocina haciendo
diferentes pruebas de inhibicién in vitro, Maria Monroy et al., en 2009 describieron dos
técnicas ampliamente utilizadas: antagonismo directo e indirecto. La primera consiste
en hacer crecer la cepa productora de la sustancia inhibidora junto a una cepa
indicadora o sensible y, observar, luego de la incubacién la formacion de halos de
inhibicion. El segundo tipo de antagonismo consiste en hacer crecer en primer lugar la
cepa productora de la sustancia inhibidora, de esta forma se permite que libere la
sustancia y solo entonces se siembra la cepa contra la cual se desea observar el
efecto antago6nico (Monroy et al., 2009).
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3.1 TECNICAS DE IDENTIFICACION, DETECCION Y CUANTIFICACION DE LAS
BACTERIOCINAS

Segun José Martinez Corbacho (2000), las técnicas empleadas en la identificacion,
deteccién y cuantificacion de las bacteriocinas pueden dividirse en tres grandes
grupos:

3.1.1 Pruebas bioldgicas

Las pruebas biolégicas constituyen, habitualmente, el punto de partida en la busqueda
de bacterias productoras de bacteriocinas. Los bioensayos mas empleados son la
prueba de difusion en agar y los métodos turbidométricos, basados en la inhibicién del
desarrollo de un microorganismo indicador inoculado en una placa microtituladora.

La cuantificacion de la actividad antimicrobiana se realiza empleando “unidades
arbitrarias” (UA), en la prueba de difusién en placas de agar, 6 “unidades de
bacteriocina” (UB), cuando el bioensayo utilizado es la prueba turbidométrica. Ambos
parametros se definen como la reciproca de la dilucién mas alta de una muestra que
produce en el agar inhibicion del indicador (UA) o que inhibe en las placas
microtituladoras un 50% el crecimiento del indicador (UB). No obstante, a pesar de su
utilidad, sensibilidad y sencillez, ambas pruebas presentan inconvenientes que las
convierten en poco reproducibles y fiables. La cuantificacion de la actividad
antimicrobiana es subjetiva y depende de la sensibilidad de la cepa indicadora y son
pruebas inespecificas, pues no permiten discriminar otros posibles compuestos o
componentes con actividad antimicrobiana. (Martinez, 2000).

3.1.2 Pruebas genéticas

Las técnicas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o de hibridacion DNA-
DNA, (Sout-hern blotting) son pruebas genéticas de uso rutinario que permiten
determinar si una bacteria posee el potencial genético de codificar una determinada
bacteriocina. Estas pruebas tienen entre sus ventajas su elevada especificidad y
sensibilidad y son de utilidad para determinar la presencia del gen estructural de una
bacteriocina conocida en un gran nimero de cepas. Sin embargo, la deteccion del gen
estructural de una bacteriocina en un organismo hospedador no implica conocer y
cuantificar su produccién (Martinez, 2000).
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3.1.3 Pruebas inmunoldgicas

Las pruebas inmunolégicas constituyen métodos Utiles para la deteccion y
cuantificacion de bacteriocinas. La mayoria de estas pruebas se basan en la
transferencia del antigeno a una superficie inerte para que, una vez fijjado a la
superficie, pueda ser reconocido por un anticuerpo especifico; el complejo antigeno-
anticuerpo formado se detectara enzimaticamente. En general, los ensayos
inmunoenzimaticos permiten la deteccion y cuantificacion de estas sustancias en
diferentes sustratos, ya sean los sobrenadantes de los cultivos de los microorganismos
productores o los alimentos en los que se encuentran.

En funcién del tipo de muestra utilizada para detectar el antigeno, en este caso la
bacteriocina, las técnicas inmunoenzimaticas pueden dividirse en dos grandes grupos:

a) Ensayos de transferencia de células y su posterior reconocimiento inmunoldégico,
como la prueba de “Colony immunoblotting”.

b) Ensayos basados en la transferencia de bacteriocinas semipurificadas. Dentro de
este grupo, existen distintas técnicas, segun la transferencia y superficie inerte
utilizada para la fijacion de los antigenos, como por ejemplo: “Western blotting”,
basada en la transferencia electroforética de las bacteriocinas a una membrana de
nitrocelulosa; el “Spot immunoblotting”, que es la transferencia directa de las
bacteriocinas a una membrana de nitrocelulosa; y la técnica ELISA, que se lleva a
cabo mediante la transferencia directa a placas de poliestireno.

Hasta ahora, las técnicas inmunoldgicas mas utilizadas han sido las basadas en la
deteccion y cuantificacion directa de las bacteriocinas (Martinez, 2000).

3.2 PURIFICACION DE LAS BACTERIOCINAS

Entre los problemas encontrados durante la purificacion se destacan los relacionados
con la tendencia que tiene dichas moléculas a asociarse con otras debido a su
hidrofobicidad. Las bacteriocinas pertenecen a un grupo extremadamente
heterogéneo, los protocolos de purificacion especificos necesitan generalmente ser
disefiados para cada bacteriocina. Ademds, la estabilidad de los extractos de
bacteriocinas decrece draméaticamente a medida que se incrementa su grado de
purificacién. Es necesario realizar estudios de producciéon y contar con grandes
proporciones de cultivos antes de iniciar la purificacion. Existen métodos rapidos para
la purificacion de las bacteriocinas, como la separacibn multiple por cromatografia,
incluyendo el intercambio catiénico, filtracion por gel, precipitacién por (NH4),SO,,
interaccion hidrofébica y cromatografia liquida en fase reversa; pero el grado de
purificacién es bajo (Gao, Belkum, & Stiles, 1999).
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Yang et al. (2004) desarrollaron un procedimiento alternativo, basado en la propiedad
de las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas de ser frecuentemente
adsorbidas sobre las células de las cepas productoras. Si se ajusta el pH del caldo de
cultivo de una cepa productora, después de un tratamiento térmico para inactivar la
funcidn bioldgica de las células, a un valor al que ocurre la adsorcion de la bacteriocina
a la superficie celular (usualmente pH 6 a 6.5) se permite una facil separacion de las
moléculas (adsorbidas en las células) del caldo de cultivo por simple centrifugacion.
Posteriormente, los péptidos son liberados selectivamente de las células a pH bajos
(1.5 - 2.0). Este método se presenta como una técnica que produce péptidos con alta
potencia y en una forma mas concentrada (Yin et al., 2004).
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4. CAPITULO 3
BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS ACIDO LACTICAS

Las primeras referencias bibliograficas sobre la produccion de bacteriocinas por el
género Lactobacillus datan de los afios 60, cuando De Klerk y Coetzee en 1961
analizaron 189 cepas de lactobacilos homo y heterofermentativos y observaron que,
aproximadamente, el 6% producian sustancias bactericidas frente a otros miembros de
la familia Lactobacillaceae. Desde entonces se han identificado mas de 40
bacteriocinas, producidas por especies homofermentativas obligadas (L. acidophilus,
L. johnsonii, L. amylovorus, L. helveticus), heterofermentativas facultativas (L. casei, L.
plantarum, L. curvatus y L. sake) y heterofermentativas obligadas (L. fermentum),
muchas de ellas aisladas de productos carnicos, encurtidos y bebidas. Por ejemplo,
Lactobacillus plantarum es la cepa mas frecuentemente productora de bacteriocinas,
lo cual explica su habilidad para controlar otros microorganismos, incluyendo
patégenos. Una de las bacteriocinas producidas por L. plantarum aislada de productos
lacteos es plantaricina C que mata células sensibles a nivel de membrana
citoplasmética. Las plantaricinas S y T de L. plantarum aisladas de aceitunas verdes
fermentadas tienen accidén contra varias bacterias Gram positivas incluyendo
clostridios y propionibacterias (Cristébal Delgado, 2008).

En la actualidad las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas son las que
encierran un mayor interés ya que tienen el estatus de QPS (qualified presumption of
safety), es decir, son consideradas como microorganismos seguros para la salud, ya
que tanto ellas como sus metabolitos han sido consumidos en alimentos fermentados
por innumerables generaciones sin que hubiera efectos adversos en la poblacion
(Joerger, 2003).

Existen numerosas bacteriocinas producidas por las bacterias acido lacticas y cada
una tiene espectros de inhibicién particulares, esta caracteristica es aprovechada en la
industria de los alimentos para utilizarlas de diversas formas. Algunas bacteriocinas se
utilizan en procesos que requieren la inhibicion del crecimiento de bacterias
indeseables especificas estrechamente relacionadas al productor de la bacteriocina, y
en otros casos se aplican para inhibir el crecimiento de microorganismos
degradadores de alimentos o de patdégenos como estalilococos y listerias,
respectivamente (Gonzalez Martinez, Gémez Trevifio, & Jiménez Salas, 2003)

Las bacteriocinas de bacterias acido lacticas son un grupo heterogéneo de sustancias
antimicrobianas de origen peptidico, la mayoria no han sido bien caracterizadas aun.
Por tanto, no se puede establecer propiedades en comun, sin embargo, las
propiedades que principalmente se tienen en cuenta son las siguientes: naturaleza,
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tamafio molecular, composiciébn aminoacidica y estructura quimica, termorresistencia y
estabilidad frente a pH (Cristébal Delgado, 2008). Son generalmente estables a pH
acido o neutro, indicando un entorno natural de las bacterias que las producen.
Ademas algunos extractos de lactobacillus plantarum y lactobacillus brevis presentan
estabilidad al calentamiento a 50 y 80°C, propiedad que es importante para asegurar
el control de microorganismos en algunos procesos de la industria alimentaria
(Vazquez et al., 2009).

Aunque por definicién las bacteriocinas son sustancias de naturaleza proteica, se han
descrito algunas que presentan en su molécula componentes glucosidicos y/o
lipidicos, ademas de una fraccién proteica. Asi, por ejemplo, la leucocina S y la
lactocina 27 son glicoproteinas, la mesenterocina 52 es de naturaleza lipoproteica y la
fermenticina es un complejo glucolipoproteico. No obstante, estas conclusiones se
obtuvieron empleando bacteriocinas parcialmente purificadas por lo que se requiere la
purificacién completa para determinar la presencia de las fracciones glucosidicas y/o
lipidicas.

Las bacteriocinas producidas por BAL ejercen un efecto inhibitorio especialmente
sobre microorganismos Gram positivos, existen pocos reportes de bacteriocinas que
inhiban el crecimiento de microorganismos Gram negativos, aunque se han
encontrado algunas cepas como el L. curvatis y el L. casei que inhiben el crecimiento
de cepas patégenas de E. coli y Salmonella enerica sin necesidad de tratamiento
previo. Por lo general las bacterias Gram negativas se tratan inicialmente con agentes
guelantes como el EDTA, alta presién hidrostatica o alguna otra lesion que destruya la
pared celular para permitir la entrada de las bacteriocinas y obtener un efecto
antibacterial satisfactorio (Rodriguez Pefia & Torres Lozano, 2006). En la tabla 1 se
hace relacion a algunas bacterias acido lacticas y la respectiva bacteriocina producida.



Tabla 1. Ejemplos de bacteriocinas producidas por bacterias 4cido lacticas.

Microorganismo productor

Bacteriocina

L. lactis WNC20 Nisina Z

L. lactis Lactococcina

L. lactis Lacticina
. johnsonii Lactacina
. sakei 148 Lactocina S
. sakei L45 Lactocina S
. sakei LTH673 Sakacina K
. sakei 1151 Sakacina P
. sakei LB706 Sakacina A
. sakei CTC494 Sakacina K
. brevis SB27 Brevicina 27

. curvatus L442

Curvaticina L442

. curvatus FS47

Curvaticina FS47

. curvatus LTH1174

Curvacina A

mesenteroides

Mesenterocina

. plantarum CTC305

Plantaricina A

. plantarum C11

Plantaricina E/F

. carnosum TAlla

Leucocin a

. acidilactici PAC1.0

Pediocina PA

. acidilactici L50

Pediocina L50

. pentosaceous 2102

Pediocina PA-1

. piscicola

Carnocina

. piscicola LV17B

Carnobacteriocina B2*

. piscicola V1

Piscicocina vlia *

. piscicola LV17A

Carnobacteriocina *

. piscicola JG126

Piscicolina 126 | *

. piscicola KLV17B

Carnobacteriocina B1/B2 *

. divergens 750

Divergician 750

Z00000000|T|o|o|r|rirr|r|rir|ir|irr e e e

. divergens LV13 Divergician A
. varians Variacina
L. gelidum Leucocina

*. Microorganismo aislado del tracto digestivo de peces.

Fuentes: (Monroy et al., 2009; Parra Huertas, 2010).
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4.1 CLASIFICACION DE LAS BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS
ACIDO LACTICAS

Diversos investigadores han buscado clasificar a las bacteriocinas de acuerdo con sus
caracteristicas bioquimicas y genéticas. A continuacion se presenta la clasificacion de
estos compuestos propuesta por Kemperman en 2003 (Monroy et al., 2009).

e Clase I: Lantibidticos. Son péptidos pequefios (< 5 KDa), policiclicos, estables al
calor, activos a nivel de membrana, contienen algunos aminoacidos poco comunes en
su composicion como lantionina, b-metil-lantionina y dihidroalanina que se forman
postraduccionalmente (Monroy et al., 2009). La formacion de amino&cidos no comunes
se explica por la deshidratacion de los aminoacidos serina y treonina, lo que da lugar a
la formacion de dehidroalanina (Dha) y dehidrobutirina (Dhb) (Lépez, Ochoa Z., Anaya
L., Martinez T., & Medina M., 2008). Aunque estos precursores puedan formar parte de
la estructura final del lantibiético, en muchas ocasiones sufren una condensacion con
el grupo sulfhidrilo de las cisteinas presentes en la molécula, formandose puentes
alanina-S-alanina (lantionina) o acido aminobutirico-S-alanina (B-metil lantionina)
(Martinez Fernandez, 1996). Un ejemplo bien conocido de estas bacteriocinas es la
nisina producida por L. lactis, es la bacteriocina mejor caracterizada, y se comercializa
para uso como aditivo alimentario. Su aplicacion en alimentos es amplia, pues actia
adecuadamente a pH &cido, lo que permite su uso en productos fermentados. Otros
ejemplos de este grupo son la lacticina 481 de L. lactis, la carnocina U149 producida
por C. piscicola y la lactocina S y la plantaricina C sintetizadas por Lb. Sake y Lb.
Plantarum respectivamente (Vasquez et al., 2009). A su vez, en funcion de su
estructura y modo de accion, los lantibiéticos se subdividen en 2 grupos:

e Clase | A: Péptidos de 2.1 a 3.4 KDa, elongados y catidénicos (2 a 7 cargas
positivas) Actian a nivel de membrana y engloban a los lantibiéticos de un sélo
péptido y a aquellos que requieren la presencia de dos péptidos para ejercer su
actividad antimicrobiana total (Monroy et al., 2009).

e Clase | B: Péptidos globulares e hidr6fobos que actian como inhibidores
enzimaticos. Tiene un tamafio comprendido entre 1.9 y 2.0 KDa sin carga o cargados
negativamente (Martinez Fernandez, 1996).

e Clase Il: No lantibidticos: bacteriocinas lineales y no modificadas
postraduccionalmente en su estructura primaria. Son péptidos pequefios (< 10
KDa) y termoestables, que actian a nivel de la membrana plasmatica (Monroy et al.,
2009). El representante mas caracteristico de este grupo es la pediocina PA-1, la
bacteriocina mas estudiada después de la nisina (Martinez Fernandez, 1996). En este
grupo se pueden identificar tres subclases:

e Clase Il a: Tienen la secuencia consenso en la region N-terminal TGNGVXC (T:
tirosina, G: glicina, N: asparagina y V: Valina), muestran una potente actividad
inhibitoria frente a la Listeria spp. y sus representantes caracteristicos son la
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pediocina PA-1 producida por la P. acidilactici y la sakacina A y P producidas por
Lb. Sake (Monroy et al., 2009).

e Clase Il b: Formadores de complejos para la formacion de poros que consisten

de dos péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para una mejor
actividad antimicrobiana, y actian mediante un mecanismo de formacion de poros
en la membrana plasmética. En este grupo se encuentran la lactococcina My G
producidas por cepas de L. lactis, la lactacina F producida por Lb. Johnsonii y las
plantaricinas E/F, J/K y S sintetizadas por Lb. Plantarum, (Martinez Fernandez,
1996).

e Clase Il c: Péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que se
transportan mediante péptidos lider. En esta subclase solamente se reportan las
bacteriocinas divergicina A, lactococcina B y acidocina B (Monroy et al., 2009).

o Clase lll: Bacteriocinas de elevado tamafio molecular (>30 kDa) y termolabiles. Las
bacteriocinas més conocidas de esta clase son helveticina J, acidofilicina A, lactacinas
A y B y la caseicina 80. Todas ellas producidas por cepas de Lactobacillus spp
(Martinez Fernandez, 1996).

e Clase |V: Bacteriocinas complejas. Son péptidos con una parte proteica y una o
mas fracciones lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad biol6gica. Por tanto,
esta clase incluye bacteriocinas que se consideran como glicoproteinas (lactocina S) o
como lipoproteinas (mesenterocina 52).

e Clase V: Bacteriocinas de estructura circular y no modificadas
postraduccionalmente. A esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina A.

En la tabla 2 se puede observar una sintesis de la clasificacién de las bacteriocinas
producidas por bacterias é&cido lacticas relacionando las caracteristicas mas
importantes de cada clase, las subclases en las que se dividen, el microorganismo
productor y su respectiva bacteriocina.



Tabla 2 Clasificacion de las bacteriocinas y microorganismos productores.

ase aracteristicas ubclase icroorganismo Productor acteriocina
Cl C teristi Subcl Mi i Product Bacterioci
Lactococcus lactis Nisina A
Péptidos pequefios (< 5 KDa) L . Lactococcus lactis . _ Ni;ina Z‘
Termoestables Activos a nivel de || ACétFi)gﬁitéggs lineales |'staphylococcus epirdemidiis Epidermina
Clase I: la membrana y Lactobacillus sake Lactocina S
Lantibidticos [ Péptidos que contienen Lactococcus lactis Lacticina 481
B- Lantionina Modificados I B: Péptidos ) ) —
postraduccionalmente glo-buIaF;es o Bacillus subtilus Mersacidina
hidréfobos Streptomyces cinnamoneus Cinamicina
Leuconostoc gelidum Leucocina A
Pediococcus acidilactici Pediocina PA-1
Leuconostoc mesenteroides Mesenterocina Y105
Il a: Potente Lactobacillus acidophilus Acidocina A

Clase Il: No
lantibiéticos

Péptidos pequefios
No lineales

No modificados
postraduccionalmente
Termoestables
Actlan a nivel de la membrana

(< 10 KDa)

actividad inhibitoria
frente a la Listeria

Enterococcus faecium

Enterocina A

Lactobacillus sake Sakacina A
Lactobacillus curvatus Curvacina A
Lactobacillus bavaricus Bavaricina A

Carnobacterium piscicola

Pisicolicina 126

Il b: Compuesto por
dos péptidos

Lactococcus lactis

Lactococcina G

Lactococcus lactis

Lactococcina M

Lactobacillus casei

Lactocina 705

Lactobacillus johnsonii

Lactacina F

Leuconostoc

Leucocina A

Lactobacillus plantarum

Plantaricina A

Lactobacillus plantarum

Plantaricina S

Lactobacillus plantarum

Plantaricina EF

Lactobacillus plantarum

Plantaricina JK




Clase Llolrbotes Subclase Microorganismo Productor Bacteriocina
Lactobacillus acidophilus Acidocina B
Clase Il: No Il c: Requieren un Carnobacterium piscicola Carnobacteriocina A
lantibicticos péptido lider Carnobacterium divergens Divergina A
Enterococcus faecium Enterocina P
] Lactobacillus helveticus Helveticina J
| Péptidos grandes (>30 kDa) ] .
Clase Il Termolabiles Enteroccocus faecalis Enterolisina A
lactobacillus helveticus Helveticina V-1829
Bacterioci lei . Cloxtridium beijerinckii Circularina A
Clase IV | proteica y una o més fracciongs. Leuconostoo
proteicay S paramesenteroides Leuconacinas S
lipidicas o glusidicas
Lactobacillus helveticus Lactocina 27
De estructura circular . .
o I f li Enterocina AS-4
Clase V No modificadas Streptococcus faecalis terocina AS-48

postraduccionalmente

Lactobacillus gasseri LA39

gasericina A

Fuente: (Marcos et al., 2013; Diez Aldama, 2011).
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4.2 ESPECTRO DE INHIBICION

El espectro de inhibicibn muestra que tipo de microorganismos son sensibles a ser
inhibidos por las bacteriocinas. El espectro de inhibicién es reducido para las bacterias
acido lacticas, generalmente es sobre microorganismos relacionados
taxondmicamente, de forma que presentan actividad bactericida solamente frente a
cepas sensibles La susceptibilidad de las bacterias Gram negativas a las bacteriocinas
producidas por las bacterias lacticas es mucho més limitada y hasta hace poco no se
conocian bacteriocinas producidas por bacterias lacticas de origen alimentario activas
naturalmente frente a bacterias Gram negativas (Vazquez et al.,, 2009), pero
recientemente se han encontrado algunas cepas como el L. curvatus y el L. casei que
inhiben el crecimiento de cepas patégenas de E. coli y Salmonella enerica sin
necesidad de tratamiento previo y se han desarrollado también bacteriocinas que
inhiben bacterias Gram negativas a partir de los géneros Lactobacillus, Streptococcus
y Staphylococcus (Rodriguez Pefa & Torres Lozano, 2006).

Por lo general las bacterias Gram negativas se tratan inicialmente con agentes
guelantes como el EDTA, alta presién hidrostatica o alguna otra lesion que destruya la
pared celular para permitir la entrada de las bacteriocinas y obtener un efecto
antibacterial satisfactorio. (Rodriguez Pefia & Torres Lozano, 2006). La produccion de
bacteriocinas con un espectro de inhibicion relativamente amplio, es propia de
bacterias de origen alimentario (Vazquez et al., 2009). Existen numerosas
bacteriocinas producidas por otras familias de bacterias con un amplio limite de
accion, inhibiendo el crecimiento de especies de bacterias Gram positivas, Gram
negativas, hongos patégenos de humanos y virus. Incluso pueden tener actividad
contra diversas células eucariotas, tales como eritrocitos humanos y bovinos (Lépez,
Ochoa Z., Anaya L., Martinez T., & Medina M., 2008).

Klaenhammer (1988) clasifico las bacteriocinas segun su espectro de inhibiciéon en dos
grupos: a) Bacteriocinas activas frente a cepas taxondmicamente relacionadas
(lactococinas A,B,M y G, lactacina B y helveticina J) y como b) Bacteriocinas con un
amplio rango de actividad frente a bacterias Gram positivas (nisina, pediocinas y
lactacinas F) (Vazquez M. et al., 2009; Lépez M. et al., 2008; Martinez Fernandez,
1996).

El espectro de inhibicion de las bacteriocinas o sus extractos puede verse afectado
segun el tratamiento al que son sometidos, como liofilizacién, concentracion del
sobrenadante, purificacién y neutralizacion, entre otros. En el caso particular de los
extractos de bacteriocinas, la actividad es mayor cuando son concentrados, pero es
necesario tener en cuenta la termoresistencia para evitar la alteracion de la
funcionalidad de la bacteriocina. En el caso de la plantaricina producida por el
lactobacillus plantarum LPBM10 la purificacion puede disminuir la actividad vy
termotolerancia. Ademas, la accion combinada de dos o mas bacteriocinas puede
reforzar considerablemente la accién inhibitoria (L6pez et al., 2008).
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En la tabla 3 se encuentra una lista de microorganismos no lacticos y la respectiva
bacteriocina de bacterias 4cido lacticas que lo inhibe.

Tabla 3. Espectro inhibitorio frente a microorganismos no lacticos de bacteriocinas de

bacterias acido lacticas.

Microorganismo sensible

Bacteriocinas

Aeromonas hydrophila

Sakacina A

Bacillus cereus

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

Bacillus coagulans Nisina
Bacillus licheniformis Nisina
Bacillus pumilis Termofilina
Bacillus stearothermophilus Nisina

Bacullus subtilis

Lacticina - 481, Nisina, Termofilina

Bronchothix thermospacta

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

Clostridium bifermentans

Nisina

Clostridium botulinum

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

Clostridium butyricum

Nisina, Reuterina

Clostridium perfringes

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

Clostridium sporogenes

Nisina, Pediocina - A

Clostridium tyobutricum

Lacticina - 481, Lactocina - S, Pediocina -AcH

Echerichia coli

Reuterina, Termofilina

Listeria innocua

Lactacina - 481, Lactocina - S, Pediocina - A, Pediocina - AcH

Listeria ivanovil

Pediocina - A, Pediocina - AcH, Pediocina - PAC1

Listeria monocytogenes

Carnobacteriocin A&S, Curvacina -A, Enterocina - 1146,
Lactacina - S, Lacticina - 481, Leucocin - A, Nisina, Pediocina -
A, Pediocina - AcH, Pediocina - JD, Pediocina PA-1, Pediocina
PAC10, Pediocina - VTT, Piscicolina - 61, Reuterina, Sakacina
- A, Sakacina - P

Listeria seeligeri

Pediocina - A

Listeria welchii

Lacticina - 481, Pediocina - A

Proteus mirabilis Nisina
Pseudomona aeruginosa Termofilina
Pseudomona fluorescens Termofilina

Salmonella enteritidis

Reuterina, Termofilina

Salmonella infantis

Pediocina - VTT, Reuterina

Salmonella lyphimurium

Reuterina, Termofilina

Shigella sp.

Reuterina, Termofilina

Staphylococcus aureus

Nisina, Lacticina - 481, Pediocina - A, Pediocina - AcH,
Plantaricina -S

Staphylococcus carnosus

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

Staphylococcus epidermis

Nisina

Mycobacterium tuberculosis

Nisina

Fuente: (Castro Albornoz & Valbuena Colmenares, 2009)




33

4.3 MODO DE ACCION

El modo de accion de las bacteriocinas esta determinado por la composicién de la
membrana citoplasmatica, la estructura y la expresion de una proteina en funcion de la
inmunidad, ademas de la composicion quimica del medio ambiente (Monroy et al.,
2009).

La formacion de poros en la membrana citoplasmica de células sensibles es un
mecanismo de acciébn comun, presentado por las bacteriocinas producidas por
bacterias lacticas (Gonzalez et al., 2003). En este proceso las bacteriocinas actian
destruyendo la integridad de la membrana citoplasmética del microorganismos
sensible a través de la formacién de poros, lo que provoca la salida de compuestos
pequefios, pérdida de iones K, ATP o la alteracién de la fuerza motriz de protones
(fuente de energia celular) necesaria para la produccién de energia y sintesis de
proteinas o &cidos nucleicos (Gonzélez et al., 2003). La pérdida de estas sustancias
origina a su vez una pérdida potencial de membrana, consumo de las reservas
energéticas celulares, descenso en la sintesis de ADN, ARN y proteinas originando
finalmente la inhibicién o muerte celular (Vazquez et al., 2009).

Las bacteriocinas se inactivan, al menos, por un enzima proteolitica de origen
pancreatico (tripsina y alfa-quimiotripsina) y gastrico (pepsina) caracteristica que hace
de estos metabolitos bacterianos sustancias seguras para ser incluidas como
biopreservantes de los alimentos, puesto que serian inactivadas durante su paso por
el tracto gastrointestinal sin ser absorbidos como compuestos activos y sin causar, por
tanto, los riesgos relacionados con el uso de antibiéticos. Estudios de bacteriocinas
producidas por lactobacillus curvatus LTH1174 en la supervivencia de E.coli y Listeria
en un modelo dindmico del estdmago y el intestino, reportan que las bacteriocinas son
inactivadas por las enzimas digestivas y ademas, es evidenciado el efecto antagénico
sobre Listeria innocua. Adicionalmente se han encontrado otras bacteriocinas
sensibles a enzimas no proteoliticas, como la leuconocina S que se inactiva por una
amilasa (Vazquez et al., 2009).

En la figura 1 se observa un modelo que muestra el mecanismo de accion dual de la
nisina. En la etapa 1 la nisina posee una carga neta positiva que incrementa su
interaccion con las cargas negativas de los componentes de la pared celular.
Posteriormente en la etapa 2, la nisina se une al lipido Il, principal transportador de las
subunidades de peptidoglucano del citoplasma a la pared celular interfiriendo con su
sintesis, lo que lleva a la bacteria a muerte celular. Finalmente en la etapa 3,
adicionalmente, varias moléculas de nisina utilizan al lipido Il para anclarse e
insertarse en la membrana celular y comenzar con la formacion de los poros, lo que
lleva a la bacteria a una rapida muerte celular.
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Figura 1. Modo de accion de las bacteriocinas
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Fuente: (Lépez et al., 2008)

4.4 BACTERIOCINAS REPRESENTATIVAS

4.4.1. Nisina

La nisina es una bacteriocina producida por diversas cepas de Lactococcus lactis sub
spp. Lactis, fue la primera bacteriocina aislada a partir de esta bacteria acido lactica.
Rogers la descubrié en 1928, luego de observar que durante la maduracion de unos
guesos, determinadas cepas de Lactococcus lactis inhibian el crecimiento de otras
bacterias lacticas patégenas y que ésta ademas no era perjudicial para la salud
(Suarez Gea, 1997).

Desde 1951 la nisina juega un papel importante en la conservacion de los alimentos.
Reportes indican que la primera preparacion comercial de este conservante se obtuvo
en Inglaterra en 1953. Para 1968 una comisién conjunta de la FAO/WHO acept6 su
empleo como conservante alimentario, indicando que la dosis aceptable podria ser
superior a los 0,125 mg/Kg (FAO/WHO, 1969). En 1983 se afadi6 a la lista positiva de
aditivos del CEE (Consejo de la Unién Europea) con el numero E234 y la FDA le
confirié el estatus de sustancia GRAS (Generally Regarded As Safe) para su empleo
en la elaboracion de quesos fundidos pasteurizados (Martinez Fernandez, 1996).

Actualmente se emplea en mas de 50 paises, aunque con distintos criterios en cuanto
a los limites maximos de utilizacion permitidos y de alimentos donde se puede
emplear. La nisina es conocida comercialmente como Nisina (E234), esta autorizada
como conservante alimentario en la Union Europea por la Directiva 95/2/(CE) sobre
aditivos alimentarios diferentes a los colorantes y los edulcorantes (The EFSA Journal,
2006).
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Es la Unica bacteriocina incluida en la lista positiva de aditivos alimentarios, Codex
Alimentarius, en su norma estdndar para quesos, Puede ser usada a una
concentracion de 12,5 mg/Kg (Codex Stan 283 — 1978) (Sierra Lopera, 2012)

En la tabla 4 se encuentran de acuerdo con el Codex Alimentarius el limite de su uso
como conservante en las cantidades maximas especificadas en algunos alimentos.

Tabla 4. Disposicion del Codex Alimentarius para la Nisina

Categoria de Alimentos Nivel maximo

Nata (crema) cuajada (natural) 10 mg/kg

Postres a base de cereales y almidén. (por ejemplo: Pudines de | 3 mg/kg
arroz, pudines de mandioca)

Productos anélogos al queso 12 mg/kg
Queso de proteinas del suero 12 mg/kg
Queso maduro 12 mg/kg

Fuente: (Codex Alimentarius, 2013)

En Colombia por medio de la resolucién 4125 de 1991 de Ministerio de Salud se
regula que la nisina puede ser usada como conservante en cantidades maximas de
125 mg/kg, que corresponden a 5000 IU/ml (Ministerio de Salud, 2012). La nisina es
producida industrialmente y comercializada como NISAPLIN® y como CHRISIN®
(Montalban Lopez, Sanchez Hidalgo, Mufioz, Platero, & Maquera, 2007) (Andrés Bello,
2012).

La nisina se produce de forma natural en algunos productos lacteos y se utiliza en la
transformacion de alimentos como aditivo para prevenir la descomposicion ocasionada
por bacterias Gram positivas. Es acida por naturaleza por lo que es estable a pH
acidos; su solubilidad aumenta al aumentar la temperatura y disminuir el pH (Monroy
et al., 2009). Su naturaleza peptidica permite su degradacién por las enzimas
digestivas, es inactivada rapidamente en el intestino y no puede detectarse en la saliva
de humanos diez minutos después de haber consumido un liquido que la contenga,
resultando asi presuntivamente inocua para el consumidor y su microbiota intestinal y
no produce cambios en las caracteristicas organolépticas de los alimentos (Sierra
Lopera, 2012). Su espectro de accidn incluye a los potenciales patdgenos y alterantes
asociados a los alimentos (B. cereus, S. aureus, L. monocytogenes, Clostridium spp.,
E. colie, entre otras). Sus propiedades fisico-quimicas la hacen resistente a los
tratamientos térmicos y cambios de pH que sufren los alimentos durante su fabricacién
y almacenamiento y, ademas, su pequefio tamafio permite la difusiéon en sistemas
semisélidos, propios de la mayoria de los productos alimentarios (Martinez Fernandez,
1996).

Es la bacteriocina mejor caracterizada, este conservante natural se emplea para
prolongar la vida util de diversos productos lacteos pasteurizados, se utiliza para evitar
la alteracién de las conservas por microorganismos termofilos, para disminuir la
intensidad del tratamiento térmico de los alimentos enlatados, podria contribuir a la
sustitucién de los nitritos como agente antibotulinico e inhibir la Listeria, controla la
alteracion de bebidas alcohdlicas (control la fermentacién malolactica en vinos y para
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evitar el crecimiento de bacterias lacticas durante la fabricacién de la cerveza), ayuda
en la conservacion de alimentos de pH acido, en productos de panaderia con
humedad elevada, huevo liquido pasteurizado, ademés de inhibir el crecimiento de
Clostridium en los quesos de pasta cocida y en los quesos fundidos donde este
crecimiento es responsable de hinchazones tardias (Martinez Fernandez, 1996)

4.4.2 Pediocina

Las primeras referencias de la pediocina PA-1 se remontan a los afios 80 cuando el
grupo de Gonzalez y Kunka en 1987 la aislaron de una cepa de origen céarnico: P.
acidilactici PAC1.0 (PA-1).

La pediocina es la bacteriocina mas caracterizada después de la nisina, es una
bacteriocina producida por cepas de las especies Pediococcus acidilactici de origen
carnico, Pediococcus parvulus de origen vegetal y una cepa de L. plantarum aislada
de queso. La pediocina PA- 1 es un péptido de 44 aminoacidos que no se modifican
postraducionalmente. Tiene carga neta positiva a pH 6,0 y pH bésico entre 8,6 y 10. La
secuencia primaria conocida es suficiente para inducir un efecto toxico en las células
sensibles (Diez Aldama, 2011). La pediocina es activa frente a un gran ndmero de
bacterias Gram positivas relacionadas, tales como algunas especies de los géneros
Lactococcus, Lactobacillus y Enterococcus. También posee actividad frente a otras
bacterias Gram positivas mas lejanas filogenéticamente, entre las que se encuentran
las responsables de algunas toxinfecciones alimentarias como el Bacillus, la
Brochotrix, la Listeria y el Staphylococus. Con respecto a las bacterias Gram
negativas, sus cubiertas celulares impiden el acceso de las bacteriocinas a la
membrana plasmética. Sin embargo, tal como ocurre con la Nisina, es suficiente
alterar la permeabilidad de sus membranas externas para permitir la accién
antimicrobiana de las bacteriocinas (Diez Aldama, 2011).

Es utilizada como conservador en productos vegetales y carnicos y por su elevada
actividad contra especies de Listeria tiene un alto potencial para ser utilizada como
conservante en alimentos lacteos (Gonzalez et al., 2003). La pediocina PA-1 afiadida
al agua que se emplea para higienizar hortalizas crudas (repollo, coliflor, entre otras)
como alternativa al tratamiento con hipoclorito o junto con las células lisadas
productoras de la bacteriocina en carne de pollo cruda sometida a radiacion. Esta
comercializada bajo el nombre de Alta 2341 y consiste en un fermentado de un cultivo
iniciadorde P. acidilactici productor de pediocina, recomendado especialmente para
productos carnicos y lacteos (Diez Aldama, 2011).
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4.4.3 Plantaricinas

Son bacteriocinas producidas por diferentes cepas del Lactobacillus plantarum. Las
plantaricinas E/F y J/K son péptidos antimicrobianos obtenidos del L. plantarum C11
gue pertenecen a la clase llb bacteriocinas, cuya actividad, por definicién, depende de
la accibn complementaria de dos péptidos diferentes. La actividad antimicrobiana de
los péptidos individuales es pobre, sin embargo, su potencia aumenta
aproximadamente 1000 veces cuando se combina con sus péptidos afines,
plantaricina E con plantaricina F y Plantaricina J con plantaricina K (Atrih, Rekhif, Moir,
Lebrihi, & Lefebvre, 2001). Ambas bacteriocinas muestran espectros de inhibicion
relativamente estrechos, siendo en su mayoria activos frente a especies de
lactobacilos (por ejemplo, L. plantarum, L. casei, L. sakei, L. curvatus), ademas de un
numero de otras bacterias Gram-positivas estrechamente relacionado con el productor
L. plantarum (por ejemplo, Pediococcus pentosaceus y P. acidilactici) (Diep, Straume,
kjos, Torres, & Nes, 2009).

La plantaricina A es un péptido sin modificaciones postraduccionales, el espectro
antimicrobiano es relativamente estrecho, y comprende principalmente diferentes de
Lactobacillus , especies tales como L. casei, L. sakei y L. viridescens , ademas de L.
plantarum. Se muestra una actividad significativamente mas baja que los otros
plantaricinas E/F y J/K (Diep et al., 2009).

4.4.4 Divergicina

Es una bacteriocina producida por Caernobacterium divergens, se caracteriza por
poseer un sistema de secrecion que involucra la presencia de un péptido sefial,
pequefio, de naturaleza hidrofobica y termoestable (Gonzalez et al., 2003). Es de
naturaleza débilmente acida, caracteristica interesante por su potencial utilizacién en
los alimentos ya que su efecto sobre las caracteristicas sensoriales y organolépticas
pueden ser minimos (Tabhiri I. , Desbiens, Benech, Kheadr, & Lacroix, 2004).

La divergicina no tiene efecto inhibidor frente a otras bacterias acido lacticas excepto
Carnobacterium spp., por lo tanto puede ser util con los alimentos que tienen flora
lactica deseables. Debido a su potente actividad antilisterial, la divergicina puede tener
una aplicacién potencial como bioconservante para mariscos ligeramente conservado
donde la Listeria podria ser un problema grave, ya que podia tolerar condiciones de
refrigeracion, incluso en presencia de altas concentraciones de sal (Tahiri I. ,
Desbiens, Kheadr, & Lacroix, 2009).
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4.4.5. Helveticina j.

Esta bacteriocina es producida por Lactobacillus helveticus, microorganismo que se
encuentra de manera natural en quesos madurados y en alguno alimentos
fermentados y es sensible al calor (Gonzalez et al., 2003). La bacteriocina presenta
actividad antibacterial contra especies relacionadas como: L. helveticus, L. jugurti, L.
bulgaricus, L Lactoc y L. lactisoccus lactis (Zhang, Pan, Zhang, Chen, & Chen, 2013).
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5. CAPITULO 4
USO DE LAS BACTERIOCINAS COMO CONSERVANTE EN ALIMENTOS

5.1 ADITIVOS ALIMENTARIOS

Un aditivo es cualquier sustancia que normalmente no se consume como alimento en
si, ni se usa como ingrediente, se afiade intencionalmente a los alimentos, sin el
proposito de cambiar sus propiedades nutricionales, con el fin de modificar sus
caracteristicas, conservacion y/o para mejorar su adaptacion al uso que se destinen
(Madrid, 1992). El principal objetivo de los aditivos en los alimentos es, disponer de
productos sanos, que no perjudiquen la salud del consumidor y que mantengan sus
cualidades organolépticas y microbiolégicas hasta el momento de su consumo.

Los aditivos cumplen varias funciones utiles en los alimentos tales como: mantener las
cualidades y caracteristicas de los alimentos que exigen los consumidores, lograr que
los alimentos continden siendo seguros, nutritivos y apetecibles en su proceso desde
el "campo hasta la mesa", ya que éstos estan sometidos a muchas condiciones
medioambientales que pueden modificar su composicién original, como los cambios de
temperatura, la oxidaciéon y la exposiciébn a microorganismos no deseados (Madrid,
1992).

El uso de aditivos esta estrictamente regulado, y los criterios que se tienen en cuenta
para su uso es que tengan una utilidad demostrada, que sean seguros y no sean
perjudiciales para la salud del consumidor (Pulgar, 1986).

Segun su funcién, los aditivos son clasificados asi (Pulgar, 1986):

e Sustancias que impiden las alteraciones quimicas biol6gicas: antioxidantes,
sinérgicos de antioxidantes y conservantes.

e Sustancias estabilizadoras de las caracteristicas fisicas: emulgentes,
espesantes, gelificantes, antiespumantes, antipelmazantes, antiaglutinantes,
humectantes, reguladores de pH.

e Sustancias correctoras de las cualidades plasticas: mejoradores de la
panificacion, correctores de la vinificacion, reguladores de la maduracion.

e Sustancias modificadoras de los caracteres organolépticos: colorantes,
potenciadores del sabor, edulcorantes artificiales, aromas.
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5.2 CONSERVANTES

Los conservantes para alimentos son aditivos que actiGan como agentes fisicos,
guimicos o naturales y que se utilizan basicamente para alargar la vida util del
producto, previniendo posibles dafios o alteraciones de su sabor, textura o apariencia
debidos a la accién de agentes quimicos (oxidacion), fisicos (temperatura y luz) o
biol6gicos (microorganismos); obteniendo asi un alimento mas seguro para el
consumidor sin alterar sus caracteristicas organolépticas (Pulgar, 1986). Aunque la
innovacion y la naturalidad de los alimentos no es una tarea facil. Mejorar la
conservacion, facilitar la preparacion o evitar la adicion de sustancias externas al
alimento son aspectos que estan en continuo desarrollo (Madrid, 1992; Pulgar, 1986).

La conservacion por medios fisicos como la deshidratacion, el ahumado, la
congelacién, el envasado, la pasteurizaciébn y el escaldado son suficientes para
algunas aplicaciones alimentarias; aunque en muchos casos es necesario el uso de
aditivos alimentarios con el fin de proporcionar caracteristicas deseadas en el alimento
o para reforzar o complementar la actividad conservante del método fisico. La
conservacién por adiciébn de sustancias quimicas presenta ventajas como Su uUsO
sencillo, son econémicas y de facil adquisicion, pero por otro lado parte de la poblacién
rechaza fuertemente su aplicacion por temor a sus posibles efectos tdxicos o por
inclinacion a consumo de alimentos mas “naturales”. Esto ha llevado a las industrias
procesadoras de alimentos a la busqueda de conservantes biolégicos con el fin de
sustituir o disminuir la dosis de sustancias quimicas Yy asi satisfacer las exigencias de
los consumidores (Nufiez, Cayré, Castro, Campos, & Garro, 2001).

Actualmente se valora el aprovechamiento de las propias actividades de los
microorganismos en la conservacion de los alimentos, en lo que se denomina
conservacién biol6gica o bioconservacion. Este proceso se puede definir como “la
extension de la vida media y de la seguridad de los alimentos mediante el empleo de
su microbiota natural o controlada y/o sus productos antibacterianos”. Sus efectos se
deben a la competencia por los nutrientes entre los distintos microorganismos del
alimento y a la produccién de sustancias inhibidoras, tales como acidos organicos,
peroxido de hidrégeno y/o bacteriocinas. Los bioconservantes por excelencia son, sin
lugar a duda, las bacterias acido lacticas, cuyo empleo seguro desde hace millones de
afios les ha valido el estatus de organismos reconocidos como seguros para su
empleo en el procesado de alimentos (QPS: Qualified Presumption Of Safety O GRAS:
Generally Recognised As Safe) (Montalban et al., 2007). Hoy dia, su uso programado
en las fermentaciones es aceptado por los consumidores como natural y saludable, y
representa una solucion ecolégica a la problemética de la conservacion de los
alimentos, en especial de aquellos minimamente procesados (Montalban et al., 2007).
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5.3 IMPORTANCIA DEL USO DE BACTERIOCINAS EN LOS ALIMENTOS

Actualmente hay una demanda creciente por los alimentos minimamente procesados,
el uso de aditivos naturales en los alimentos y por reducir el uso de conservadores
quimicos, esto ha llevado a la industria alimentaria a reconsiderar el potencial
antimicrobiano de las bacteriocinas producidas por BAL ya que pueden ser
consideradas como conservadores naturales o bioconservadores (Alquicira Paez,
2006). De todas las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas,
las bacteriocinas aparecen como las mas adecuadas desde un punto de vista
tecnologico para ser utilizadas como conservantes de grado alimentario (Martinez
Fernandez, 1996).

La aceptacion del empleo de bacteriocinas como una alternativa natural para la
preservacién de alimentos ha despertado interés en productores cuyos mercados les
presentan exigencias estrictas de calidad microbiana (Concha, Farias, Kimmerlin, &
Sesma, 1999). No sélo interesa una reducida carga microbiana, sino la ausencia de
patdgenos de importancia sanitaria que constituyen un riesgo para los consumidores
ya que su naturaleza peptidica permite la degradacion por las enzimas digestivas,
resultando asi presuntivamente inocuas para el consumidor y su microbiota intestinal
de ocupacion. En algunos casos, su espectro de accién incluye a los potenciales
patégenos y alterantes asociados a los alimentos (B. cereus, S. aureus, L.
monocytogenes, Clostridium, etc.) (Diez Aldama, 2011). Por ultimo, sus propiedades
fisicoquimicas las hacen resistentes a los tratamientos térmicos y cambios de pH que
sufren los alimentos durante su fabricacion y almacenamiento y, ademas, su pequefio
tamafio permite la difusibn en sistemas semisélidos, propios de la mayoria de los
productos alimentarios (Martinez Fernandez, 1996).

Desde un punto de vista aplicado, las bacteriocinas pueden ser usadas como
ingredientes bioactivos en polvo para alimentos, como péptidos purificados,
semipurificados o a través de cultivos lacticos productores de bacteriocinas. En
cualquier caso, el uso de las bacteriocinas como una eficaz barrera requiere de una
tecnologia en la cual actuarian diferentes factores antimicrobianos tradicionales
(pasteurizacion, pH, preservantes), sinergisticamente con nuevas tecnologias
(atmosfera modificada, envasado, altas presiones), cuyos sistemas en conjunto
inducirian una accion letal sobre la bacteria que se quiere inhibir (Martin Katusic, 2002)

5.4 APLICACION DE LAS BACTERIOCINAS EN ALIMENTOS

5.4.1 Productos lacteos

Los primeros estudios de aplicaciéon de las bacteriocinas en quesos se remontan a los
afos 50, utilizandose junto con los indicadores cepas productoras de nisina para
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prevenir la presencia de clostridios en la fabricacion del queso Gruyere, también se ha
estudiado la inhibicién de la Listeria monocytogenes por la produccién In situ de nisina
durante la elaboracién de queso Camembert y de adicion directa de nisina en el caso
de los quesos frescos. La inhibicion de la Listeria monocytogenes también se ha
observado con otras bacteriocinas como la enterocina, que se utiliza como iniciadora
en la elaboracion del queso ltaliano Taleggio o por la adicibn de pediocina PA-1
(Nufez et al., 2001).

En quesos fermentados es dificil asegurar una distribucion pareja de un inhibidor a
menos que éste sea adicionado mientras la leche estd aun liquida. Uno de los
problemas que se presentan al usar bacteriocinas de amplio espectro tales como
nisina en productos fermentados es que los microorganismos iniciadores
probablemente seran inhibidos al igual que los microorganismos de deterioro y
patdogenos. Este problema puede ser remediado utilizando -cultivos iniciadores
resistentes a la nisina, si la nisina es adicionada como un preservante exdgeno, o
usando iniciadores como bacterias productoras de nisina con inmunidad innata (Hill,
1999)

La nisina es usada en quesos procesados, pasteurizados para prevenir la germinacion
de esporas tales como la del Clostridium tyrobutyricum que puede sobrevivir a
tratamientos térmicos tan altos como 85 - 105°C. Uno de los efectos méas importantes
es la prevencion de la germinacion de esporas de clostridios. Esto ha sido reportado
como un problema particular en quesos Suizo y quesos semiduro Dutch,
principalmente debido a la esporulaciéon de C. butyricum y C. tyrobutyricum (Hill, 1999).
El uso de nisina permite ademas que esos productos puedan ser formulados con altos
niveles de humedad y bajos contenidos de NaCl y fosfato, y también permite el
almacenamiento a cabinas sin refrigeracion sin riesgo de deterioro. El nivel de nisina
usado depende de la composicion del alimento, probablemente de la carga de
esporas, vida Util requerida y la temperatura de almacenamiento (O'keeffe & Hill, 1999)

Fenelon et al. (1999) usaron una cepa productora de lacticina 3147 como iniciador en
gueso Cottage al cual se le inocul6 104 ufc/g de L. monocytogenes, la actividad de la
lacticina 3147 fue detectada a lo largo de los 6 dias de almacenamiento y fue asociada
con una reduccion de 103 en el niumero de listerias en queso almacenado a 4°C y la
velocidad de muerte fue mayor en quesos almacenados a temperaturas mayores.
Esos resultados demostraron la efectividad de la lacticina 3147 como un inhibidor de L.
monocytogenes en un sistema alimenticio donde la contaminacion postmanufactura
por este microorganismo puede ocurrir. También comprobaron la efectividad de una
cepa productora de lacticina 3147 en inhibir L. monocytogenes en quesos madurados
por mohos. Esta cepa se inocul6 sobre la superficie de los quesos, los cuales pueden
constituir un riesgo de contaminacion con listeria y permitir el crecimiento, ya que el pH
de la superficie de los quesos madurados puede exceder a 7 (Fenelon, Ryan, Ross,
Guinee, & Hill, 1999)

El queso Cheddar reducido en grasa manufacturado con un productor de lacticina
3147 puede ser madurado a temperaturas elevadas debido a que la vasta mayoria de
bacterias acido lacticas no iniciadoras causantes de deterioro son inhibidas por
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lacticina 3147, lo cual puede ser dificil de alcanzar con cultivos iniciadores
tradicionales debido al deterioro por poblaciones microbianas no-iniciadoras (Fenelon,
Ryan, Ross, Guinee, & Hill, 1999).

En quesos fermentados puede ser preferible usar bacteriocinas con un rango de
actividad altamente especifico que no afecte la flora natural del queso, por ejemplo,
enterocina 1146, sakacinas A y P, leucocina A y pediocina son extremadamente
activas contra la L. monocytogenes en niveles que no afectan los cultivos iniciadores.
En productos lacteos los cuales no requieren bacterias iniciadoras, se usan
preferiblemente bacteriocinas de amplio espectro (Hill, 1999).

En leche fresca y derivados, la aplicacién de bacteriocinas permite mantener la vida
atil de los productos, reduciendo la temperatura de procesado, al igual que en la leche
en polvo que ademas es especialmente susceptible al desarrollo de Listeria
monocytogenes. En postres lacteos permiten aumentar considerablemente su vida util
y en yogurt, previenen la formacion excesiva de suero (Vazquez, 2002).

5.4.2 Productos carnicos

La carne tiene un nimero de propiedades intrinsecas las cuales hacen que el uso de
bacteriocinas sea mas problematico que en alimentos liquidos. En particular es dificil
alcanzar una distribucibn homogénea, puede haber problemas de solubilidad, las
bacteriocinas pueden separar la fase grasa, o simplemente ligarse a las proteinas
carnicas (Hill, 1999).

Para alimentos carnicos, las bacteriocinas pueden llegar a sustituir el uso de nitritos,
sin embargo es necesario determinar la bacteriocina adecuada que no requiera de una
elevada concentracion de aplicacion (Rojas & Vargas, 2008). Se han realizado
estudios con nisina con el objetivo de reducir el nivel de nitritos en carnes, los
resultados muestran que se requieren altos niveles de nisina para alcanzar un buen
control de Clostridium botulinum debido a la unién de la nisina con particulas carnicas,
distribucion no homogénea, pobre solubilidad en sistemas carnicos o a la posible
interferencia en la actividad de fosfolipidos carnicos (Abee, 2005).

La produccion de bacteriocinas de amplio espectro de inhibiciébn es una herramienta
importante para el control de la fermentacion lactica en productos céarnicos. La
utilizacion de bacteriocinas presenta muchas ventajas comparado a la utilizacion de
cultivos integros ya que se minimizan cambios de textura y sabor, especialmente en
productos no fermentados. Sin embargo, la utilizacion de cultivos iniciadores con
cepas productoras de bacteriocinas durante el proceso de fermentacién de embutidos
fermentados resulta en productos de alta calidad y homogeneidad, ademas de
controlar efectivamente a microorganismos patégenos como Listeria monocytogenes,
Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens y Staphilococcus
aureus (Rojas & Vargas, 2008). El uso de bacteriocinas en el control de patégenos es
de especial interés en productos frescos o minimamente procesados, en donde la



44

elevada acidificacion resulta indeseable. Listeria monocytogenes y Clostridum
botulinum representan el principal peligro en este tipo de productos ya que la primera
crece a temperaturas de refrigeracion y la segunda forma esporas resistentes a
procesos térmicos moderados, pudiendo luego germinar y desarrollarse con la
consiguiente produccién de toxina en condiciones de abuso de temperatura
(Schneider, 2007).

La nisina no es la bacteriocina mas adecuada para aplicar en productos carnicos no
fermentados por su baja solubilidad al pH de la carne, lo que implica una dificil
distribucion uniforme en el alimento ya que las moléculas de la nisina son hidrofébicas
por lo que pueden adherirse a la fase lipidica organica de una matriz alimentaria
(Martin Katusic, 2002). Aunque se puede realizar la adicion de cultivos de bacterias
productoras de nisina pertenecientes a los géneros, Pediococcus, Leuconostoc,
Carnobacteriu y Lactobacillus por ejemplo aplicacién de P. acidilactici en salchichas de
carne y pavo, salchichas fermentadas con Lb. Sake y salami con Lb. Plantarum
(Vazquez, 2002).

Luckansky et al. (1992) inocularon una cepa productora de pediocina y otra no
productora de pediocina en pasta de salchicha tipo vienesa la cual fue
subsecuentemente inoculada con 4 cepas de Listeria monocytogenes. El nimero de
listerias permanecieron altos (10°/g) en las vienesas que contenian la cepa no
productora de pediocina, mientras que en la que contenia la cepa productora de
pediocina el nimero de listerias descendié a menos de 10%g. Ademaés, la pediocina
producida sobrevivié al proceso de coccion al final de la fermentacion y fue detectable
a lo largo de los 60 dias de almacenamiento a 4°C. Estos mismos investigadores
desarrollaron una forma de gelatina de pediocina, producida por una bacteria acido
lactica, que protege a los embutidos de la contaminacion con Listeria (Hill, 1999).

5.4.3 Productos de la pesca

Los productos maritimos, tanto en empaque al vacio como en atmadsfera modificada
tienen un alto riesgo de infestacion o contaminacion por c. botulinum, el uso de
bacteriocinas ha demostrado ser efectivo en productos como langosta y el salmén
ahumado en el control de Listeria monocytogenes (Rojas & Vargas, 2008). En el caso
del pescado fresco se debe su utilizacion a que son las bacterias las principales
responsables de su deterioro. Se han descrito aplicaciones en algunos productos
derivados de la pesca, como la utilizacion de carnocina Ul49, nisina Z y bavaricina A
como alternativa a los acidos benzoico y ascérbico en la conservacién de langostino
en la salmuera del refrigerado para disminuir el crecimiento bacteriano y aumentar su
vida util (Einarsson, 1995). También se ha estudiado la utilizacién de cepas de
Carnobacterium aisladas de pescado y L. lactis para fermentar salmén ahumado y
aumentar su vida util (Vazquez, 2002).
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5.4.4 Productos enlatados y conservas

En alimentos enlatados como hongos, maiz, zanahoria, las bacteriocinas de utilizan
para el control de termdfilos esporulados, por ser productos de baja acidez que reciben
un tratamiento térmico minimo (Rojas & Vargas, 2008). La nisina se utiliza para
disminuir la intensidad del tratamiento térmico de los alimentos enlatados mejorando la
apariencia y sabor del producto final sin comprometer la seguridad del alimento (Diez
Aldama, 2011).

La nisina ha sido usada con éxito en conservas de baja acidez (pH>4.6) y alta acidez
(pH<4.6), para controlar termofilos formadores de esporas tales como Bacillus
stearothermophilus y Clostridium thermosaccharolyticum (Hill, 1999), los cuales
pueden sobrevivir y crecer en conservas almacenadas en altas temperaturas. Se
utiliza en conservas de papas, hongos, guisantes, sopas y pudines de cereales.
Debido a la actividad incrementada de la nisina a bajos niveles de pH, es idealmente
apropiada para conservas de bajo pH tales como las conservas de tomates, para
inhibir la flora de deterioro 4cido-tolerante tales como Bacillus macerans y Clostridium
pasteurianum (Nufiez et al., 2001).

5.4.5 Cervezay vino

La resistencia de las levaduras a la nisina permite que ésta pueda ser usada para
controlar el deterioro por bacterias acido lacticas en cervezas y vinos (O'keeffe & Hill,
1999).

La nisina y la pediocina PA-1 por su resistencia a las levaduras se comportan como un
eficaz agente antimicrobiano frente a las bacterias lacticas en cervezas y vinos, se
utilizan para reducir la cantidad de diéxido de azufre usado en la elaboracién del vino y
para controlar las bacterias causantes de deterioro (Diez Aldama, 2011).

La nisina en un tratamiento combinado con un polimero derivado de la quitina, el
quitosano y ldpulo aumentan la estabilidad microbiolégica durante la fabricaciéon vy el
almacenamiento de la cerveza (Galvagno, Gil, lannone, & Cerrutti, 2007).

El crecimiento de Lactobacilos y Pediococos en cerveza es una de las principales
causas de deterioro, que conducen a una cerveza con demasiado desarrollo de acidez
y con sabores extrafios debido a la produccién de diacetilo. Se ha demostrado que la
nisina puede ser usada para controlar este problema sin tener un efecto adverso sobre
la calidad de la cerveza. La nisina ademas puede reducir los tiempos de
pasteurizacion e incrementar la vida Gtil de las cervezas (O'keeffe & Hill, 1999).
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5.4.6 Otras aplicaciones de las bacteriocinas en alimentos

En alimentos producidos a base de arroz es importante controlar la presencia de
Bacillus cereus, bacteria capaz de producir dos tipos de desérdenes gastrointestinales:
uno de vémito causado por la ingestion de una toxina preformada en el alimento, y el
sindrome diarreico causado por una toxina diferente que puede ser producida en el
alimento o en el intestino delgado. También pueden verse implicados con esta bacteria
productos de carne, leche, salsas y postres. En este tipo de productos, la enterocina
resulta ser una bacteriocina apropiada para el control de B. cereus, ya que en estudios
realizados se demuestra su estabilidad y efectividad a distintas temperaturas de
almacenamiento, iniciando con un 90% de actividad y luego de 14 dias presenta una
actividad de 71% en muestras almacenadas a 6 °C. Al inocular estas muestras con B.
cereus, se refleja una rapida reduccion del recuento de bacterias en tan solo 8 horas
(Rojas & Vargas, 2008).

Cepas bacteriocigénicas como Lactocococcus lactis ESCC 146 y P. pentosaceus
ATCC 43200 pueden ser utilizadas para mejorar la seguridad y extender la vida Gtil de
alimentos cocinados refrigerados. El color, palatabilidad, textura y sabor no se ven
afectados por la presencia de los cultivos (Rodgers, 1997)

En la tabla 5 se muestra un resumen de algunas sugerencias de aplicaciones de
bacteriocinas en alimentos.

Tabla 5. Ejemplos de bacteriocinas como conservantes en alimentos.

Bacteriocina Mlcroor_ganlsmo Aplicaciones
objeto
Nisina Listeria monocytogenes | Embutidos carnicos
o Listeria monocytogenes Queso Ricotta, queso Camberment, quesos
Nisina frescos, leche fresca, leche fermentada y leche
Staphylococcus aureus
en polvo
Brochothrix
Nisina thermosphacta Productos carnicos que contengan cerdo
Clostridium
Nisina tyrobutyricom Queso Gruyere
Nisina Listeria monocytogenes | Pescado fresco, salmén ahumado y langosta
Pediocina Bacterias acido lacticas | Vinos y cervezas
Pediocina AcH Listeria monocytogenes | Queso Munster
Pediocina AcH Listeria monocytogenes | Embutidos de pollo y pollo crudo
Enterocina Listeria monocytogenes | Leche fresca
Enterocina Staphylococcus aureus | Embutidos carnicos
Enterocina Listeria monocytogenes | Queso Manchengo
Piscicolina 126 Listeria monocytogenes | Pasta de Jamén
Leucocina A Lactobacillus sake Carne
Lactocina 705 Listeria monocytogenes | Carne molida
Lacticina 3147 Listeria monocytogenes | Queso Cottage, queso cheddar

Fuentes: (Marcos et al., 2013; Hill, 1999; O’Keeffe & Hill, 1999)




47

5.5 METODOS DE BIOPRESERVACION DE LOS ALIMENTOS

Los métodos para la aplicacién de bacteriocinas en la preservacion de alimentos que
se han considerado son tres: a) la inoculacion de alimentos con cultivos iniciadores o
protectores que producen bacteriocinas en el producto, b) la adicion de bacteriocinas
purificadas o semipurificadas como preservativo alimenticio y ¢) el uso de un producto
previamente fermentado con un cultivo productor de bacteriocina, como ingrediente
dentro del procesamiento de un alimento (Castro Albornoz & Valbuena Colmenares,
2009) (Alquicira Paez, 2006).

El primer método puede denominarse método in situ de biopreservacion por
inoculacién del sistema alimenticio con la cepa productora de bacteriocina en
condiciones que favorezcan su produccién; mientras las dos dUltimas serian
metodologias ex situ donde la bacteriocina es producida por fuera del alimento en
condiciones controladas y luego aplicada al alimento. En el caso de usar sustancias
antagonicas puras 0 semipuras, es necesario utilizar técnicas de precipitacion de la
proteina adaptadas a las condiciones de cada laboratorio, debe inicialmente
estandarizarse la produccién y precipitacion de la bacteriocina, hasta garantizar su
reproducibilidad antes de la aplicacibn en alimentos para asegurar una cantidad
adecuada con suficiente poder inhibitorio (Vazquez et al., 2009).

e Inoculacion de alimentos con cultivos iniciadores o protectores (produccién
in situ): Las bacterias &cido lacticas ofrecen la posibilidad de producir las
bacteriocinas in situ durante el proceso de fabricacion. De hecho, se ha
demostrado que muchos de los cultivos iniciadores utilizados en sistemas
alimentarios producen bacteriocinas. Por lo tanto, se podria evitar la adicion directa
de una preparacion pura de la bacteriocina (Diez Aldama, 2011), su éxito depende
de la habilidad del cultivo para crecer y producir la bacteriocina en el alimento bajo
condiciones ambientales y tecnol6gicas (temperatura, pH, aditivos, entre otros).
Los cultivos iniciadores deben ser capaces de competir con la microflora natural,
no debe tener impacto en las propiedades fisicoquimicas y organolépticas del
alimento, no debe producir gas ni exopolisacaridos para evitar el inflamiento en el
empague debido a la acumulacién de gases y la formacion de viscosidades en las
superficies de los productos (Vazquez et al., 2009).

In situ , la produccién de bacteriocinas ofrece varias ventajas en comparacioén con
los métodos ex situ de produccién, en relacion con los aspectos legales y
econdmicos. La reduccion de los costos de los procesos biopreservacion puede
ser muy atractivo y la legislacion para el uso de bacterias &cido lacticas es més
amplia (Marcos et al., 2013).
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e La adicién de bacteriocinas purificadas o semipurificadas como preservativo
alimenticio (produccion ex situ): Al usar este método la dosis de bacteriocina es
mas precisa y por ende mas predecible. Sin embargo la aplicacién se limita de
acuerdo a la legislacién de cada pais concerniente a aditivos en los alimentos
(Vazquez et al., 2009).

e La adicion de un cultivo productor de bacteriocina como ingrediente
(produccion ex situ): Este método consiste en afiadir preparaciones de
bacteriocina cruda (extracto crudo), licor fermentado o concentrados obtenidos por
el crecimiento de bacterias acido lacticas productoras de bacteriocina en sustrato
complejo de calidad alimentaria (leche o suero de leche). (Vazquez et al., 2009).
Las preparaciones resultantes pueden ser consideradas como aditivos alimentarios
o ingredientes dependiendo de la legislacién de cada pais. Este método evita el
uso de compuestos purificados que pueden tener regulacion legal mas estricta y
ahorra costos en la purificacion de cada compuesto (Marcos et al., 2013).

De todas las opciones, la adicion directa de bacteriocinas purificadas o semipurificadas
ofrece una mejor herramienta de control para los productos, con este método se puede
alcanzar una mejor distribucion y se evitan los cambios fisicos, quimicos y
organolépticos que conllevan los procesos fermentativos. Sin embargo, el costo hace
que esta técnica sea poco atractiva (Castro Albornoz & Valbuena Colmenares, 2009)
ya que los casos de produccién ex situ, pueden llegar a ser metodologias mas
costosas porque no solo requieren de las cepas iniciadoras (microorganismos
completamente aislados), sino de medios de cultivo y equipos para el desarrollo de las
cepas y para la produccion de la bacteriocina. Adicionalmente se debe garantizar la
actividad de cada extracto o de la bacteriocina e incluso puede llegar a ser necesario
determinar la concentracion minima inhibitoria contra patdégenos. La utilizacion de
estos sistemas de biopreservacion requiere en cualquier caso estudios preliminares
para determinar el comportamiento de las bacterias en el medio de cultivo en que se
desarrolla (curvas de crecimiento), y la estandarizacién de las técnicas para lograr
producirlas en cantidades suficientes (Vazquez et al., 2009).
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6. CAPITULO 5
AVANCES CIENTIFICOS Y APLICACIONES COMERCIALES DE
BACTERIOCINAS EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

6.1. AVANCES CIENTIFICOS

Una de las maneras de conocer los avances realizados a nivel investigativo en un
tema es mediante la consulta a las patentes relacionadas.

En la tabla 6 se encuentran algunas patentes de Estados unidos, Japon y la Unién
Europea relacionadas con la obtencion, produccién y aplicaciones de bacteriocinas.
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Tabla 6. Algunas patentes relacionadas con la obtencién, produccién y aplicacién de bacteriocinas.

Inventores/Poseedor Fec_ha Qg Cadigo Descripcion
publicacion
Esta invencion se refiere a un nuevo agente antimicrobiano, una bacteriocina, con
caracteristicas similares a las de la nisina. La bacteriocina esta designado lacticina 3147 y
Ross, Paul Reynolds tiene las siguientes propiedades: un peso molecular de aproximadamente 2,8 kDa;
Patente de I S . !
Rea, Mary Clare . actividad inhibidora contra lactococos, lactobacilos, enterococos, bacilos, leuconostocs,
. o 27/03/2001 | Estados Unidos X . : . S ;
Ryan, Marie Philippa 6207411 pediococos, clostridios, estafilococos y estreptococos; sensibilidad a las proteasas de tipo
Asignada a: Teagasc (Dublin, IE) tripsina, alfa-quimotripsina , proteinasa K y pronasa E, pero no pepsina; estabilidad al calor,
la actividad a pH acido, y la capacidad de inhibir las cepas bacterianas productoras de
nisina
Henderson. James Péptido que se deriva de una bacteriocina aislada a partir de Pediococcus acidilactici
T Van ass:ennar Pieter Patente Europea NRRL-B-18050. El péptido tiene un peso molecular de 4.629, que es alrededor de un tercio
Asignada a: Microlife, Technics 30/10/1991 EPO453719 del peso molecular apa'rgnte_gle la bacterloc!na_de origen natural de 165Q0. El p’eppdo se
puede derivar de la purificacion de la bacteriocina natural o se puede derivar quimicamente.
(EE.UU.) Lo o s A
La bacteriocina tiene una alta actividad frente a Listeria monocytogenes y otras bacterias.
Wettenhall, Richard Edward . ., . L. o .
. ; Esta invencidn proporciona una bacteriocina, la piscicolina 126 que tiene un peso molecular
Davidson, Barrie Ernest Patente de . TN M
o . de aproximadamente 4,4 Kda. Esta novedosa bacteriocina tiene un espectro de inhibicién
Hillier, Alan James 25/04/1997 | Estados Unidos diferente y mas estrecho que el de la nisina y la pediocina PA-1. Segun la invencion se
Asignada a: Universidad de 6054163 I y que e ylap - o€
L utiliza como conservante de alimentos.
Melbourne (Victoria, AU)
Germond, Jacques Edouard Esta invencion se refiere a dos nuevas bacteriocinas obtenidas a partir de Streptococcus
Marciset, Oliver Patente de thermophilus, un método para producir un extracto sobrenadante que contiene al menos
Mollet, Beat 04/11/1997 | Estados Unidos una de estas dos bacteriocinas y el uso de estas bacteriocinas en la preparacion de
Asignada a: Nestec S.A (Vevey, 5383890 productos alimenticios, especialmente quesos, leches acidificadas y productos cosméticos
Suiza) como agente activo contra los microorganismos patdgenos.
Stern, Norman J.
Svetoch, Edwar A. Esta invencion se trata de unos péptidos inductores producidos por la bacteria productora
. Patente de L i o . M .
Eruslanov, Boris V. 03/01/2008 | Estados Unidos de la bacteriocina que estimulan la produccién de bacteriocinas in vitro. Proporciona un
Asignada a: EUA, representado por 7662592 método para aumentar la produccién de bacteriocina O-7 in vitro en la que un péptido se le

el Secretario de Agricultura
(Washington, DC, EE.UU)

adiciona a un cultivo de Lactobacillus salivarius PVD-32
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Fechade . S
Inventores/Poseedor publicacién Cadigo Descripcion
L Consiste en la creacién de un nueva Lactobacillus, la cepa Enterococcus mundtii 7393. Lo
Kawamoto, Shinichi A . . e e .
. . obtuvieron a partir del Enterococcus faecium. La bacteriocina mundticin KS se obtiene a
Shima, Jun Patente de Japon ) : . :
; - 02/12/2003 partir de la nueva cepa bacteriana, los genes resistentes fueron clonados a partir del
Suzuki, Chise JP2003339377 de | b - b o> diticin KS
Omomo. adahiro genoma de la cepa bacteriana. La nueva .gcterloc.lna munditicin KS y la cepa Enterococcus
' mundtii 7393 se utilizan para la conservacion de alimentos
Vandenbergh, Peter A. Esta invencion se refiere a una nueva bacteriocina derivada de un Lactococcus lactis LL-1y
Walker, Shirley A. Patente de un método de uso para inhibir bacterias, particularmente en los alimentos y otros materiales
Kunka, Blair S. 02/03/1999 | Estados Unidos ue necesitan rotgccién frente a las ba’c?erias Tiene un amplio espectro ge actividad
Asignada a: Microlife Technics, Inc, 5817272 fqrente a bacterigs Gram positivas en un intervaio de pH entrepz 8 P
(Sarasota, FL) P P ye.
Berjeaud, Jean Marie
Fremaux, Christophe Esta patente se trata de un polipéptido aislado, una bacteriocina llamada sakacina T
- Patente de . : . > , = ) .
Cenatiempo, Yves . derivada de Lactobacillus sakei 2512. La invencion también se refiere a una molécula de
. 15/02/2005 | Estados Unidos L . e ; S .
Simon, Laurence 6855518 acido nucleico codificada para dicha bacteriocina y el uso de ella como agente activo contra
Asignada a: Rhodia Chimie patdgenos y flora indeseable en la preparacion de productos alimenticios.
(Boulogne Billancourt, Francia)
Esta innovacion proporciona composiciones y métodos para la produccion de bacteriocinas
Blackburn, Peter gue contienen lantionina como la nisina, la subtilina, la duramicina, la cinamicina, la
Patente de ; : . . . .
De La, Harpe Jon 09/06/1998 | Estados Unidos epidermina y la galidermina. Se pueden formular en una variedad de composiciones que
Asignada a: Ambi Inc. (tarrytown, 5763395 presentan actividad bactericida contra organismos Gram negativos y Gram positivos. Estas
NY) composiciones actlian como bactericidas amplia gama mejorados ademas tienen una vida
de almacenamiento mejorada.
De Vuvst. Luc Esta invencidn se refiere a una nueva bacteriocina obtenida a partir de Lactobacillus
yst Patente de johnsonii LMG-P19261, que muestra actividad inhibitoria frente a Helicobacter pylori. La
Avonts, Lazlo . d ., s, . . P e
- o\ . o 25/10/2001 | Estados Unidos invencién trata la produccién, aislamiento y purificacion de la bacteriocina, el uso para la
Asignada a: Vrije, Universiteit - . . . : . . .
: 079278 prevencion y/o el tratamiento de infecciones bacterianas, en particular de las infecciones
Brussel (Pleinlaan, Bruselas) . .
con Helicobacter pylori.
Vandenbergh, Peter A. Esta patent? cgn5|ste enun sobrenadante del material _p;_rodu_gldo porlunilcepg'que
Kunka. Blaiir S Patente de Japon pertenece al género Pedlococ_cus, se somete a una purificacion por ultrafiltracion para
’ ) 06/04/1993 proporcionar un filtro que contiene una bacteriocina con un peso molecular entre 4 y5 KDa,

Henderson, James T.
Asignada a: INDOPCO INC

JP05084092

estable en agua hirviendo, inhibe el crecimiento de bacterias alimentos y no cambia su
sabor.
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Inventores/Poseedor pEEﬁEZCC:gn Cadigo Descripcion
Fliss, Ismail
Desbiens, Michel Patente de Esta invencion se refiere a una nueva bacteriocina, divergicina M35, producida por
Thairi, Imane 24/07/2007 | Estados Unidos Carnobacterium divergens M35 y una composicion que comprende una cantidad eficaz de
Asignado a: Université Laval 7247306 divergicina M35 y su uso para matar o limitar la proliferacion de la Listeria monocytogenes.
(Québec, CA)
Ono, Hiroshi. . . . . N
- . Esta patente proporciona una bacteriocina obtenida a partir de una bacteria lactica capaz de
Sonomoto, Kenji 05/04/2012 Patente de Japon extender la caducidad de un alimento, especialmente encurtidos adicionando la bacteria
Asignada a: TOKAI Tsukemono KK, JP2012067034 X1 > : + €SP
lactica en la preparacién del alimento.
SHU UNIV
Kageyama, Makoto Esta innovacion se refiere a una nueva bacteriocina obtenida mediante un cultivo de
Kuroda, Kazufumi 23/08/1979 Patente de Japdn | Pseudomonas aeruginosa, en un medio que contiene la mitomicina C y purificada mediante
Asignada a: MITSUBISHI CHEM JP54107596 cromatografia. Esta bacteriocina tiene actividad bactericida contra Pseudomonas
IND LTD aeruginosa.
Daeschel, Mark A. Esta patente proporciona métodos para disminuir la actividad microbiana en articulos y
Mcguire, Joseph Patente de superficies adaptados para su uso en la preparacion y envasado de alimentos. La actividad
Asignada a: El Estado de Oregon 19/09/1995 | Estados Unidos antimicrobiana se da mediante la aplicacion de recubrimientos de moléculas de
representado por la Junta Estatal de 5451369 bacteriocina. Por ejemplo, poner en contacto el articulo o la superficie con una solucion de

Educacion Superior (Eugene, OR)

nisina o una mezcla de varias bacteriocinas.

Fuente: (Free Patents Onlines FPO, 2013)
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6.2. EMPRESAS PRODUCTORAS Y COMERCIALIZADORAS DE BACTERIOCINAS

La nisina es producida industrialmente y se comercializa como NISAPLIN® y como
CHRISIN® (Montalban et al., 2007; Bello, 2012).

Nisaplin® es producida por Danisco, lider mundial en la produccion de ingredientes
para alimentos y otros productos. Es el fabricante de preparacion de nisina. Fabricado
en el Reino Unido. Nisaplin, nisina en polvo, es un producto antimicrobiano no basado
en productos lacteos, estable al calor y brinda beneficio de control contra bacterias
Gram positivas y microorganismos patégenos.

Beneficios:

¢ Ayuda a reducir los riesgos de seguridad alimentaria

e Protege la vida util de los alimentos

e Habilita la reduccion de los tiempos de procesamiento y las temperaturas

e Se acomoda a la demanda de los consumidores por los productos naturales.

Areas de aplicacion: panaderia, bebidas, lacteos, aplicaciones de frutas, carnes,
aves y mariscos, grasas y aceites (DANISCO, 2013).

CHRISIN ® y CHRISIN ® C son preparados en polvo estandarizados de nisina que
impide el crecimiento de un amplio espectro de microorganismos Gram positivos en
los productos alimenticios. Se puede utilizar en una variedad de queso y productos
carnicos en funcién de la legislacién local. Estos preparados son producidos por CHR
HANSEN proveedor global de ingredientes a de biociencia en la industria de alimentos
(CHR HANSEN, 2013).

Aplicaciones:

e Productos lacteos: queso procesado y queso para untar; quesos acidificados
directos; postres lacteos pasteurizados, leche fresca y recombinada.

e El huevo liquido

o Aderezos y salsas

e Alimentos con alta humedad

¢ Alimentos reducidos en grasas

e Alimentos enlatados

e Procesamiento de productos fermentados

Beneficios:

e Extender la vida dutil, evitar su deterioro y proteger contra el abuso de
temperatura.
e Mejorar la calidad del producto
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e Reducir costos de fabricacion y distribucion
e Satisfacer la demanda de alimentos en conserva con ingredientes naturales
e Garantizar la seguridad alimentaria

En Colombia se comercializa el Nisaplin® en empresas como Cimpa S.A.S, Tecnas
S.A, Interenzimas S.A, inveslam LTDA y Betalactamicos S.A en presentaciones de 100
y 500 gr con precios aproximados de $35.000 pesos y $118.000 pesos
respectivamente.

La pediocina PA-1 aunque aun no estd oficialmente aprobada como conservante
alimentario hace parte de un ingrediente multifuncional llamado ALTA 2341.

ALTA 2341, comercializado por la empresa canadiense QUEST INTERNATIONAL
INC. Alta 2341 es un, ingrediente alimentario multifuncional totalmente natural a base
de bacterias lacticas tradicionales. El producto contiene metabolitos naturales, que
incluyen &cidos organicos y pediocina, una bacteriocina, que se encuentra en los
productos carnicos fermentados tipicos. Esto ayuda a prevenir la contaminaciéon
bacteriana en los alimentos listos para el consumo de carne por inhibir el crecimiento
de una amplia gama de bacterias Gram-positivas. (ICIS Trusted market intelligence for
the global chemical and energy industries, 1999)
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7. CONCLUSIONES

Las bacterias acido lacticas por su larga historia de consumo, prueban su seguridad y
su gran potencial de bioconservacion, ya que naturalmente dominan la microflora de
muchos alimentos gracias a su capacidad de competir por los nutrientes y/o inhibir el
crecimiento de microorganismos contaminantes que deterioran el producto, debido a la
produccion de metabolitos antimicrobianos. Son importantes en la industria de los
alimentos porque producen sustancias metabdlicas, tales como peréxido de hidrogeno,
diéxido de carbono, diacetilo, &cido lactico y bacteriocinas durante las fermentaciones
lacticas. Estos compuestos son deseables no solo por sus efectos sobre los alimentos
como sabor, olor, color, y textura, sino también por inhibir la microflora indeseable,
extendiendo la vida util e inhibiendo microorganismos patdgenos, permitiendo
preservar el valor nutritivo y la salubridad de los alimentos, proporcionando un
producto agradable y seguro al consumidor.

El empleo de las bacteriocinas en la industria alimentaria es ideal debido a sus
caracteristicas bioquimicas, ya que pueden resistir los tratamientos térmicos y los
cambios de pH que sufren muchos alimentos durante su fabricacion vy
almacenamiento, ademdas, su pequefio tamafio podria favorecer su difusion
homogénea dentro de ellos.

Entre las principales limitaciones en el uso de las bacteriocinas en los alimentos estan,
su estrecho espectro de actividad antimicrobiana, su bajo poder de accion frente a
bacterias Gram negativas y levaduras y la existencia de cepas resistentes, por lo tanto
lo ideal es usar las bacteriocinas en métodos de preservacion combinados. Las
bacteriocinas sirven como una barrera bactericida ayudando a reducir los niveles de
contaminacién bacteriana, mientras que la aplicacibon de otros métodos de
preservacion bacteriostaticos como el uso de envasado en atmésfera modificadas o la
reduccién de la actividad de agua ayudan a inhibir la flora resistente a la bacteriocina,
incrementando la efectividad del método de preservacion.

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

La nisina es la bacteriocina mas estudiada debido a que es la Unica bacteriocina
incluida en la lista positiva de aditivos alimentarios, Codex Alimentarius, por lo tanto se
encuentra mucha informacion y hay muchas investigaciones sobre su produccion,
espectro de inhibicién, modo de accion y aplicaciones biomédicas y en alimentos.
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La informacién sobre las bacteriocinas se encuentra muy fragmentada, hay muy pocos
libros disponibles, pero se encuentran investigaciones realizadas en universidades,
corporaciones, organizaciones y empresas alrededor del mundo muy enfocadas a la
produccién y a las aplicaciones de las bacteriocinas principalmente en alimentos.

La mayor aplicacion de las bacteriocinas se da en los sectores de los productos
lacteos y carnicos, sectores hacia los cuales se han orientado mas las investigaciones.
La nisina por ser la Unica bacteriocina que pertenece a la lista positiva de aditivos de la
Unién Europea CCE y reconocida como sustancia GRAS (Generally Regarded As
Safe), para su empleo en la elaboracién de quesos fundidos pasteurizados es la
bacteriocina més utilizada principalmente en productos lacteos.

Las patentes se orientan mas hacia la obtencion, métodos de produccion y la
caracterizacion de las bacteriocinas. Ya que hasta ahora se sabe que cada bacteria
acido lactica produce minimo un bacteriocina pero hay muy pocas caracterizadas y se
tiene poco conocimiento sobre sus propiedades bioquimicas.
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8. DISCUSION

El tema de las bacteriocinas es importante ya que ademas de inhibir microorganismos
patdgenos responsables del deterioro de los alimentos sin cambiar las caracteristicas
organolépticas del producto, posee caracteristicas fisicas y biolégicas como la
estabilidad a pH neutro &cido y su termo resistencia, que las hace muy atractivas para
reemplazar conservantes quimicos o combinarlas con métodos fisicos de
conservacion en la industria de alimentos, y asi suplir la demanda actual por los
alimentos naturales de los consumidores

En la realizacibn de la presente monografia se utilizaron diferentes fuentes
secundarias, principalmente articulos cientificos publicados en bases de datos como
Science Direct, Scielo y Scopus, los cuales al igual que las patentes estan enfocados
principalmente al desarrollo de nuevos protocolos y metodologias para la obtencion de
bacteriocinas, su produccion y purificacibn. En menor proporcion también se
encuentran articulos enfocados en ensayos de la utilizacion de las bacteriocinas en
alimentos, concentrados para animales y aplicaciones biomédicas. Asi mismo se
consultaron tesis doctorales y de maestria, éstas mas enfocadas a las caracteristicas
fisicas, quimicas y biolégicas, al espectro de inhibicion y a las aplicaciones de las
bacterias acido lacticas y de las bacteriocinas de una manera muy general. Los libros
fueron principalmente utilizados para la construccion de antecedentes del uso de los
conservantes y de las bacterias acido lacticas; sobre las bacteriocinas, ya que los
textos encontrados para consulta tenian fechas de publicacién antiguas, y por lo tanto
no contienen, los avances en el tema.

Por lo tanto se recomienda hacer una indagacion mas amplia en el tema de las
bacteriocinas, seguir compilando investigando sobre las bacteriocinas de una forma
mas especificas debido a que cada bacteriocina tiene un protocolo diferente de
obtencion y purificacion, unas caracteristicas bioguimicas muy especificas de acuerdo
a su especie y de esto depende el posible uso o aplicacion a la cual se puede destinar.

Durante la busqueda bibliografica se constatdé que es importante realizar
investigaciones y pruebas de la utilizacién de las bacteriocinas como conservantes en
diferentes tipos de alimentos ya que son degradadas por enzimas lo que quiere decir
gue no generan resistencia como los antibitticos, por lo tanto son innocuas para el
consumidor; aspecto fundamental en la industria de alimentos hoy cuando se estan
aplicando nuevos ingredientes que posean condicionas mas naturales. Ademas, por
sus caracteristicas bioquimicas son resistentes a los tratamientos térmicos y gracias a
su pequefio tamafio se distribuyen facilmente en los alimentos. Estas caracteristicas
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hacen que las bacteriocinas sean muy atractivas y tengan mucho potencial en la
industria de alimentos.

Se recomienda también realizar una investigacion sobre el uso de bacteriocinas por
métodos combinados ya que las bacteriocinas tienen un espectro de inhibicion muy
especifico por lo tanto de debe combinar su eso con un método fisico de conservacion
para asegurar la calidad del producto.
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