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1. Objetivos

1.1. Objetivos Generales

El objetivo del presente trabajo es identificar una alternativa al empleo de
conservadores quimicos por medio del empleo de agentes antimicrobianos

presentes naturalmente en alimentos fermentados.

1.2. Objetivos particulares

1.2.1. Describir la evolucion de tecnologias y estandarizacion de los métodos de
preparacion de los alimentos fermentados incluyendo los microorganismos

presentes.

1.2.2. Definir los metabolitos presentes en alimentos producidos por las bacterias
acido lacticas, especificamente los productos proteinicos de los microorganismos
para evaluarlos como posibles sustitutos a los conservadores actualmente
empleados. Por lo tanto, la revisidén se centrara en la definicion, clasificacion de

bacteriocinas y pepetidoglucano hidrolasas.

1.2.3. Evaluar los métodos de obtencion, empleo y regulacion con la finalidad de
construir un criterio direccionado a la aprobacion por parte de las agencias
regulatorias de las tecnologias necesarias para su produccion y posible uso a nivel

imdustrial.



2. Resumen

La actividad antimicrobiana reportada en los alimentos fermentados se debe a
microorganismos presentes en el alimento, que pueden ser adicionados o0 no
intencionalmente como cultivos iniciadores. Ademas, las propiedades sensoriales
que desarrollan los alimentos fermentados son generadas por la accion de estos
microorganismos, que en su mayoria son identificados como bacterias acido
lacticas (BAL). Entre los metabolitos responsables de estos efectos se pueden
encontrar el acido lactico, acido propiénico, acido citrico, peroxido de hidrégeno,
CO2, diacetilo, exopolisacaridos, reuterina, bacteriocinas y peptidoglucano
hidrolasas (PGH). Todos ellos contribuyen a lograr que las BAL sean la microbiota

predominante en los alimentos madurados.

Entre las sustancias con actividad antibacteriana de mayor importancia sobre las
que mas se ha trabajado en los ultimos afos estan las bacteriocinas, debido a su
accion directa sobre la membrana celular de diferentes microorganismos
patdgenos. Las bacteriocinas son péptidos pequefos, estables al calor, presentan
una gran diversidad por lo que hay multiples clasificaciones propuestas. La mas
estudiada es la nisina, la cual se emplea como agente antimicrobiano en diversos
alimentos frescos y madurados. Por otro lado, las peptidoglucano hidrolasas
(PGH’s), principalmente ligadas a la regulacion fisiologica del microorganismo
como el crecimiento, division celular, recambio de la pared, lisis y muerte celular.
Son sensibles a temperaturas altas y, a diferencia de las bacteriocinas, su accion
consiste en degradar la pared celular, a partir de cuyo mecanismo se genera una

clasificacion.

Tanto bacteriocinas como PGH's tienen condiciones especiales de sintesis. Para
algunas se tiene que inducir su produccion por medio de metabolitos especiales,
algunas durante la fase exponencial de crecimiento y otras durante su fase
estacionaria. Asimismo, sus condiciones de accion antimicrobiana son especificas:
unas atacan a un grupo especifico de patdégenos, otras trabajan a una temperatura
mas elevada. De esta manera, es importante aprovechar las diferencias y buscar

mecanismos de complementacion que les permitan actuar sobre las dos



principales estructuras de proteccion con las que cuenta un microorganismo: la

membrana y pared celular y asi ampliar el espectro de accion antimicrobiana

Ambos grupos de péptidos tienen un uso potencial en diversos ambitos, como en
alimentos y farmacia. Sin embargo, deben tener protocolos y deben ser reguladas
y aprobadas para su uso, en donde México, aun no cuenta con los recursos

necesarios para iniciar el uso de estas proteinas.



3. Introduccién
3.1. Conservacion de Alimentos

Los alimentos constituyen un medio de cultivo ideal para la proliferacion de
microorganismos, debido a la presencia de agua y a disponibilidad de nutrientes.
Por esa razon, es necesario emplear distintos métodos de conservacion con la
finalidad de alargar la vida de anaquel de los alimentos (Barbosa-Canovas et al.
1998). Originalmente la adicién de adyuvantes quimicos a los alimentos fue usada
para enmascarar sabores desagradables, pero rapidamente se convirtié en una

forma de preservarlos (Hui et al. 2006).

Con la revolucién industrial y el posterior desarrollo de las distintas industrias de
alimentos se incrementdé de manera considerable el uso de aditivos alimentarios,
especialmente los empleados para alargar la vida de anaquel. La industria
alimentaria emplea ademas de la sal, el azucar y el humo (proveniente de un
tratamiento térmico), nitritos, sulfitos, parabenos, acidos organicos (acético, lactico
y propidénico), acido benzoico y sérbico (Barbosa-Canovas et al.1998; Ruiz-Larrea
et al. 2007). Hasta ahora, los enfoques para reducir el riesgo de brotes de
intoxicacién alimentaria se han basado en la busqueda de la adicién de
conservadores quimicos mas eficientes o en la aplicacion de tratamientos fisicos
mas drasticos, como la refrigeracion, la congelacion, el uso de HHP (altas
presiones hidrostaticas, por sus siglas en inglés High Hydrostatic Pressures), la
radiacion ionizante, luz pulsada, el ozono, ultrasonido, etc. (Zhou et al. 2010). Sin
embargo, en los ultimos afos la adicion de estos conservadores quimicos no ha
sido muy favorecida por el consumidor debido a que presentan inconvenientes y
limitaciones. Por ejemplo, la toxicidad probada de muchos de los conservadores
quimicos comunmente usados como los nitritos, la alteracién de las propiedades
organolépticas y nutricionales, debido a su naturaleza (dafios por congelacién,
decoloracion en el caso de la alta presion hidrostética y radiaciones ionizantes).
Asimismo, la reduccién de la actividad de agua de los alimentos empleando sal y
el azucar se ha vuelto menos aceptable, debido al creciente numero de

enfermedades relacionadas como hipertension y la diabetes pero, sobre todo, el



rechazo a los conservadores quimicos se debe a las nuevas tendencias en la
compra y el consumo de productos mas saludables, que han sido sometidos a
tratamientos menos extremos (menos calentamiento intensivo y minimo dafio por
congelacion), con menores niveles de sales, grasas, acidos y azucares y/o la
completa o la eliminacion parcial de los aditivos de sintesis quimica. Para
armonizar las demandas del consumidor con las normas de seguridad necesarias,
los medios tradicionales de control de los riesgos de deterioro y seguridad
microbiana en productos alimenticios estan siendo reemplazados por una solucién
alternativa que esta ganando cada vez mas atencidén: "La tecnologia de
preservacion ambiental” o también llamada “bioconservacion” (Devlieghere et al.
2004; Hui et al. 2006; Galvez et al. 2007; Zhou et al. 2010).

Dadas estas circunstancias, en los ultimos veinte afios el reto planteado es el
desarrollo de tecnologias que sean mas amigables con el ambiente, seguras para
el consumo humano, que preserven sus atributos de calidad y que sean capaces
de mejorar las propiedades organolépticas de los alimentos (Barbosa-Canovas et
al. 1998).

3.2. Alimentos fermentados

La fermentacion de alimentos es uno de los procesos de preservacion mas antiguo
empleada por el hombre, principalmente para la carne, la leche y los cereales. La
produccion de estos alimentos fermentados se manejaba de manera empirica. No
se tenian elementos para comprender los cambios que ocurrian en estos
productos las técnicas de elaboracion eran pasadas de generacion en

generacion, dentro de las pequefias comunidades productoras (Hui et al. 2006).

Los alimentos fermentados son definidos como todos aquellos alimentos que han
sido modificados por la actividad de microorganismos o enzimas. Son productos
que se preparan a partir de materia cruda que, mediante un proceso en el cual se
incluyen microorganismos especificos, adquieren propiedades sensoriales
caracteristicas en cuanto a sabor, aroma, apariencia visual, textura y consistencia,

ademas de una vida de anaquel y seguridad higiénica mayor. En ciertos casos las



enzimas enddgenas de la materia prima desempefian un papel muy importante en
el desarrollo de las caracteristicas mencionadas. Existen diferentes tipos de

fermentacién que pueden que pueden presentarse en alimentos fermentado:

Fermentacion Alcohdlica: Es un proceso que se lleva acabo frente a la falta de
oxigeno. Es impulsado por la actividad de algunos microorganismos como
Saccharomyces cereviciae que procesan los carbohidratos, tales como la glucosa,
la fructosa, la sacarosa y el almidon, entre otros. Con eso se busca llegar a tener
como resultado Etanol, CO2 y ATP (Pares et al. 2002)

Fermentacion Butirica: Se basa en la conversion de los glucidos en acido butirico,
a través de la accion de bacterias Clostridium butyricum, en ausencia de oxigeno.
Este proceso se lleva a cabo a partir de la lactosa con formacién de acido butirico
y gas. Una de las caracteristicas mas reconocidas de esta fermentacion es la

produccion de olores desagradables y fétidos (Pares et al. 2002).

Fermentacion Acética: Esta fermentacion se da al trasformar al alcohol en acido
acético, que se encuentra en el vinagre, en pequenas proporciones. Se realiza por
la acciébn de microorganismos pertenecientes a Acetobacter, un género de
bacterias aerdbicas. A diferencia de la fermentacion alcohdlica, las bacterias
protagonistas de la fermentacién acética necesitan gran cantidad de oxigeno para

su crecimiento y actividad (Pares et al. 2002).

Fermentacion Acido Lactica: Es llevada a cabo por las bacterias acido lacticas
(BAL). Este proceso se consigue acido lactico con la unién de acido piravico y
2NADH. En este proceso de union, es el acido piravico el que recibe los
electrones, convirtiéndose asi en acido lactico esta fermentacion sera revisada a
detalle en el punto 4.2.1. La fermentacién acido lactica, ademas de mejorar sus
propiedades sensoriales y nutricionales, es un proceso microbiano muy complejo
en el cual una poblacion de bacterias lacticas llega a ser la microbiota
predominante (Messens y DeVuyst, 2002).

A pesar de ser uno de los métodos mas antiguos de conservacién, no fue sino

hasta mediados del siglo XIX que se consolido, el nacimiento de la microbiologia



como una ciencia y con ella se logré sentar las bases biologicas para entender la
fermentaciéon. El comprender el papel que juegan los microorganismos, como lo
son las bacterias y los hongos, fue de vital importancia para establecer procesos
mas eficientes y controlados, generados principalmente por la adicion de cultivos
iniciadores (Hui et al. 2006).

3.3. Bioconservacion

En los alimentos pueden estar presentes una gran variedad de microorganismos,
provenientes de su manipulacion, del equipo empleado en su elaboracion y de
otras fuentes tales como agua, aire, el polvo, el suelo, etc. Sin embargo, esta bien
establecido que los factores intrinsecos de los alimentos como acidez, aw, etc. y
extrinsecos como el entorno de almacenamiento, dictan los tipos de
microorganismos que dominaran en la microbiota, en la que pueden existir
microorganismos que deterioren el alimento o, peor aun, que sean patdégenos y
dafien la salud. Para asegurar que estos microorganismos no van a estar
presentes se recurre a la bioconservacion (Leroy et al. 2004), la cual se define
como: “el uso de herramientas bioldgicas como microorganismos y/o sus
metabolitos con la finalidad de inhibir el crecimiento de microorganismos
patdogenos y/o responsables de la descomposicion del alimento”. La
bioconservacion ha incrementado su popularidad sobre otros métodos de
conservacion debido a que no afecta a la salud de los consumidores y tiene un
menor impacto sobre las propiedades nutrimentales y sensoriales del producto en
relacion a otros métodos de conservacidén, ya sean quimicos o fisicoquimicos
(Galvez et al. 2007). También se puede afirmar que se reducen los costos de
procesamiento mientras que la vida util de los productos se alarga. Se resuelven
problematicas emergentes en la industria, como el incremento de la resistencia a
antibiéticos en los microorganismos patégenos presentes a lo largo de la cadena
alimentaria, gracias a la capacidad de las BAL de inhibir a bacterias patdgenas
dentro de la fermentacion de una manera completamente natural, segura y que
contribuye con el desarrollo de caracteristicas especiales de los alimentos. En

contraposicion con los aditivos quimicos, los consumidores perciben a estas



técnicas de bioconservacion como algo “natural” y benéfico para la salud”, por lo
que su empleo en alimentos tiene gran aceptacion (Hui et al.2006; Reis et al.
2012;).

4. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL), constituyen un grupo diverso de
microorganismos asociados a las plantas (col, maiz, cebada, col rizada y ensilaje),
carne, y tracto digestivo de los animales. Poseen caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas y metabdlicas en comun. Las BAL son mejor conocidas por su uso
intencional en la elaboracidn de productos lacteos como el yogur, mantequilla,
requeson, quesos duros (Cheddar, Provolone, Romano y Edam) y los quesos
blandos (Brie y Camembert). Las BAL también son importantes en el comercio y el
procesamiento de carnes como lo es en la produccién de alimentos fermentados,
bebidas alcohdlicas (Carr et al. 2002).

En general, las BAL son cocos y bacilos de longitud variable y de un grosor de 0.5
-0.8 um, Gram-positivos, no esporulados, no méviles, anaerobios o aerotolerantes,
oxidasa y catalasa negativas, carecen de citocromo, no reducen el nitrato a nitrito.
A pesar de su metabolismo anaerobio, son anaerobios tolerantes, contienen un
grupo hemo, que les permite poner en marcha la cadena respiratoria con el
oxigeno como aceptor de electrones y en los medios de cultivos solidos forman
colonias en presencia de aire. Producen &cido lactico como producto de la
fermentacién de carbohidratos, ademas de ser acido tolerantes, algunas pueden
crecer a valores de pH bajos (hasta 3.2) otras a valores altos como 9.6 y la
mayoria crece entre pH 4.0 y 4.5, permitiendo sobrevivir naturalmente en medios
donde otras bacterias no sobrevivirian debido al aumento en la actividad producida

por los acidos organicos (Ekinci y Gurel, 2007; Salminen et al. 2012).

Las BAL son microorganismos quimo-organotroficos, nutricionalmente exigentes
por lo cual para su proliferacion pueden ser empleados carbohidratos fermentables
y alcoholes como fuentes de energia para formar principalmente acido lactico, a

través de la degradacion de hexosas a lactato (homofermentativas) y productos
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adicionales como acetato, etanol, COz2, formiato o succinato (heterofermentativas),
ademas necesitan vitaminas del grupo B (lactoflavina, tiamina, biotina, acido
nicotinico, acido pantoténico, acido folico) y varios aminoacidos, péptidos, bases
puricas y pirimidicas entre otros factores de crecimiento (Devlieghere et al. 2004;
Ekinci y Gurel, 2007).

La leche es el medio tipico y satisfactorio para la proliferacion de las BAL, donde
son capaces de hidrolizar péptidos de la leche. La concentracion de aminoacidos
libres en la leche es muy limitada, por lo cual el desarrollo 6ptimo de las BAL
depende de su capacidad de produccion de proteinasas, peptidasas, asi como su
sistema de transporte de aminoacidos y péptidos especificos (Carr et al. 2002).
Otros alimentos son también excelentes medios de crecimiento y produccion de
metabolitos, entre ellos se encuentran la carne, las masas de cereales, y los
vegetales. Ademas de producir el acido lactico, las BAL también contribuyen al
sabor, aroma, textura y al valor nutricional de los alimentos fermentados a través
de la produccion de exopolisacaridos y modificacién de lipidos y proteinas, lo
anterior debido a su actividad metabodlica sobre estas moléculas, lo que
contribuyendo a la digestibilidad de alimentos y preservacién del producto final.
Estos microorganismos son generalmente utilizados como cultivos iniciadores en
la elaboracién y conservacion de productos lacteos, tales como leche acidificada,
yogurt, mantequilla, crema, kéfir y quesos, asi como productos carnicos y
vegetales (Garcia et al.1998; Carr et al. 2002).

4.1. Clasificaciéon de BAL

En la naturaleza existen los siguientes géneros:

Aerococcus, Alloinnococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus,
Globicatella, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy
Weissella. Sin embargo, los géneros mas representativos son: Lactobacillus,
Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc (Carr et al. 2002; Salminen et al.
2012).

11



La clasificacién de las BAL en géneros se basa en principio por su morfologia,
modo de fermentacion (homofermentativas y heterofermentativas) y la
configuracion del acido lactico producido, en donde se pueden formar isdmeros de
acido lactico a partir de la fermentacion de la glucosa (Carr et al. 2002). Las
homofermentadoras como: Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus vy
Streptococcus y algunas especies de Lactobacillus, como L.acidophilus, L.
helveticus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. delbrueckii subsp. lactis,
L.delbrueckii subsp. bulgaricus, L. lactis, y S. thermophilus (Blanco et al. 2006),
poseen la enzima aldolasa y producen acido lactico como el principal producto de
su fermentacién de la glucosa utilizando la via de la glucdlisis. ElI grupo
homofermentativo utiliza la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) al convertir 1
mol de glucosa en 2 moles de acido lactico (Figura 1). Dentro de este grupo se
tiene: Lactobacillus, de forma bacilar, aislados o en cadenas cortas, termdfilos,
acidificantes muy energéticos y de actividad caseinolitica notable. Streptococcus,
de formas esféricas en cadenas, acidificacion rapida y poca actividad caseinolitica
(Hernandez-Mendoza et al. 2007; Salminen et al. 2012).

12



Figura 1. Fermentacion homolactica (tomado y modificado de Salminen et al.
2012).
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Por su parte, las pertenecientes a los géneros Leuconostoc, Oenococcus,
Weissella, Carnobacterium, Lactosphaera, asi como algunos miembros del género
Lactobacillus que incluyen a L. plantarum, L.rhamnosus, L. coryneformis, L.
curvatus, L. casei, L. paracaseli, L. brevis, L. buchneri, L. fermentun, L. kefire y L.
reuteri (Blanco et al. 2006), son heterofermentadoras y producen solamente 50%
de acido lactico. Estas fermentan 1 mol de glucosa para formar 1 mol de acido
lactico, 1 mol de etanol, 1 mol de CO2 y 1 mol de ATP. Este grupo de bacterias
contiene la enzima fosfocetolasa, pero carece de la aldolasa y hexosa isomerasa,
asi que, en lugar de seguir la via (EMP), utilizan las vias de la hexosa monofosfato

o la de la pentosa (Figura 2) (Devlieghere et al. 2004; Ly et al. 2008).
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Figura 2. Fermentacién heterolactica (tomado y modificado de Salminen et al.
2012).
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Las especies heterolacticas obligadas utilizan solamente la ruta dependiente de
fosfocetolasa para metabolizar azucares y, ademas de acido lactico, producen
cantidades significantes de acido acético y/o etanol con la generacién de diéxido
de carbono; la D-galactosa puede ser metabolizada a través de la ruta tagatosa 6-
fosfato o ruta Leloir (Figura 3). Estas especies fermentativas metabolizan hexosas
a través de la ruta glucolitica EMP, pero pentosas y algunas otras sustancias son
metabolizadas via fosfocetolasa para producir acido lactico y otros productos,

como el acido acético y etanol (Figura 3) (Salminen et al. 2012).
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Figura 3. Ruta metabdlica de la galactosa (tomado y modificado de Salminen et
al.2012).

En la industria alimentaria algunas BAL heterolacticas son empleadas en la
produccion de compuestos que intensifican el sabor y aroma tales como

acetaldehido y diacetilo (Leroy et al. 2004; Salminen et al. 2012).
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Las BAL también se clasifican segun la temperatura ideal de crecimiento en

mesdfilas y termdfilas.

Mesdfilas: temperatura ideal de incubacion a 20-25°C, volumen de cultivo liquido
1-2%, tiempo de incubacion de 18-20 h, acidez final 0.8% de &acido lactico.
Especies: Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis, biovariedad diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris. Estos géneros principalmente se emplean en la elaboracién de kumis y

quesos semi-madurados (Blanco et al. 2006).

Termdfilas: Temperatura ideal de incubacién a 40-45°C, volumen de cultivo liquido
2-3%, tiempo de incubacién de 2-4 h, acidez final 0.9% de acido lactico. Especies:
Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus. Son empleados principalmente para

la elaboracién de yogurt y quesos madurados (Blanco et al. 2006).

4.2. Metabolitos producidos por las BAL

La accion conservadora de las BAL se debe a la inhibicidn de un gran numero de
microorganismos patdégenos y dafinos, por varios productos finales de la
fermentacién. Son capaces de producir una gran cantidad de sustancias
denominadas metabolitos. Estas sustancias son acidos como lactico y acético,
peroxido de hidrégeno, diacetilo, bacteriocinas y exopolisacaridos principalmente,
estos metabolitos también son responsables de ciertas funciones en los alimentos,

como el desarrollo de sabores y olores caracteristicos (Vazquez et al.2009).

4.2.1. Producciéon de acido lactico

Es el acido mas importante en el ramo de los productos fermentados vy
preservacion de alimentos comestibles. Fue descubierto en la leche cortada por
Scheele en 1780, quien lo consideré6 como un componente de la leche. En 1789,

Lavoisier llamo6 a este componente de la leche “acido lactico”. En 1857, Pasteur
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descubri6 que no era un componente de la leche, sino un metabolito de la

fermentacion generado por ciertos microorganismos.

Dentro de los microorganismos productores de acido lactico pueden citarse
Lactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus Yy Bifidobacterium, siendo
Lactobacillus delbrueckii el microorganismo mas utilizado (Moreira et al. 2000).
Este es el primer acido organico producido biotecnoldégicamente, teniendo un
amplio rango de aplicaciones. Es utilizado como acidulante/agente amortiguador
de pH o inhibidor de esporas de bacterias en una amplia variedad de alimentos
procesados, como dulces, pan y productos de panaderia, bebidas no alcohdlicas,
sopas, sorbetes, productos lacteos, mermeladas, gelatinas y mayonesas. En
ciertos alimentos no es posible agregar acido lactico en grandes cantidades por su
olor y sabor fuerte, asi que puede ser reemplazado por cierta cantidad de acido
acético, el cual también tiene una actividad antimicrobiana (Devlieghere et al.
2004; Moreno y Polo, 2008).

El &cido lactico puede ser extraido del producto de fermentacion, y se determinara
gracias a su capacidad en desviar el plano de giro de la luz polarizada. Si la
rotacién es a la derecha, se denomina dextrogiro D (-), si la rotacién es a la
izquierda, se denomina levogiro L(+) y si hay una mezcla de ambos, se denomina
racémica, la cual esta constituida por fracciones equimolares de las formas L(+) y
D(-) (Figura 4) (Carr et al. 2002;Pares et al. 2002; Gopal et al. 2008).

El isdmero D (-) es perjudicial al metabolismo humano y puede generar acidosis y
descalcificacién (Panesar et al. 2007). El acido L (+) lactico es clasificado como
GRAS (Generalmente Reconocido Como Seguro) para su empleo como aditivo
alimenticio por la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos). Este acido es uno
de los mas importantes producidos por las BAL (Savadogo et al. 2006; Ghasemi et
al. 2009).
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?OOH | ?OOH
HO'"Cll“"'H H—(ll""OH
CH; CH;

L (+) Acido Lactico D (-) Acido Lactico

Figura 4. Forma L y D del acido lactico (Pares et al. 2002).

El acido L (+) lactico es el preferido por la industria. La aplicacion de procesos de
separacién, concentracién y secado permiten obtener acido L (+) lactico purificado
cuya demanda mundial anual es superior a las 200.000 toneladas (Gopal et al.
2008) de las cuales el 85% de la demanda son aplicaciones en alimentos y el 15%

restante en la industria no alimentaria (Rojan et al. 2009).

4.2.2.Produccion de acido propidnico

Esta fermentacion es efectuada por bacterias heterofermentativas empleadas en
la industria quesera para la produccion de quesos tipo Emmental, Suizo, Gruyere,
etc., donde el acido lactico es transformado en acido propidnico y acético con
desprendimiento de CO:2 (Figura 5), el cual forma los “ojos” en los quesos (Carr et
al. 2002; Pares et al. 2002).
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Figura 5. Fermentacion propidnica (Pares et al. 2002)

4.2.3.Fermentacion de acido citrico

La efectuan bacterias heterofermentativas como Leuconostoc citrovorum,
Streptococus diacetilactis, utilizadas en mantequillas y quesos, ya que transforman
el acido citrico en productos aromatizantes como la acetoina y el diacetilo (Figura
6). Estos compuestos, asi como imparten aroma y sabor a los productos lacteos,
también tienen un efecto antimicrobiano. El acetaldehido puede inhibir la division
celular de Escherichia coli y el diacetilo inhibe levaduras, bacterias Gram-

negativas y Gram-positivas (Pares et al. 2002; Hernandez-Mendoza et al. 2007).
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A

Figura 6. Fermentacion del acido citrico (Pares et al. 2002)

La acumulacion de acido lactico y otros acidos organicos producidos por las BAL
contribuyen al desarrollo de sabor, aroma y textura de los alimentos, pero también
a su estabilidad mediante a la inhibicion de microorganismos alterantes. La
actividad antimicrobiana de los acidos organicos y del pH es complementaria,
siendo la fraccidon no disociada de los acidos organicos la que posee una mayor
actividad inhibidora debido a su naturaleza lipofilica, ya que pueden atravesar la
membrana celular y disociarse en el citoplasma e interferir con funciones
celulares, como puede ser la translocacion de sustrato y la fosforilacion oxidativa.
Ademas, provocar el incremento de protones en el interior de la célula. Cuando la
concentracion de protones excede la capacidad de amortiguamiento del
citoplasma se transportan hacia el exterior mediante bomba de protones,

reduciendo de esta manera las reservas energéticas de la célula. Cuando estas
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reservas se agotan, la bomba de protones se detiene y se provoca el descenso de
pH interno, lo cual causa a su vez desnaturalizacion de las proteinas y
desestabilizacion de otros componentes estructurales y funcionales de la célula

interfiriendo asi con la viabilidad (Vazquez et al. 2009).

Las BAL pueden sobrevivir en presencia de pH bajo, a diferencia de otros grupos
microbianos, pues poseen un sistema de transporte simultaneo de acido lactico y
de protones al exterior celular, que ademas de contribuir a la homeostasis del pH

interno, origina energia para la célula (Vazquez et al. 2009).

4.2.4.Produccion de peréxido de hidrégeno

El desarrollo de las BAL en medios aerobios conduce a la formacion de varios
metabolitos del oxigeno como: perdxido de hidrégeno, aniones super oxido y
radicales libres, que poseen un efecto bacteriostatico y bactericida frente a la
microbiota lactica y no lactica. El peréxido de hidrégeno (H202) funciona como un
oxidante produciendo radicales libres que atacan los componentes celulares

esenciales, proteinas y DNA (Salminen et al. 2012).

Es producido a través de la accion de NADH oxidasa la cual cataliza la oxidacion
de NADH por oxigeno molecular. El sistema lactoperoxidasa es un sistema
antimicrobiano natural que se encuentra en la leche y ha sido exitosamente
utilizado para extender la vida util de la leche y queso cottage, inhibiendo
patdogenos en leche y productos lacteos procesados, como Pseudomonas y

Staphylococcus aureus (Carr et al. 2002; Blanco et al. 2006).

Sin embargo, a pesar de su potencial en la preservacion, se reconoce el bajo
potencial de este compuesto en los alimentos, ya que puede tener efectos
perjudiciales en la calidad organoléptica pues causa rancidez de las grasas y

reacciones de decoloracion y enverdecimiento (Moreira et al. 2000).
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4.2.5.Produccion de CO: y diacetilo

El diéxido de carbono es un producto final de la fermentacién heterolactica y en
ocasiones se obtiene por descarboxilacion de aminoacidos por BAL. El dioxido de
carbono promueve un ambiente anaerébico, reduce el pH y puede ayudar a
destruir la integridad de la pared celular microbiana. Asimismo, el diacetilo es
producido por BAL que fermentan el citrato y es sintetizado en el metabolismo
intermedio del piruvato. Se caracteriza por el aroma a mantequilla que imparte a
productos lacticos cultivados. Se ha mostrado la actividad antimicrobiana del
diacetilo a nivel de 200 pg/ml para levaduras y bacterias Gram-negativas, mientras
que para bacterias Gram-positivas no lacticas es de 300 ug/ml (Salminen et al.
2012).

4.2.6.Produccion de exopolisacaridos

Los exopolisacaridos (EPS) son polisacaridos de cadena larga consistentes de
ramificaciones de unidades repetitivas de azucares, principalmente, glucosa,
galactosa y ramnosa en diferentes proporciones. Las BAL se caracterizan por su
capacidad de conversion de una gran proporcion de su fuente de carbono,
azucares fermentables, a acido lactico. Sin embargo, son capaces de desviar una
pequena proporcidon de azucares fermentables hacia la biosintesis de EPS,
dependiendo también de las condiciones de cultivo y composicion del medio
(Rodriguez, 2003; Lin y Chang, 2007).

Los polisacaridos pueden ser divididos en dos grupos:

Homopolisacaridos compuestos por monosacaridos como el dextrano vy
heteropolisacaridos compuestos de diferentes aziucares como glucosa, galactosa,
ramnosa, manosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y acido glucénico
(Ross et al. 2002).

Algunos cultivos de S. thermophilus y Lactobacillus delbruekii subsp. bulgaricus
son capaces de producir polisacaridos de alto peso molecular con diferentes
estructuras (Ross et al. 2002).
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Los EPS desempefan un papel importante en la industria de derivados lacteos
fermentados, en particular en la produccion de yogurt, queso y crema fermentada.
Contribuyen a la textura, reologia, sabor, percepcidon sensorial y estabilidad final
del producto. Ademas, los EPS han sido utilizados ampliamente como geles,
emulsificantes y suspensiones de estabilizantes. Otro beneficio fisioldgico incluye
la colonizacion gastrointestinal por bacterias probidticas, incrementando Ila
residencia de los EPS en el tracto gastrointestinal. Ademas, se ha postulado que
los EPS producidos por BAL tienen efectos anti-tumor, anti-ulcera, efectos inmuno-
estimulatorios y disminucion de niveles de colesterol en la sangre (Serna y
Rodriguez, 2005; Shen y Bravo, 2006).

4.2.7.Produccion de reuterina

La reuterina o 3-hidroxipropanal (Figura 7) es una sustancia con actividad
antibacterial de amplio espectro. Se reportdé por primera vez en el microorganismo
Lactobacillus reuteri. Es producido por la célula cuando en el medio se encuentra

la mezcla de glucosa y glicerol o gliceraldehido en condiciones anaerobias.

HC ——=0
H-C
H,C — OH

Figura 7. Estructura de la reuterina o 3-hidroxipropanal (Pares et al. 2002)

La reuterina presenta actividad antibacteriana, antifungica, antiprotozoaria y
antiviral. No se ha reportado un posible efecto negativo contra humanos, aunque
se ha observado que la reuterina es capaz de enlazar tejidos bioldégicos en una
forma similar al glutaraldehido, debido a su capacidad de establecer puentes de

entrecruzamiento con proteinas. En solucion acuosa, la reuterina se puede
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encontrar en forma dimérica, dando lugar a un dialdehido, que puede enlazar a los
grupos amino de las proteinas, especificamente los grupos aldehido reaccionan
con el grupo amino de la lisina ubicada en proteinas adyacentes originando los
puentes de entrecruzamiento. Las mismas BAL son sensibles a la reuterina pero
son mas resistentes que los demas microorganismos (De Vuyst y Vandamme,
1994).

Su amplio espectro puede explicarse por su mecanismo de accién. Actua en
contra de enzimas con grupos sulfhidrilo y proteinas como la actina, que forma el
citoesqueleto, la Glutation-reductasa y las ATPasas transportadoras de Ca?*
celular (al igual que el incremento de la permeabilidad de la membrana), lo que
compromete la viabilidad celular. Es inhibidor de la subunidad de unién a sustrato
de ribonucledtido reductasas, por lo que interviene en la sintesis de ADN (Pares et
al. 2002; Magnusson, 2003; Salminen et al. 2012).

Otros productos de interés biotecnolégico

5. Bacteriocinas

Son péptidos pequefios estables al calor, producidos por sintesis ribosomal y son
segregadas por un gran numero de bacterias para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos competidores, debido a que las bacterias que las producen
tienen un mecanismo de inmunidad especifica. Estas sustancias con frecuencia
actuan frente a las bacterias mas estrechamente relacionadas. Sin embargo,
estudios recientes afirman que también pueden actuar frente a otras especies

bacterianas, hongos y algunos parasitos (Papagianni, 2003; Cotter et al. 2005).

En la naturaleza existe una enorme diversidad de bacteriocinas que han sido
encontradas en casi todas las especies bacterianas examinadas hasta la fecha, y

aun dentro de una especie podrian producirse diferentes tipos de bacteriocinas.
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Se piensa que el 99% de las bacterias pueden producir cuando menos una
bacteriocina y la unica razon de que no se hayan aislado es debido a que han sido
poco estudiadas. Las halobacterias, por ejemplo, miembros del grupo Archaea,

producen su propio tipo de bacteriocinas, las halocinas (Gordon y O’Brien, 2006).

Los microorganismos invierten una gran proporcion de energia para la produccion
y elaboracion de metabolitos antimicrobianos. Sin embargo, aun no se tiene una
idea clara de como la diversidad de estas sustancias aumenta y cual es la funcién
que desempefian en las comunidades microbianas, por lo que estas moléculas
han servido como modelo para tratar de responder algunas preguntas evolutivas y

ecolégicas (Gordon y O’Brien, 2006).

En el caso de las BAL, las primeras observaciones comenzaron en 1928, cuando
se describié que ciertas cepas de Lactococcus empleadas en la fabricacion de
quesos producian un efecto inhibidor en el crecimiento de otras BAL vy
potencialmente podian inhibir el crecimiento de bacterias patdégenas y nocivas
para la conservacion del queso (Cotter et al. 2005). En 1933 se describié por
primera vez una sustancia de naturaleza peptidica con actividad antimicrobiana
producida por cepas de la especie Lactococcus lactis subsp. lactis, que
posteriormente se denomind nisina (Riley y Wertz, 2002). En 1953 se comercializé
por primera vez en Inglaterra y en 1969 se aprobd su uso en alimentacién por la
OMS (Joint Food and Agriculture Organization / World Health Organization Expert
Committee on Food Additives), en tanto en 1983 se incluyd en la lista de aditivos
de la Union Europea. Poco después, en 1988, fue aprobada por la FDA (Food and

Drug Administration) norteamericana (Cotter et al. 2005).

La nisina es por tanto la bacteriocina que tiene un historial mas largo de uso en
alimentos y la que ha sido mas estudiada. Se han encontrado aplicaciones de gran
utilidad, una de ellas es alargar la vida util en una amplia gama de productos en
todo el mundo, que van desde queso Cottage procesado para postres lacteos

hasta huevo liquido. También se encontré que era eficaz en aplicaciones tales
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como la inhibicion de bacterias involucradas en la descomposicion de la cerveza y

el vino durante la fermentacion (Papagianni 2003; Leroy et al. 2004).

Aunque las bacteriocinas se pueden encontrar en muchas bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, en la actualidad las bacteriocinas que poseen el
mayor impacto dentro de la industria alimenticia son las producidas por las BAL
(Tabla 1), debido a que estas bacterias poseen la denominacion GRAS, 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 poblacién.
Cuentan con la aprobacién regulatoria debido a su origen y a que pueden ser
facilmente adicionadas dentro de alimentos para su fermentacién, sin ningun tipo

de concentracion o purificacion (Cotter et al. 2005).

Esta tendencia refleja la creciente conciencia de los riesgos que se derivan no sélo
de consumir alimentos que trasmiten microorganismos patdgenos, sino también de
los conservadores quimicos utilizados. En consecuencia, ha habido un interés
renovado en las llamadas tecnologia verdes, incluyendo nuevos enfoques para un
procesamiento minimo y la explotacion de bacteriocinas para la bioconservacion
(Papagianni, 2003).

Es importante mencionar que las bacterias &acidolacticas son también los
microorganismos mas utilizados como probioticos no solo en el ser humano sino
en mamiferos y muy recientemente en los peces y crustaceos. Los estudios
efectuados con BAL han reportado efectos positivos en el crecimiento,
sobrevivencia y eliminacién de patdégenos de los organismos acuaticos; sin
embargo, la gran diversidad de compuestos inhibidores producidos por las
bacterias acidolacticas, como las bacteriocinas, requieren de rigurosos estudios
sobre el modo de accidon de estos compuestos sobre otros microorganismos en
condiciones ambientales diferentes a las de su origen, ya que en la mayoria de los
casos se han utilizado cepas aisladas del ser humano o de mamiferos y estan

siendo comercializadas para ser utilizadas en acuicultura y, a la fecha, no se
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cuenta con reportes sobre el tipo y efecto de estos compuestos (O’Sullivan et al.

2002).

Tabla 1. Ejemplos de BAL, bacteriocinas que producen y alimentos fermentados
donde se encuentran (Castellano et al. 2008; Saeed et al. 2011).
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Bacteriocina

Nisin Z

Nisin A

Lactocin S

Lacticin 481

Lactococcin

Lacticin 3147

Variacin 8

Mundticin

Piscicocin

Sakacin P
PediocinAcH

Organismo productor

L. lactis N8, NIZ022186
L. lactis NIZORS,
6F3,NCFB894,
ATCC11454
Lb. sake 145
L. lactis CNRZ481,
ADRIA85LO3
Lb. lactis ADRI85L030

Lc. Lactis DPC3147

Micrococcus varians
MCV8

E. mundtii ATO6

Carnobacterium piscicola
JG126
Lb. sake LTH 673
Pediococcus acidilactici
H

Alimentos fermentados

donde se encuentran
Quesos madurados

Quesos madurados

Salchichas curadas

Quesos madurados

Yogurt, Quesos
madurados
Quesos madurados
Productos carnicos

madurados

Quesos madurados y
productos carnicos
madurados
Productos carnicos
madurados
Salchichas curadas
Productos carnicos
madurados, productos

vegetales fermentados



Divercin V41

Bavaricin MN

Enterocin A

Psicicocin V1b

Enterocin P

Curvacin A

Carnobacterocin B2

Sakacin A
Enterocin L50A / L50B

Lactocin 705

Lacticin F (LafX and

LafA)

Lactococin 705 a and 8

Lactocoocin Ga and B

Thermophilin 13 A and
B
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C. divergent V41

Lb. sake MN
E. faecium CTC
492/T136

C. piscicola V1

E. faeciumP13

Lb. curvatus LTH 1174
C. piscicola LV17A

Lb. sake LB 706
E. faecium L50

Lb. casei CRL505

Lb. johnsonii VPI11088

Lc. Lactis LMG2081
Lc. Lactis subsp.
cremoris 9B4

S. Thermophilus SFi13

Productos carnicos
madurados
Salchichas curadas
Quesos madurados,
salchichas curadas
Productos carnicos
madurados
Quesos madurados,
salchichas curadas
Quesos madurados
Productos carnicos
madurados
Salchichas curadas

Quesos madurados,
salchichas curadas
Yogurt, leche
fermentada, bebidas
lacteas

Leche fermentada

Quesos madurados

Quesos madurados

Yogurt



5.1. Clasificaciones

Para obtener una clasificacion, diversos investigadores han buscado agrupar a las
bacteriocinas de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y genéticas. Se han
propuesto hasta cinco principales clases de bacteriocinas provenientes de las
BAL, las cuales se describen a continuacion y que provienen de la recopilacion

presentada por Drider y Rebuffat (2011) y Kemperman et al. (2003).
Clase | (Lantibidticos)

Son péptidos pequefios activos a nivel de membrana y que contienen algunos
aminoacidos poco comunes como lantionina, B-metil-lantionina y dihidroalanina
que se forman debido a diversas modificaciones quimicas que son necesarias
para realizar su funcién denominadas modificaciones postraduccionales. Con poca
estabilidad al calor, son péptidos policiclicos de <5 kDa. La formacion de
aminoacidos no comunes se explica por la deshidratacion de los aminoacidos
serina y treonina, con la posterior adicién de los atomos de azufre de la cisteina a
los dobles enlaces de los deshidroaminoacidos. Un ejemplo bien conocido de

estas bacteriocinas es la nisina.

A su vez, en funcién de su estructura y modo de accién, los lantibiéticos se sub

dividen en 2 grupos:

e Clase I-A: péptidos elongados y catidnicos que actuan a nivel de membrana
y que engloban a los lantibidticos de un sdélo péptido y a aquellos que
requieren la presencia de dos péptidos para ejercer su actividad
antimicrobiana total.

e Clase I|-B: péptidos globulares e hidréfobos que actuan como inhibidores

enzimaticos.

Clase Il (No lantibiéticos)
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Bacteriocinas lineales y no modificadas post-traduccionalmente. Son péptidos
pequefios (<10 kDa) y termoestables, que actuan a nivel de la membrana
plasmatica. El representante mas caracteristico de este grupo es la pediocina PA-
1, la bacteriocina mas estudiada después de la nisina. En este grupo se pueden

identificar tres subclases:

e Clase llI-a: péptidos activos contra Listeria, tienen la secuencia consenso en
la regidon N-terminal TGNGVXC vy sus representantes caracteristicos son la
pediocina PA-1 y la sakacina P.

e Clase ll-b: formadores de complejos para la formacién de poros que
consisten de dos péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para
una mejor actividad antimicrobiana. En este grupo se encuentran la
lactococcina G y las plantaricinas EF y JK.

e Clase ll-c: péptidos pequenos, termoestables, no modificados y que se
transportan mediante péptidoslider. En esta subclase solamente se

reportan las bacteriocinas divergicina A y acidocina B.
Clase llI.

Bacteriocinas de elevado tamano molecular (>30 kDa) y termolabiles. Las
bacteriocinas mas conocidas de esta clase son helveticina, acidofilicina A vy

lactacinas A y B.
Clase IV.

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

Clase V.
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Bacteriocinas de estructura circular y no modificadas post-traduccionalmente. A

esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina A.

Sin embargo, una clasificacion que incluya varios grupos de bacteriocinas puede
complicar un consenso entre las distintas partes para llegar a una clasificacion
coherente y universal, de acuerdo a sus mecanismos de accion y estructuras.
Para fines de esta recopilacién se ha decidido mostrar la clasificacion realizada

por Cotter et al. (2005) y complementada por el mismo grupo en el 2013.

El esquema de clasificacion propuesto divide las bacteriocinas en dos grandes
categorias: los lantibioticos, que contienen lantionina (clase 1) y las bacteriocinas
que no contienen lantionina (clase Il), eliminando de esta manera a las hidrolasas
termolabiles de alto peso molecular (antiguamente formadoras de la clase Il de
bacteriocinas) creando de esta manera una designacién independiente

denominada “bacteriolisinas” (Tabla2).

Tabla 2. Clasificacion de bacteriocinas (tomada y modificada de Cotter et al. 2005;
Cotter et al. 2013).
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Clasificacion

Clase |

Lantibiéticos
(bacteriocinas que

contienen lantionina)

Clase ll
No lantibiéticos
(Bacteriocinas que no

contienen lantionina)

Bacteriolisinas
(Proteinas liticas que no

son bacteriocinas)

Clase | (lantibioticos)

Observaciones

Incluye lantibidticos de
uno y dos péptidos, vy
hasta 11 subclases han

sido propuestas

Clase heterogénea de
péptidos pequenos;
como pediocina
(subclase A),

de dos péptidos
(Subclase B), ciclicas
(Subclase C);
anteriormente
denominadas clase V).

Proteinas grandes,
termolabiles, a menudo
hidrolasas de mureina.

Ejemplos

Lantibidticos de un
péptido: la nisina,
mersacidina, lacticina 481.
Lantibidticos de dos
péptidos: lacticina

3147, citolisina.

Clase ll-a: PA1 pediocina,
leucocin A; clase Il-b:
lactacin F; clase ll-c:
enterocina

AS48, reuterina 6; clase Il-
d: lactococcin A, divergicin
A.

Lisostafina, enterolisina A.

Los lantibiéticos (bacteriocinas que contienen lantionina) son pequenos péptidos

de 19-38 aminoacidos de longitud, que poseen lantionina o residuos de B-metil-

lantionina (Figura 8). Estos residuos inusuales son capaces de formar puentes

covalentes entre los aminoacidos, lo que provoca la aparicion de anillos internos y

le da a este tipo de bacteriocinas la estructura caracteristica.
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Figura 8. Sintesis de lantionina (tomada y modificada de Cotter et al. 2005).

Como se muestra en la figura 8, los residuos de lantionina se forman cuando la
deshidratacion enzimatica de la serina (dehidroalanina, Dha) condensa con el
grupo sulfhidrilo de una cisteina vecina (Cys). Esto forma un puente entre los dos
residuos, creando de este modo un anillo dentro del péptido o lantibibtico
modificado. Cuando se unen la treonina (Thr) y la cisteina (Cys), el residuo que se
forma es B-metillantionina. Los puentes resultantes entre la lantionina y la -
metillantionina se indican en color rosa como Ala-S-Ala (alanina-S-alanina) y Abu-
S-Ala (aminobutirato-S-alanina), respectivamente. Muchos lantibidticos también
contienen serinas deshidratadas (Ser) y treoninas (deshidrobutirinas, Dhb).
Ademas, los lantibidticos pueden contener otros residuos inusuales resultado de la
modificacion postraduccional, incluida la sustitucion de D-alaninas por L-serinas.

Pueden ser divididos, empleando la base de su estructura y modo de accion.

En general, para los lantibi6ticos catidnicos anfifilicos alargados en forma de vallas
como, la nisina (Figura 9) se identifica su actividad a través de la formacion de
poros, que conduce a la disipacion del potencial de membrana y el flujo de salida
de pequenos metabolitos de las células. Por el contrario, los lantibidticos
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globulares (por ejemplo, mersacidina) fueron definidos originalmente como
lantibidticos que actuan a través de la inhibicion enzimatica. Sin embargo,
actualmente se ha establecido que la nisina posee ambos mecanismos de accion
y que otros, como lacticina 3147, la cual es un lantibiético de dos péptidos, debe

su funcion a la actividad cooperativa de dos lantioninas.

Figura 9. Estructura de la Nisina y Lactisina 3147 (tomada y modificada de Cotter et al. 2005).

Los lantibiéticos pueden estar compuestos de un unico péptido (nisina, figura 9-b)
o de dos péptidos que actuan en sinergia (lacticina 3147, figura 9-c). La reaccion
de deshidratacion y la formacion del anillo puede ser catalizada por dos enzimas
(NISB y NISC en el caso de la nisina) o una sola enzima (LcnM en el caso de
lacticina 481).

Algunos lantibidticos solo son activos en el intervalo nM, es decir, su actividad es
de varios ordenes de magnitud mas alta que el mostrado por los péptidos

antimicrobianos encontrados en el sistema inmune innato.

Aunque no se tiene un mecanismo preciso de accién para cada lantibiético, es
evidente que una molécula de acoplamiento o de destino esta involucrada, lo que

se ha establecido como lipido II.
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La union de nisina al lipido Il facilita un doble mecanismo de accidn relacionado
directamente con la sintesis de peptidoglucano y la formacién de un poro. La
nisina parece tener una estructura modular en la que se presentan varios residuos
N-terminales los cuales son sitios altamente conservados y que también estan
presentes en otras bacteriocinas similares a la nisina como, la epidermina vy
streptin, se ha demostrado que estos sitios son esenciales para formar la unién

entre la nisina y el pirofosfato del lipido Il formando una region tipo bisagra.

El sitio terminal y la intervencion de la region bisagra,son esenciales para la
formacion del poro (Figura 10). También se cree que los péptidos individuales de
algunos lantibidticos de dos péptidos presentan modulos de union discreta al
receptor y de formacion de poros. La actividad combinada de estos moddulos

ayuda a explicar la alta actividad de algunos lantibioticos.

Figura 10. Representacion de la clase | de bacteriocinas (Tomada y modificada, de la revision de
Cotter et al.2013).
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Para algunos miembros de la clase | (o lantibiéticos), tales como la nisina, se ha
demostrado que tienen un modo de accion dual. Ellos se pueden unir a los lipidos
II, el transportador principal de subunidades de peptidoglucano desde el
citoplasma a la pared celular, y por lo tanto prevenir la sintesis de la pared celular,
lo que lleva a la muerte celular. Ademas, se pueden utilizar los lipidos || como una
molécula de acoplamiento para iniciar un proceso de insercién en la membrana y
la formacién de poros que conduce a una muerte celular rapida. Un lantibiotico de
dos péptido, tales como lacticina 3147, puede tener estas actividades duales
distribuidas a través de los dos péptidos, mientras que la mersacidina tiene sdlo la

actividad de union al lipido I, pero no forma poros.

Sin embargo, en la revision de Cotter et al. (2013), presenta un complemento a su
clasificacion de bacteriocinas, donde se manejan mas subdivisiones, para el caso
de las bacteriocinas modificadas que forman la clase Il. Recientemente ha sido
propuesta una nomenclatura completa para los RiPPs (por sus siglas en inglés
‘ribosomally synthesized, post-translationally modified peptides”). Dado que los
RiPPs incluyen bacteriocinas modificadas, esta nomenclatura también se ha

adoptado para las bacteriocinas modificadas de la clase | (Tabla 3).
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Tabla 3. Sub-clasificacion de la clase | de bacteriocinas (tomada y modificada de Cotter et al. 2013)

Grupo
MccC7-C51

Lazo péptidos

Péptido que
contienen azolina

Lantibioticos

Linadirinas

Proteusinas

Sactibioticos

Patelamidas como
cianobacticinas

Anaciclamidas como
cianobacticinas

Tiopeptidos

Brotomicinas

Glicocinas

Estructura

Se une covalentemente un acido aspartico aun
carboxilo-terminal

Poseen estructuras tipo lazo

Poseen heterociclos sin ninguna otra modificacion

Poseen puentes de lantionina

Tienen estructuras lineares y contienen aminoacidos
dihidratados

Contienen multiples hidroxilaciones, epimerizaciones
y metilaciones

Contiene ligas sulfuro-a-cabonilos

Péptidos ciclicos que consisten en aminoacidos
proteinogenicos, con enlaces fenilo

Contiene una piridina central, dihidropiridina, o anillos
de piperidina asi como heterocliclos.
Contienen amidinas macrociclicas, un
tiazolcarboxiterminal descarboxilado
y aminodcidos con carbonos-metilados

Contienen S enlazados a glicopeptidos.

Clase Il (bacteriocinas que no contienen lantionina)

Ejemplos
MccC7-C51

Mccj25

MccB17

Nisina, planosporicina,
mersacidina, actagardina,
mutacina 1140

Cipemicina
Politeonamida A

Subtilosina A, Turicina CD

Patelamida A

Anaciclamida A10

Tiostrepton, Nocatiacina I,
GE2270 A, Filipimicina

Brotomicina A2

Sublacin 168

También son péptidos pequenos (<10 kDa) estables al calor, pero a diferencia de

los lantibidticos, no son sujetos a una extensa modificacion post-transduccional.

Actuan mediante la permeabilizacién de la membrana bacteriana, provocando de

esa manera la fuga de moléculas (Figura 11). Se han sugerido varias sub

agrupaciones; sin embargo, para esta clasificaciéon existen dos tipos comunes a

todos los sistemas de clasificacion: la clase II-A como la pediocina y la clase II-b

bacteriocinas de dos péptidos.
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Figura 11. Representacion de la clase Il de bacteriocinas (Tomada y modificada de
Cotter et al. 2013).

En general, los péptidos de clase |l tienen una estructura anfifilica helicoidal, lo
que les permite insertarse en la membrana de la célula objetivo, que conduce a la

despolarizacion y la muerte.

Las bacteriocinas de dos péptidos requieren la actividad combinada de ambos
péptidos con un mecanismo de accion que implica la disipacion del potencial de la
membrana, la fuga de iones o la caida de las concentraciones de ATP intracelular.
Estos péptidos muestran una muy baja actividad cuando se prueban

individualmente.

Las bacteriocinas como la pediocina tienen un espectro estrecho de actividad,
pero muestra una alta actividad especifica contra patdégenos presentes en
alimentos, como Listeria monocytogenes. Estas bacteriocinas tienen estructuras

que van desde 37 aminodacidos, como la leucocina A y mesentericina, hasta 48
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residuos, como la carnobacteriocina B2, y pueden poseer uno o dos puentes

disulfuro.

La conservacion de los péptidos es mas evidente en la region hidrofilica del N-
terminal catidnico, denominada "caja pediocina”, que contiene la secuencia de
amino acidos YGNGVXCXXXXVXV, (en el que X es cualquier aminoacido), y se
cree que es para facilitar la union a la superficie. Por otro lado, los dominios C-
terminales, que se encuentran después de una region bisagra, son menos
conservados y se cree que determinan el espectro antimicrobiano contra Listeria,
se han utilizado como base para la formacion de otras tres subdivisiones. Los
indicios de que estos sitios terminales representan distintos mddulos se han
confirmado por la aparicion de una clase hibrida de bacteriocinas del subgrupo II-
a, que confirmo que la especificidad del objetivo es determinada por el dominio C-

terminal.

La clase II-C (anteriormente clase V) son bacteriocinas agrupadas con base a su
N- y C-terminales que se unen covalentemente, lo que resulta en una estructura
ciclica. Aunque relativamente son pocas las bacteriocinas de la clase II-C que han
sido identificadas, se han propuesto dos subdivisiones designadas subclase c-I
(que comprende la enterocina AS48 y la circularina A que no proviene de las BAL)
y la subclase c-ll (la cual incluye a la gassericina A, reutericina 6 y labutirivibriocina
AR10 producida por Butyrivibrio fibrisolvens AR10 (Kalmokoff et al. 2003), que se
realiza con base al porcentaje de aminoacidos presente en la secuencia de
identidad.

Para las bacteriocinas que ocupan la clase II-D, se combinan las bacteriocinas
lineales que tienen en su estructura uno o varios péptidos. En algunos casos, han

sido subdivididas sobre la base de secuencias lider.

Sin embargo, como se habia mencionado anteriormente, en el articulo de Cotter
(et al. 2013), aparecen modificaciones a las subclasificaciones. Para el caso en

particular del grupo Il aparece una quinta sub clasificacion II-E, en donde se
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incluye a los péptidos sin modificacion ribosdbmica que cuentan con una regién

C-terminal rica en serina, del tipo sideréforo.
Proteinas liticas (bacteriolisinas)

Son proteinas que anteriormente abarcaban la clase Ill de las bacteriocinas, las
cuales son proteinas grandes, termolabiles, con actividad antimicrobiana. Su
mecanismo de accion es distinto al de las bacteriocinas, funcionan a través de la
lisis de las células sensibles, pues inducen la hidrdlisis de la pared celular por
medio de una catalisis (Figura 12). Estas proteinas son también estructuras
modulares y tienen un dominio catalitico en el N-terminal que muestra homologia
con las endopeptidasas, y un extremo C-terminal que probablemente representa

su sitio de reconocimiento.

Figura 12. Modo de accién de las bacteriolisinas provenientes de las BAL (imagen
tomada y modificada de Cotter et al. 2005).
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6. Pared celular

Un componente clave de la envoltura bacteriana es la pared celular conformada
por peptidoglucano (PG). Este es un polimero de azucares-aminoacidos, que
forma una matriz covalente que rodea la membrana citoplasmica y constituye el
componente principal del esqueleto de la pared celular lo suficientemente poroso
para permitir la difusion de los metabolitos a la membrana plasmatica (Blackman
et al. 1998; Tsuyoshi y Thomas 2011). Se construye a partir de matrices de hebras
de polisacaridos conectadas por enlaces cruzados covalentes entre restos
peptidicos adjuntos, que lleva a la formacién de una red continua que rodea la

célula (Figura 13) (Tsuyoshi y Thomas 2011).

Figura 13. Representacion esquematica del peptidoglucano de bacterias Gram-
negativas y Gram-positivas. (M) acido N-acetilmuramico, (G) N-acetilglucosamina.
Los puntos de colores representan la union de los péptidos. Las flechas rojas
indican los sitios de corte de las peptidoglucano hidrolasas: 1) N-
acetilglucosaminidasas, 2) N-acetiimuramidasas y transglicosidasas, 3)
endopeptidasas, y 4) amidasas (Tomado y modificado de Tsuyoshi y Thomas.
2011).
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A su vez, el polisacarido se conforma por unidades alternadas de acido-1,6-
anhidro-N-acetilmuramico (conocido como acido N-acetilmuramico, MurNAc) y B-
1,4-N-acetilglucosamina (conocido como N-acetilglucosamina, GIcNAc) (Figura 14)
(Vollmer et al. 2008).

Figura 14. Hebras largas y fuertes de peptidoglucano que constan de N-
acetilglucosamina y subunidades de acido N-acetiimuramico que se encuentran
unidas por puentes peptidicos cortos y flexibles (Tomado y modificado de

MaliniCova et al. 2010).

El peptidoglucano de la pared celular bacteriana es un elemento clave para la
estructura, la replicacidbn y la supervivencia de las células, el crecimiento
bacteriano esta intimamente ligado a la expansion y la division de la capa de
peptidoglucano. Dado que las lesiones en la matriz pueden conducir a la lisis
celular, estos procesos deben ocurrir sin interrumpir la integridad de la red de

peptidoglucano.
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En las bacterias Gram-positivas, el peptidoglucano forma multiples capas y
presenta un conformacion tridimensional que origina una pared celular muy fuerte
y rigida. Puede tener asociados otro tipo de constituyentes, como acidos teicoicos
y lipoteicoicos y/o polisacaridos (Figura 15). Por el contrario, el peptidoglucano de
la pared celular de las bacterias Gram-negativas constituye una sola capa delgada

y no contiene acidos teicoicos ni lipoteicoicos (MaliniCova et al. 2010).

Figura 15. Estructura esquematica de la envoltura celular en a) Gram-negativas, b)

Gram-positivas (Tomado y modificado de Malini¢ova et al. 2010).
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7. Peptidoglucano hidrolasas

Las enzimas involucradas en la ruptura de los enlaces covalentes que se
presentan en el peptidoglucano son las peptidoglucano hidrolasas (PGH) (Murray
et al. 2006; Tsuyoshi y Thomas, 2011). Las PGH estan involucradas en diferentes
funciones celulares, participan en el desarrollo de la pared celular bacteriana y su
regulacion, como: el crecimiento, division celular, reproduccion, recambio de la
pared, asi como en los diferentes fendmenos de lisis y muerte celular (Lortal et al.
1997; Smith et al. 2000; MaliniCova et al. 2010). Es dificil asignar una funcion
distinta a una PGH por varias razones. En primer lugar, muchas bacterias poseen
un alto niumero de hidrolasas y que parecen tener funciones redundantes (Smith et
al. 2000). En segundo lugar, una hidrolasa puede tener mas de una funcién. Por
ejemplo, E. coli tiene cinco N-acetiimuramil-L-alaninamidasas (mas adelante se
explicara su funcion), seis transglicosilasas unidas a la membrana y tres
endopeptidasas. Todas ellas parecen contribuir (en grado variable) a la escision
del septo durante la division celular para permitir la separacion de las células hijas
(Heidrich et al. 2002). Ademas, estas hidrolasas son responsables de la liberacion
de productos de rotacion de peptidoglucano durante el crecimiento celular (Lortal
et al. 1997). Por otra parte, estas hidrolasas son responsables de inducir autolisis
bajo ciertas condiciones (Vollmer et al. 2008). Cabe sefialar que hay ejemplos de
hidrolasas por cada enlace glucosidico y amida del peptidoglucano, pero no se
encuentran todos los casos en todas las especies. A diferencia de las
bacteriocinas la clasificacion de las PGH no es complicada. Turner (2004) clasifica
a estas enzimas en dos grupos: autolisinas y endolisinas dependiendo de su

procedencia.
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7.1. Clasificaciones

Endolisinas

Son hidrolasas de mureina codificadas por fagos que rompen el peptidoglucano
bacteriano en la fase terminal del ciclo de reproduccién del fago. Su accion es
fuertemente regulada por holinas, en la deteccion de la membrana, y por la
conversion de su estado inactivo a activo. Las endolisinas también se conocen
como lisozimas de fagos, lisinas, enzimas muraliticas o mureoliticas. Se
caracterizan de manera uniforme por tener como objetivo directo los enlaces en la
capa de peptidoglucano de la pared celular bacteriana; el resultado de esta
actividad es la degradacion de la capa rigida de mureina y la liberacién de los

fagos recién ensamblados a modo de lisis (Loessner, 2005).

Una cuestion importante es la regulacion de la lisis mediada por las endolisinas de
las células huésped infectadas, y esto ha sido intensamente estudiado empleando
como prototipos el fago |, y otros fagos de E. coli. La mayoria de los fagos, logran
a tiempo la lisis por el uso correcto de dos proteinas la endolisina y las holinas, las
cuales son pequefas proteinas hidrofobas que son codificadas por el fago y se
insertan en la membrana citoplasmica. Dentro de un tiempo programado
genéticamente, y la activacion de un evento especifico (una concentracioén critica
de la holina y la despolarizacién parcial de la membrana), los monémeros de
holina se ensamblan instantdneamente para formar oligdbmeros y forman lesiones
en las membranas o agujeros por los que las endolisinas pueden pasar. El
resultado es la lisis celular subita (Figura 16). Las holinas también pueden ser
reguladas por inhibidores, que interfieren con el ensamble intermembranal de la
holina. Si esta presente, el inhibidor se transcribe por lo general a partir del mismo
marco de lectura como la holina, pero dispone de un dominio transmembranal

funcionalmente defectuoso (Vukov et al. 2003; Loessner, 2005).
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Figura 16. La estructura de la pared celular, endolisinas (color rojo) y holinas (color
azul). (a) Representacion esquematica de la pared celular bacteriana, y de como
las endolisinas de fagos obtiene el acceso a su sustrato. (b) Representa la

estructura un peptidoglucano (Tomado y modificado de Loessner, 2005).

Las endolisinas mas conocidas carecen de una secuencia de péptido sefal, porlo
cual dependen enteramente de las holinas afines para su llegada al
peptidoglucano. Sin embargo, en diferentes estudios se ha revelado la presencia
de un péptido sefal en un fago de Oenococcus oeni (Sao-Jose et al. 2000) y en el
fago de Lactobacillus plantarum @gie (Kakikawa et al. 2002). La endolisina de
este ultimo fago requiere de la funcidn del sistema de secrecion (denominado Sec)
del hospedero para su exportacion, el cual muestra una estructura modular de al
menos dos dominios distintos (Loessner, 2005), que estan formados por un N-

terminal que es un dominio catalitico (CD) y un C-terminal que es un sitio de union
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a la pared celular (CBD), correspondientes a sus dos funciones basicas: la
hidrolisis enzimatica y reconocimiento de sustrato (Figura 17). En algunos casos,
se ha reportado que las lisinas pueden tener mas de un CD y un CBD, por ejemplo
una lisina del fago plyG de Bacillus, ha demostrado tener un CD y dos dominios de
union separados, un CDB y un dominio de unién de esporas (SBD) (Yang et al.
2014 ).

Figura 17. Estructura esquematica de las endolisinas también conocidas como

lisinas (Tomado y modificado de Yang et al. 2014).

Aunque un CDB es necesario para la mayoria de las endolisinas, la autolisis de
algunas endolisinas para eliminar el CDB puede resultar en una mejor actividad
litica sin pérdida de especificidad. Un buen ejemplo es el CD de lisina Ply187 (N-
terminal de 157 aminoacidos) tiene una actividad de N-acetilmuramil-L-alanina-

amidasa mayor que la lisina completa (Yang et al. 2014).

Generalmente, el CD tiene acceso y corta especificamente los principales enlaces
en el peptidoglucano mediante el reconocimiento especifico de los CDB. Los
sustratos de los CBD son moléculas unicas y conservadas en las paredes de las
células que son esenciales para la viabilidad bacteriana, los cuales son
normalmente polisacaridos neutros que estan restringidos a determinadas

especies o incluso cepas (Yang et al. 2014).
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Estas enzimas son altamente activas contra bacterias susceptibles como Gram-
positivas, pues son capaces de digerir las paredes celulares de las bacterias
incluyendo patogenos Gram-positivos resistentes a multiples farmacos. Por lo
tanto, se han considerado como “enzibiéticos” con aplicaciones importantes en la

medicina y la biotecnologia (Fischetti et al. 2006).

Es importante sefialar que en células Gram-positivas, las endolisinas también
pueden actuar como exolisinas porque el peptidoglucano es, en la mayoria de los
casos, accesible desde el exterior (Figura 18). Este no es el caso para las células
Gram-negativas, en el que la presencia de la membrana externa impide
eficazmente el acceso de las enzimas liticas hidrofilicas. Sin embargo, cuando la
capa de lipopolisacarido se interrumpe (por el acido etilendiaminotetraacético,
detergentes, etc) las células inmediatamente se vuelven sensibles a las hidrolasas

externas (Yang et al. 2014).
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Figura 18. Evidencia macroscépica de la actividad de las endolisinas (a) Accion
del fago A511 sobre L. monocytogenes en una capa de agar suave. Son
claramente visibles las zonas de lisis causadas por la liberacién del fago A511,
donde aparentemente se extiende desde el centro de la placa e hidroliza las
células desde afuera. En (b), colonias de E. coli que producen el fago A511 se
trataron con cloroformo, para liberar el fago, posteriormente se cubrieron con
células de L.monocytogenes en agar suave. Se puede observar como el fago se
extiende desde las células de E. coli e hidroliza las células de L. monocytogenes,
lo que provoca grandes zonas de lisis alrededor de las colonias de E. coli.
Claramente, las endolisinas pueden actuar como exolisinas cuando el sustrato de
la pared celular es accesible, como en la mayoria de las bacterias Gram-positivas

(Tomado y modificado de Loessner, 2005).
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Peptidasas

Estas enzimas rompen enlaces amida entre aminoacidos en el peptidoglucano o
sus fragmentos solubles (Shockman y Holtje, 1994; Hdltje, 1995). Dependiendo de
su especificidad, las peptidasas se pueden subclasificar como: exopeptidasas y
endopeptidasas (Tabla 4) (Rao et al. 1996).

Exopeptidasas
Aminopeptidasas

Catalizan la liberacion de un aminoacido en el grupo amino terminal de una
proteina o péptido. Las aminopeptidasas se producen en una amplia variedad de
especies microbianas, incluyendo bacterias y hongos. Debido a que los sutratos
que emplean son distintos podemos hacer una diferenciacion entre ellas, por
ejemplo la aminopeptidasa de E. coli que es una proteas de 400 kDa, tiene un pH
optimo entre 7.5 a 10.5 y requiere Mg?*o Mn?*para la actividad. La aminopeptidasa
de Bacillus licheniformis tiene un peso molecular de 34 kDa y contiene Zn? en su
sitio activo, asi mismo se potencializa la actividad por el ion Co?* (Rao et al. 1996).
Mas del 90% de las aminopeptidasas se encuentran en fracciones solubles
repartidas entre el citoplasma, pared celular de Gram-positivas, debido a que se
encuentran involucradas en el metabolismo de péptidos exogenos, en el
movimiento de proteinas intracelulares y en la eliminacion de proteinas anormales
(Vendramin, 2013)

Carboxipeptidasas

Catalizan la liberacién de un aminoacido en el grupo carboxilo terminal de una
proteina o péptido. Dependiendo de su sitio catalitico se dividen en serin
carboxipeptidasas, metalocarboxipeptidasas y cisteina carboxipeptidasas. Algunas
carboxipeptidasas son similares en cuanto a las especificaciones de su sustrato
como lo es el caso de las metalocarboxipeptidasas de Penicillium spp.
Saccharomyces spp. y Aspergillus spp. pero se diferencian en otras propiedades
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como el pH, estabilidad, peso molecular y el efecto de los inhibidores (Rao et al,

1996).

Tabla 4. Clasificacion de Peptidasas.Los circulos abiertos representan los residuos

de aminoacidos en la cadena del polipeptido. Los circulos negros indican el

aminoacido terminal. Las flechas indican los sitios de accién de la enzima
(Tomado y modificado de Rao et al. 1996).

Clasificacion de Proteasas

Proteasa

Modo de accion Clase de Enzima no.

Exopeptidasas

Amino peptidasas l-0-0-0-0--- 3.4.11
Dipeptidil peptidasa e-el.0-0-0--- 3.4.14
Tripeptidil peptidasa o-o-el-0-0--- 3.4.14

Carboxipepetidasa -=-0-0-0-0-01-¢ 3.4.16-3.4.18

Serina proteasa 3.4.16
Metaloproteasa 3.4.17

Cisteina proteasa 3.4.18

Peptidil dipeptidasa -=-0-0-0-0!-e-e 3.4.15

Dipeptidasas ol-e 3.4.13
Omega peptidasas -0l-0-0--- 3.4.19
---0-0-0l-e-x 3.4.19

Endopeptidasas ----0-0-0}-0-0-0--- 3.4.21-3.4.34

Proteasa aspartica 3.4.23

Endopeptidasas de
mecanismo catalitico 3.4.99

desconocido
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Endopeptidasas

Son enzimas que actuan en la region intermedia de la cadena polipeptidica, a su
vez el corte se puede dar de diferentes maneras por ejemplo las DD-peptidasas
actuan entre dos D-aminoacidos, mientras que las LD- o DL-peptidasas rompen el
enlace entre un L- y un D-aminoacido (Figura 21) (Shockman y Holtje, 1995; Smith
et al. 2000).Las DD-endopeptidasas hidrolizan los puentes cruzados D-Ala-meso-
A2pm, que habian sido formados por la DD-transpeptidacion en el peptidoglucano
recién formado (Sauvage et al. 2008). El grupo amonio-carboxilato de la cadena
lateral en el acido diaminopimélico esta en la configuracion D- y es
estructuralmente equivalente a la de D-alanina que sale en las reacciones de DD-
trans o carboxipeptidacion. Por lo tanto, la actividad de las DD-endopeptidasas
puede ser considerada como la faceta inversa de las actividades de la DD-trans o
carboxipeptidasa. De hecho, muchas DD-endopeptidasas pertenecen a las PBP’s
(por sus siglas en ingles penicillin-binding proteins) de bajo peso molecular que
comparten los rasgos tipicos de secuencia de las PBP’s y son inhibidas por las -
lactamasas, las cuales son estructuralmente analogas a la secuencia terminal D-
Ala-D-Ala en el pentapéptido donador, para una reaccion de transpeptidacion de

peptidoglucano (Goffin y Ghuysen, 1998; Sauvage et al. 2008).
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Figura 21. Endopeptidasas (DD-EPase, LD-EPase, DL-EPase) cortan los enlaces
amida en los péptidos. Los sitios de corte para LD y DL-endopeptidasas estan
indicados en el dimero del péptido (en los enlaces cruzados), sin embargo estas
enzimas también cuentan con sitios de corte en los péptidos monoméricos

(Tomado y modificado de Vollmer et al. 2008).

Dos tipos de PBP se han identificado como endopeptidasas. La primera es una
enzima multi-modular descrita como PBP tipo-4 (Figura 22) (Sauvage et al. 2008).
La segunda es una enzima mono-modular desprovista de un dominio C-terminal,
pero con una hélice anfipatica que ancla la proteina a la membrana citoplasmatica.

Estas enzimas pertenecen a las PBP’s del tipo-7 (Sauvage et al. 2008).
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Figura 22. DD-Endopeptidasa PBP4 de E. coli. Este grupo de endopeptidasas
comparten la misma estructura general, que se compone de tres dominios, uno de
los cuales (dominio |) posee la estructura tipica y el sitio activo de las PBP

(Tomado y modificado de Vollmer et al. 2008).

Las PBP4 estan vagamente asociadas con la membrana citoplasmatica. Una
superficie cargada positivamente aparece en el dominio Il de la DD-peptidasa de
Actinomadura R39 y en la PBP4a de B. subitilis, pero no en la PBP4 de E. coli. Se
ha sugerido que esta superficie positiva podria interactuar con el acido teicoico

presente en Bacillus y Actinomycetos (Sauvage et al. 2007).

La PBP7 (Figura 23) es la segunda DD-endopeptidasa sensible a la penicilina en
E. coli y se codifica por el gen pbpG. La PBP7 carece de actividad DD-
carboxipeptidasa y esta asociada a la membrana. Hidroliza el puente cruzado D-

Ala-meso-A2pm. En estudios in vitro, la PBP7 asi como su producto de
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degradacion proteolitica PBP8 estabilizan y estimulan la actividad de otra
hidrolasa de peptidoglucano, la transglicosilasa litica soluble SIt70, por interaccién
directa proteina-proteina (Romeis y Holtje, 1994). La PBP7 carece de la hélice N-
terminal y expone en la parte superior del sitio activo una protuberancia B-
horquilla, que, en otro tipo de PBP7, se ha planteado la hipdtesis de que sirve para

anclar la proteina a la membrana plasmatica (Vollmer et al. 2008).

Figura 23. DD-endopeptidasa PBP7 de Mycobacterium tuberculosis, PDB cédigo
2BCF. El residuo catalitico de la serina, del dominio DD-peptidasa de unién a la
penicilina, se muestra como una esfera verde (Tomado y modificado de Vollmer et
al. 2008).

También hay DD-endopeptidasas sin relacion con las PBP, que no son inhibidas
por los B-lactamicos. Las endopeptidasas insensibles a la penicilina denominadas
MepA (Figura 24) de E. coli hidrolizan tanto el DD-(meso-A2pm-D-Ala) como el
LD-(meso-A2pm-meso-A2pm) que son péptidos de enlaces cruzados (Keck et al.
1990; Engel et al. 1992). La enzima MepA es métalo dependiente, contiene la
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triada His(113)-Asp(120)-His (211) que se une a Zn?*, esencial para su actividad.
Las MepA comparten la forma de su sitio activo con un gran grupo de metalo-
peptidasas incluyendo, a las endopeptidasas LytM (Odintsov et al. 2004),
lisostafina y ALE-1 (Lu et al. 2006), las cuales cortan el puente interpeptidico de la
pentaglicina en el peptidoglucano de Staphylococcus aureus (Bochtler et al. 2004).

Figura 24. LD-endopeptidasa MepA (E. coli), PDB cddigo 1U10, con el ion
catalitico de zinc representado como una esfera azul y sus tres ligandos (His113-
Asp120-His211) con los dos residuos His206 y His209 representados como tubos

(Tomado y modificado de Vollmer et al. 2008).

Varias LD-endopeptidasas se han identificado en B. subtilis, dos de los cuales,
CwlIK y LytH, hidrolizan el enlace entre L-Ala (posicion 1) y D-Glu (posicion 2) en el
peptidoglucano (Figura 21) (Fukushima et al. 2007). La secuencia de aminoacidos
de CwlK es similar a la de la AepA (Ply500) endopeptidasa del fagoA500 de L.
monocytogenes (Loessner et al. 1995) y a la carboxipeptidasa enterococcal VanY,
que se requiere para la expresion de resistencia a la vancomicina. Cabe sefalar

que CwlK no esta relacionada con la segunda LD-endopeptidasa de B. subtilis,
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LytH, que presumiblemente corta el mismo enlace peptidico (entre L-Ala y D-Glu),
y que es responsable de la alta concentracion de residuos MurNAc que llevan un
solo L-Ala en el peptidoglucano de las esporas de esta especie (Horsburgh et al.
2003).

Bacillus subtilis también tiene varias DL-endopeptidasas que cortan el enlace entre
D-Glu (posicién 2) y meso-Azpm (posicion 3) (Fukushima et al. 2006). También
tiene un dominio hipotético (YqgT) de la familia | de las DL-endopeptidasas (Smith
et al. 2000) que son enzimas dependientes de Zn?* con similitud de secuencia con
las endopeptidasas | de B. sphaericus. Esta enzima tiene ambas actividades como
DL-endopeptidasa, asi también como de DL-carboxipeptidasa y corta el enlace
peptidico entre D-Glu y m-Azpm en tripéptidos (L-Ala-D-Glu(y)-meso-Azpm)-DL
carboxipeptidasa o tetrapéptidos (L-Ala- D-Glu (g)-meso-A2pm-D-Ala) con o sin el
resto adjunto GIcNAc-MurNAc (en L-Ala) (Smith et al. 2000).

Por otra parte, las LD-carboxipeptidasas (Figura 26) cortan los enlaces entre el m-
Az2pm (posicion 3) y D-Ala (posicion 4) en un tetrapéptido para eliminar el residuo
terminal D-Ala (Figura 25). Cabe senalar que, aunque tal actividad se ha detectado
en muchas especies de bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, s6lo hay unas

pocas enzimas que se sabe tienen esta especificidad.
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Figura 25. Carboxipeptidasas (DD-CPase, LD-CPase, DL-CPase) hidrolizan los
enlaces peptidicos para remover D- o L-aminoacidos de la posicion C-terminal

(Tomado y modificado de Vollmer et al. 2008).

La LdcA proveniente de E. coli también es una LD-carboxipeptidasa
citoplasmatica, involucrada en el reciclaje de peptidoglucano y es esencial para el
inicio de la fase estacionaria de crecimiento. Los sustratos de LdcA, son
tetrapéptidos libres (L-Ala-D-Glu (y)-meso-Azpm-D-Ala), o tetrapéptidos vinculados
a Mur-NAc, GIcNAc-MurNAc, GIcNAc-1,6-anhidroMurNAc o UDP-MurNAc (Vollmer
et al. 2008).

Actualmente se ha logrado obtener la estructura cristalina de la LD-
carboxipeptidasa de Pseudomonas aeruginosa, donde se puede observar que la
enzima tiene una arquitectura de dos dominios con una triada catalitica

conservada compuesta por Ser-His-Glu (Figura 26) (Korza y Bochtler, 2005).
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Figura 26. LD-carboxipeptidasa. Cada diez residuos se sefalizan por un pequeno
circulo, los residuos 50, 100, 150, 200, y 250 son representados por circulos
grandes. Los dominios N-terminales se encuentran de color negro, y los C-
terminales estan en gris. Las lineas punteadas representan los enlaces entre los
dominios N- y C-terminales. Las cadenas laterales de los residuos Ser115,
Glu217, y His285 se muestran en una forma que asemeja a un atomo (Tomado y
modificado de Korza y Bochtler, 2005).

Por lo general, las DD-carboxipeptidasas pertenecen a las PBP del tipo-5 (figura
27) y son las mas abundantes de bajo peso molecular. Son enzimas bi-modulares
con un dominio de unién a penicilina de topologia clasica y una hebra 3-helicoidal
en el dominio C-terminal esencial para el funcionamiento correcto de PBP5. Este
dominio terminal se caracteriza por una hélice anfipatica en su extremo, que es
responsable del anclaje de la enzima a la membrana citoplasmatica. La

sobreproduccién de PBPS conduce a la lisis celular (Nelson y Young, 2001).
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Figura 27. Estructura esquematica y orientacién de PBP 5 en el periplasma de E.
coli. La representacion esquematica de PBP 5, es en forma de L invertida de color
negro. El sitio activo DD-carboxipeptidasa se representa como una hendidura en la
porcion a-helicoidal predominante en la cabeza de la molécula. El tallo B-helicoidal
esta conectado a la cabeza para formar un angulo derecho desigual, y toda la
proteina esta atada a la cara exterior de la membrana interna por una hélice
anfipatica-carboxi-terminal (linea curva). Las cadenas laterales del péptido unido a
los residuos del acido N-acetilmuramico se ilustran mediante lineas cortas que se
extienden encima, por debajo o en el plano de la pared celular. EI movimiento de
PBP 5 se indica por medio de la flecha negra, y se observa que la proteina
remueve los residuos terminales D-alanina (D-Ala) de las cadenas laterales del

péptido que se extienden hacia la membrana interna (Nelson y Young, 2001).
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N-acetil-B-D-muramidasas

Las N-acetil-B-D-muramidasas, denominadas también N-acetiimuramidasas, son
enzimas que rompen el enlace B1, 4-glucosidico, entre los residuos MurNAc y
GIcNAc en el peptidoglucano, este enlace puede ser cortado de dos formas
distintas, una de ellas por la accion de lisozimas y la otra por la accion de las

transglicosilasas liticas, las cuales se describen a continuacion.
Lisozimas

Las lisozimas son producidas en fagos, bacterias, hongos, vertebrados e
invertebrados. Hidrolizan el enlace glicosidico, lo que resulta en un producto con

un residuo terminal de la reducciéon de MurNAc (Figura 28) (Vollmer et al. 2008).
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Figura 28.Ruptura del enlace glucosidico, por accion de una lisozima (Vollmer et
al. 2008).

Aunque todos ellos cortan el enlace 31, 4-glucosidico, algunas de estas enzimas
hidrolizan la quitina [B1,4(GIcNAc)-polimero] o el quitosano (quitina parcialmente

desacetilada), o son transglicosilasas liticas.

Dentro de las lizosimas existen cuatro clases que contienen dominios con probada
actividad hidrolitica contra peptidoglucano. Los prototipos de estas cuatro clases

son la lisozima del huevo de la gallina o HEWL (por sus siglas en ingles), la
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lisozima de clara de huevo de ganso (GEWL), lisozima del bacteriéfago T4 (T4L) y
la lisozima Chalaropsis. Posiblemente HEWL, GEWL y el fago T4L son el
resultado de la evolucién divergente de un ancestro comun, pues a pesar de que
no comparten una identidad en su secuencia estadisticamente significativa, sus
estructuras tridimensionales muestran algunas similitudes intrigantes, aunque
distantes. Su sitio activo se encuentra en una grieta entre dos dominios, que estan
conectados por una cadena larga de a-hélice. Se ha propuesto que un residuo de
acido glutamico es esencial para la catalisis del acido en general, que se
encuentra localizado en el extremo C-terminal de una a-hélice en la mitad del N-

terminal de cada una de las proteinas (Vollmer et al. 2008).

En comparacion con otras hidrolasas de peptidoglucano, hay relativamente pocas
lisozimas bacterianas bien caracterizadas con una especificidad comprobada
experimentalmente. Dos lisozimas autoliticas se han identificado en Enterococcus
hirae ATCC9790 (Vollmer et al. 2008). Una de ellas, denominada SF muramidasa,
que ha demostrado ser una exoenzima que degrada progresivamente hebras de
glicanos de su extremo GIcNAc. En contraste, pesticina es una endo N-

acetilmuramidasa especifica como HEWL (Vollmer et al. 1997).

La pesticina esta codificada por el gen pst, el cual se encuentra en conjunto con su
gen de inmunidad pim en un pequefio plasmido de virulencia de Yersinia pestis
pPCP1. Para el caso de la lisozima bacteriana, cellosyl, que es producida por
Streptomyces coelicolor y pertenece a la clase de lisozimas Chalaropsis. A
diferencia de HEWL y T4L, cellosyl exhibe una actividad de [(1,4-N-6-O-
diacetilmuramidasa y es capaz de degradar el peptidoglucano o-acetilado presente

en S. aureus y otros patégenos (Vollmer, 2007).

La autolisina bacteriana LytC de S. pneumoniae es otra N-acetiimuramidasa que
pertenece a la clase de lisozimas Chalaropsis. Al igual que otras hidrolasas de

peptidoglicano neumocadcicas, LytC contiene un médulo de unidén a colina medio
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por el cual lleva a cabo su fijaciéon al acido teicoico de la pared celular, que es

esencial para su actividad (Monterroso et al. 2005).
Transglicosilasas liticas

Las transglicosilasas liticas cortan el enlace glicosidico, 1,4 entre el MurNAc y
GIcNAc (figura 29) con una formacion posterior de un anillo 1,6-anhidro en el
residuo de MurNAc (Holtje et al. 1975).

% CHOH (o
H

GlcNAc MurNAc GleNAc

E S

Figura 29. Ruptura del enlace glicosidico, por accidn de una transglicosilasa litica
(Vollmer et al. 2008).

La reaccién de transglicosilacion intermolecular propuesta, implica un unico
residuo acido catalitico, a menudo glutamato, que dona su protén para el oxigeno
glicosidico entre MurNAc y GIcNAc (Thunnissen et al. 1994). Cortan el enlace
glicosidico con una reaccion de transglicosilacion intermolecular, lo que resulta en
la formacion del anillo de 1,6-anhidro en el residuo de MurNAc del producto
(Figura 30) (Vollmer et al. 2008).
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Figura 30. Esquema de la ruptura del enlace entre MurNAc y GIcNAc con la
formacion del anillo 1,6-anhidro en el MurNAc por medio de una reaccion
intermolecular del péptido R unido al residuo lactil del MurNAc (Vollmer et al.
2008).

El oxocarbonio resultante presumiblemente se estabiliza por el grupo N-acetamido
en la posicion 2 de MurNAc bajo formacién de un anillo intermedio de oxazolina.
La desprotonaciéon catalitica del grupo hidroxilo en el C-6 del MurNAc por el
glutamato, permite el ataque nucleofilico en C1 para formar el anillo de 1,6-
anhidro. Este mecanismo concuerda con la inhibicion observada de Ia
transglicosilasa litica unida a la membrana MItB de P. aeruginosa (Scheurwater et
al. 2007).

Muchos dominios cataliticos de transglicosilasas liticas, por ejemplo la de la
transglicosilasa litica soluble SIt70 (Figura 31) de E. coli poseen un pliegue similar
a GEWL, que también tiene un residuo de glutamato acido en el sitio activo
(Thunnissen et al. 1995).
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Figura 31. Transglicosilasa litica soluble SIt70 (E. coli), codigo PBD 1QTE; del lado
izquierdo, se observa el gran agujero central de la rosquilla, con un 1,6-
anhidromuropeptido y el Glu478 catalitico (en verde) representado como esferas;
del lado derecho, se observa un acercamiento de la vista de la hendidura
catalitica, con 1,6-anhidromuropeptido y la Glu478 catalitica representada en

forma de tubos (Tomado y modificado de Vollmer et al. 2008).

Sin embargo, hay diferencias estructurales importantes entre GEWL vy las
transglicosilasas liticas. El entorno del residuo catalitico del glutamato es mucho
mas hidréfobo en las transglicosilasas liticas, que también carecen del segundo
residuo catalitico (un aspartato) presente en lisozimas, estas diferencias explican
los otros mecanismos de reaccion (hidrdlisis vs formacion del anillo intramolecular)
de los dos tipos de enzimas. Ademas de que también difieren, en las
especificidades de sustrato, las lisozimas son endo-N-acetiimuramidasas mientras
que la mayoria de las transglicosilasas liticas caracterizadas muestran una
actividad exo-litica de liberacion del 1,6-anhidroMurNAc que contiene unidades
peptidicas de disacarido de uno de los extremos finales de la cadena de glicano.
Esto es consistente con las estructuras de cristal que muestra las diferencias en

los arreglos de union del sustrato. Considerando que las lisozimas acomodan un
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hexasacarido en el sitio de unién al sustrato, diferentes transglicosilasas liticas
tienen sitios que van de tres a seis residuos de N-acetilamino (Thunnissen et al.
1995). Ademas, las N-acetiimuramidasas difieren en sus especificidades de
sustrato con respecto al requisito de sustitucion de péptidos para la actividad. Por
ejemplo, SIt70 y las lisozimas del bacteriéfago T4 sélo cortan el peptidoglucano
que contienen los péptidos unidos a las cadenas de glicano, y son inactivos contra
hebras de glicano no sustituidas (que carecen de los péptidos). Por otro lado, la
transglicosilasa litica unida a la membrana MItA (Figura 32) proveniente de E. coli
y HEWL puede cortar indistintamente los enlaces de péptidos sustituidos y
cadenas de glicano no sustituidas. Estas diferencias en cuanto al requisito de
sustrato, indican la presencia de sitios de unidén a péptidos en algunos pero no

todas las N-acetilmuramidasas (Vollmer et al. 2008).

Figura 32. Transglicosilasa litica MItA (E. coli), cédigo PBD 2PI8; del lado
izquierdo, se observa el enlace de la quitohexaosa de MItA-D308A mutante con la
quitohexaosa que se muestra en forma de esferas y la Asp308Ala catalitica como
una esfera verde; del lado derecho, se muestra la vista ampliada de la hendidura
catalitica, con el hexosacarido y la Asp308Ala catalitica representada como tubos

(Tomado y modificado de Vollmer et al. 2008).
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N-acetil-3—D-glucosaminidasas

Las endo-N-acetil-B-D-glucosaminidasas, también llamadas N-
acetilglucosaminidasas, hidrolizan el enlace glicosidico entre los residuos de N-
acetil-B-D-glucosamina y monosacaridos adyacentes en diferentes sustratos de
oligosacaridos incluyendo el peptidoglucano, la quitina y los N-glicanos
(Karamanos, 1997). La mayoria de estas enzimas tienen un dominio catalitico que
pertenece a la familia de proteinas (Pfam) 01832. Las N-acetilglucosaminidasas a

menudo tienen uno o varios CBD por ejemplo, el dominio LysM.

Lactococcus lactis tiene tres N-acetilglucosaminidasas conocidas (AcmA, AcmB y
AcmC) y una hipotética (AcmD), dos de los cuales (AcmA y AcmD) tienen tres
dominios de peptidoglucano vinculante LysM (Huard et al. 2003, 2004; Steen et al.
2005). Curiosamente, la presencia de tres dominios LysM ha demostrado ser el
numero optimo para la actividad de AcmA porque las proteinas variantes con
menos 0 mas dominios LysM, eran menos activas. De manera similar, la N-
acetilglucosaminidasa AtlA de Enterococcus faecalis tiene seis dominios LysM
necesarios para su actividad enzimatica optima (Eckert et al. 2006), mientras que
LytB de S. pneumoniae tiene 18 repeticiones imperfectas que sirven de unioén a los
residuos de fosfocolina del acido teicoico. Otras N-acetilglucosaminidasas
identificadas y caracterizados son AtlA de S. aureus (una enzima bifuncional que
también contiene un dominioN-acetilglucosaminidasa), Acd de Clostridium difficile
y LytD y LytG de B. subtilis (Vollmer et al. 2008).

En contraste con las endo-N-acetilglucosaminidasas mencionadas anteriormente,
que hidrolizan los enlaces glucosidicos en el peptidoglucano de alto peso
molecular, la N-acetilglucosaminidasa citoplasmica NagZ de E. coli, utiliza como
sustrato el disacarido, GIcNAc-1,6-anhidroMurNAc, que es un intermedio

intracelular de la via del reciclaje de peptidoglucano (Vétsch y Templin, 2000).
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8. Tecnologias para su produccion

Una parte muy importante respecto al uso de las bacteriocinas y PGH como
alternativa a conservadores en alimentos fermentados radica en la forma en que

se llevara a cabo su obtencion.

Actualmente la produccion se encuentra limitada a laboratorios de investigacion y
desarrollo debido al alto costo y bajos rendimientos de produccion (Parente y
Ricciardi, 1999) lo que lo convierte en un proceso poco rentable para las industria.
Los factores relacionados directamente a esta produccion son los sistemas de

expresion (bacterias a emplear) y los sistemas de recuperacion.

Por ejemplo, para producir AmiB a partir de una cepa de E. coli BL21 (DE3), es
necesario inocularlo en un medio rico que contenga sulfato de kanamicina e
incubarlo a 37°C, una vez alcanzada la fase de crecimiento exponencial se debe
inducir la produccion de la AmiB empleando IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) como inductor de la enzima en estudio. Posterior a 3 h de
incubacion (tiempo en el que se incrementa la concentracién de la proteina de
interés), se deben recolectar las células por medio de centrifugacién. Hasta esta
parte termina el sistema de expresién y comienza el sistema de recuperacion
(Scheurwater et al. 2007).

Para extraer la AmiB es necesario hacer lavados y resuspender las células en
amortiguador de fosfato de sodio a pH 8.0, junto con un coctel de inhibidores de
RNasa | y DNasa | y llevar a una incubaciéon en hielo antes de ser sometidas a
sonicacion. Una vez lisadas las células se deben de centrifugar, la fraccion soluble
debe ser colectada e incubada nuevamente con una solucion especial de Ni* en

agitacion suave a 4°C (Scheurwater et al. 2007).

Como se puede observar en el ejemplo anterior el proceso de produccion y
purificacion requiere de varios subprocesos y cuidados como: la temperatura,
equipos y reactivos empleados ademas que solo aplica para una sola N-

acetilmuramil-L-alanina-amidasa producida en laboratorio y por ultimo pero no
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menos importante, surge el cuestionamiento ;De donde proviene la AmiB?
Cualquier autoridad centraria su preocupacion al saber que la produccién
especificamente proviene de una E. coli, sin embargo no deberia ser impedimento
para llevar a cabo la produccion industrial a gran escala, ya que solo es necesario
invertir en desarrollo tecnologico que garantice que en ningun momento se pone

en peligro la produccion del producto (Gestion del riesgo).

Se debe realizar un escalamiento a planta piloto, generar procedimientos
normalizados que controlen su produccion (SOP’S), realizar una gestion de riesgo
para verificar los puntos criticos de control (de vital importancia si se desea utilizar
una cepa de E. coli) (EUA FDA, ICHQ9 2006) y de esta manera mitigar el riesgo
inherente al proceso, capacitar y calificar al personal involucrado en el proceso,
llevar a cabo una validacion de las metodologias analiticas que se empleen para
su identificacion y cuantificacion como puede ser el uso de HPLC (high pressure
liquid chromatography) y por ultimo solicitar los registros pertinentes a las
agencias regulatorias de cada uno de los paises donde se pretenda comercializar
(EUA FDA, CFR 21 parte 110 2016).

9. Adyuvantes

Al hablar de PGH y bacteriocinas, técnicamente estamos hablando de productos
de bacterias que ya existen en los alimentos. Por ejemplo, los cultivos iniciadores
que son agregados intencionalmente para contribuir con la vida de anaquel o

mejorar los atributos organolépticos entre otros (Leroy et al. 2004).

La parte fundamental al retomar el tema de los adyuvantes recae en la
presentacion en la que se adicionaran a las matrices de alimentos y que

desencadenan las siguientes preguntas:

¢ En qué momento se deben adicionar?
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- ¢, Se deben mezclar con el cultivo iniciador?, ;La presentacién debe ser en polvo
o liquido? Para tratar de responder estas preguntas, se plantean diversas técnicas

fisicas que podrian ayudar a la aplicacion de los metabolitos de interés.
Secado por aspersion.

El proceso de secado por aspersion implica la inyeccion del medio por un sistema
que permite la pulverizacion a alta velocidad a temperaturas de hasta 200°C, que
conduce a la formacién de granulos. En consecuencia, este procedimiento da
lugar a la exposicion del medio de secado a altas temperaturas durante un corto
tiempo, lo que puede ser perjudicial para la integridad de las células bacterianas
vivas y de sus productos proteicos. Durante el secado por pulverizacién, las
células bacterianas se encuentran con estrés térmico, deshidratacion, exposicion

al oxigeno y el estrés osmotico (Meng et al. 2008).

Varios estudios han informado sobre el rendimiento de una variedad de probidticos
durante el secado por aspersidon y, en general, la tasa de supervivencia de los
cultivos probidticos depende de factores tales como la cepa probidtica utilizada,
sin embargo cuando se habla del material proteinico, como bacteriocinas o PGH,
hay que hacer varias consideraciones como la susceptibilidad ante las
temperaturas altas, aun cuando es un tiempo minimo de contacto con el aire
caliente se debe medir la actividad de estas después del proceso de secado
(Meng et al. 2008).

Liofilizacion.

La liofilizacion es un proceso que se ha empleado durante afios en alimentos y
especialmente en probidticos. Se basa en una rapida sublimacion del agua
presente en la matriz y ocurre basicamente en tres fases, un congelamiento por lo
general a temperaturas por debajo de los -190°C, un secado primario y uno
secundario bajo una alta presion (Meng et al. 2008). Como las condiciones de
procesamiento asociadas con la liofilizacion son mas leves que el secado por
aspersion, se obtienen tasas de supervivencia probidticas superiores en polvos
liofilizados (Meng et al. 2008).
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Se ha demostrado que alrededor del 60-70% de las células que sobrevivieron a la
etapa de congelacion pueden vivir a través de la etapa de deshidratacion. Durante
la congelacion, la formacion de hielo extracelular provoca un aumento de la
osmolalidad extracelular, por lo que tan pronto como el hielo se forma fuera de la

célula en solucion, la célula comienza a deshidratar (Meng et al. 2008).

También se ha observado que la eliminacidon del agua unida de las células
bacterianas durante el secado conduce al dafio de las proteinas superficiales, la
pared celular y la membrana celular. El agua unida juega un papel importante en
la estabilizacion de la integridad estructural y funcional de las macromoléculas
bioldgicas a través de diferentes tipos de union débil, incluyendo los presentes en
la pared celular y la membrana celular (Meng et al. 2008). Por lo tanto, para poder
emplear este método es necesario llevar a cabo estudios especificos de cada uno
de los distintos productos proteinicos que estamos evaluando emplear y buscar de
esta manera una mejor alternativa que nos permita tener el mejor rendimiento.
Ambos métodos revisados anteriormente requieren de un estudio tecnolégico
arduo durante el proceso de escalamiento de laboratorio a planta para llevarse a

cabo.

Una alternativa que es ampliamente usada de una manera comun es el uso de
distintas soluciones amortiguadoras. Es decir, se pueden tener proteinas
perfectamente estables y conservando su actividad y solo se requiere evaluar la
solucion amortiguadora que se desea emplear y muy importante mantener la

temperatura baja (4°C aproximadamente) (Scheurwater et al. 2007).

10. Normatividad

Como sabemos las bacteriocinas y PGH no se encuentran como un producto de
uso comun en el mercado, pues aunque ya existen distintas investigaciones en
cuanto a su uso y obtencion no se producen todavia en forma econémicamente
viable. Sin embargo, las bases para su aprobacion por parte de las distintas
agencias regulatorias alrededor del mundo ya han sido sentadas.
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La nisina es una bacteriocina que se puede adquirir en el mercado a través de
varias empresas como FERBERA®, BRENNTAG®, Sigma-Aldrich® entre otros.
Para fines de este trabajo nos enfocaremos en el producto de la empresa Sigma-
Aldrich®, el cual se oferta como: “Nisin from Lactococcus lactis” a la cual podemos
acceder a la hoja de seguridad donde viene listado la descripcion del mismo,

numero de CAS (1414-45-5) y los test que sirven para su identificacion.

Esta informacién indica que el producto ya cuenta con los permisos necesarios
para ser vendido, pero si esto es cierto ¢De qué tipo de producto estamos
hablando? Bueno, para poder dar una solucion a esta pregunta recurrimos a la
pagina oficial de la FAO, nos dirigimos a la base de datos de las especificaciones
mas recientes para aditivos alimentarios realizadas por el Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) el cual como se menciona en la pagina de
internet “es un comité cientifico internacional de expertos administrado
conjuntamente por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Ha venido
reuniéndose desde 1956, inicialmente para evaluar la inocuidad de los aditivos
alimentarios”. Esto quiere decir que normativamente la Nisina es identificada como
un aditivo alimentario y por ende debe de regirse con la legislacion vigente de

cada pais para el uso de aditivos en alimentos.

En la monografia numero 14 del afo 2013 para la Nisina que parece en la FAO

aparece la siguiente informacion:

¢ Definicion: donde se expone el tipo de proceso de obtencion de la Nisina.
De que microorganismo proviene. Proceso de extraccion, purificacion,
formula quimica, formula estructural, peso molecular, y actividad en
unidades internacionales (1U)

e Descripcion: apariencia del producto

e Usos: tipo de uso en alimentos: “conservador antimicrobiano”

e Caracteristicas: se da una descripcidon de los resultados de los ensayos, por
ejemplo: solubilidad, actividad, pureza y muy importante los criterios

microbiolégicos con los que se debe cumplir
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e Salmonella: Ausente en 25 g

e Coliformes totales: No mas de 30 UFC/g

e Escherichia coli: Ausente en 25 g

¢ Pruebas: la identificacion de la bacteriocina por medio de estabilidad en una
solucion acida y en una solucion alcalina y las pruebas para determinar su
pureza

e Ensayo: en este apartado se da la descripcion detallada de los métodos

analiticos que emplean para las caracteristicas del producto.

Como se puede observar, si se desea iniciar con el registro de algun tipo de
bacteriocina o PGH es necesario realizar los pasos anteriores, como minimo, para
poder solicitar una evaluacion por parte de las autoridades o en este caso de la
JECFA.
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11. Conclusiones

El desarrollo del presente trabajo ha tenido como punto de origen un problema que
actualmente esta siendo cada vez mas cuestionado por las personas y cientificos
del mundo: el uso de conservadores quimicos dentro de los alimentos que

consumimos.

Por tal motivo, surgié la pregunta ; Es posible reemplazarlos? La respuesta a esta
pregunta la encontramos dentro de la propia historia, pues como se pudo
constatar, a través del tiempo se han empleado distintos medios de conservacion,

entre ellos la fermentacion.

Gracias a los avances de la biotecnologia se ha podido comprender lo que ocurre
en una fermentacion, del papel de las bacterias en la generacion de las
propiedades organolépticas de los alimentos fermentados y que estas bacterias,
denominadas BAL, inhiben el crecimiento de otros microorganimos que causan

deterioro a los alimentos y dafio a nuestra salud.

El estudio de los metabolitos producidos por las BAL lleva al descrubrimiento y
estudio a fondo de las bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas. Las primeras
formadas por péptidos pequefos estables al calor, con una clasificacion compleja,
producidas por un gran numero de bacterias, que las producen direccionadas
principalmente a la formacion de poros en la membrana celular. Por otro lado, las
peptidoglucano hidrolasas, enzimas de un tamano mayor respecto a las
bacteriocinas y que estan direccionadas a la ruptura de la pared celular cuentan
con una clasificacion mas sencilla, sin embargo estas son sensibles a
temperaturas altas. Para ambas se detallaron estructuras, clasificaciones,
sustratos, ejemplos de cepas productoras, todo para poder tener un panorama
amplio de uso de las mismas y prepararnos para la siguiente etapa: su produccion.

Ambas son reportadas con procedimientos complejos de obtencién debido a la
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necesidad especifica de sustratos necesarios por las cepas microbianas para
sintetizarlas y métodos complejos de purificacion. Incluso se explora la posibilidad
de emplear cepas genéticamente modificadas que no tienen denominacién GRAS
y eventuamete al realizar un proceso de gestion de riesgo como es solicitado por

las agencias regulatorias

El proceso de purificacion de la bacteriocina o peptidogucano hidrolasa llevan un
precio muy alto, pues los sistemas utilizados por la industria, como en el caso de
los probioticos, consisten en la liofilizacion y el secado por aspersion que pueden
llegar a danar las estructuras proteinicas, por lo cual la opcidon mas viable seria
utilizar soluciones amortiguadoras y controlar su temperatura. Esta alternativa la
podemos emplear debido a que durante el proceso de identificacion y purificacion
en laboratorio se caracteriza el tipo de estructutra, si es estable a la temperatura,

el rango de estabilidad de pH y la actividad de la misma.

Tras lo visto anteriormente la respuesta a la pregunta ¢ Es posible remplazar los
conservadres quimicos? Es Si. La naturaleza ofrece las herramientas para
hacerlo (bacteriocinas y PGH) y la ciencia y el desarrollo tecnoldégico proporciona
informacion para su utilizacion. Sin embargo, aun falta un largo camino por
recorrer en investigacion direccionada a un escalamiento de proceso a gran escala
(evaluar actividad en matrices de alimentos, métodos de purificacién en planta).
México, aun no cuenta con los recursos necesarios para iniciarse por parte de las
empresas de alimentos en gran parte por la poca difusion de los materiales de
investigacién disponibles y el poco apoyo gubernamental, sin embargo, las
recientes investigaciones hechas por organizaciones como la FAO posiblemente

generen el cambio que se necesita.
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