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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo es presentar los usos potenciales de las bacteriocinas y
peptidoglucano hidrolasas producidas por bacterias acido lacticas como una

alternativa de compuestos antimicrobianos en diferentes aplicaciones industriales.

1.2. Objetivos particulares

e Describir bioguimicamente a las bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas.

e Presentar su clasificacion, caracteristicas y actividad antimicrobiana.

e Mostrar las perspectivas de aplicaciones industriales en las que se ha
estudiado su posible uso.

e Describir los procesos para obtener la aprobacion de las agencias
regulatorias necesarias para su produccién y posible uso a nivel industrial.
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2. Resumen

Los compuestos antimicrobianos son una amplia variedad de sustancias o mezclas
de sustancias que tienen la funcion de prevenir, retardar o detener las alteraciones
causadas por microorganismos de una gran variedad de productos, incluidos los
alimentos, medicamentos y productos de cuidado personal. Estos compuestos
evitan la presencia de microorganismos que representan un riesgo para el
consumidor, debido a que causan infecciones, intoxicaciones o toxiinfecciones. A
pesar de que la mayor parte de los compuestos utilizados son de origen quimico,
existen diversos compuestos de origen natural que pueden ser utilizados como

conservadores.

Dentro de estos se encuentran los compuestos producidos por microorganismos,
los cuales utilizan varios mecanismos para ejercer su efecto antimicrobiano, como
la produccion de H202, acidos organicos y compuestos de naturaleza proteinica
conocidos como bacteriocinas, BLIS (Bacteriocin Like Inhibitor Substances) y
peptidoglucano hidrolasas 2. Estos ultimos compuestos se han considerado en
aplicaciones biotecnolégicas potenciales, debido a que presentan una gran serie de
ventajas, como su origen natural, su facil produccion, su no toxicidad para células

eucariotas y su amplio espectro de accién contra bacterias patégenas 3.

Por tal razon, estos compuestos se han convertido en un campo importante de
investigacion, por lo que el objetivo de este trabajo es revisar el concepto de
bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas, su clasificacién, actividad
antimicrobiana, modo de accion y la importancia de la aplicacion de dichos

compuestos como agentes antimicrobianos naturales.

Ademas, mostrar las perspectivas de su aplicacion como conservador comercial no
s6lo en alimentos, sino también aprovechar su maximo potencial en nuevas
alternativas, por ejemplo en el tratamiento de algunas condiciones de salud, en

cosméticos o en productos veterinarios.
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3. Introduccion
3.1. Compuestos antimicrobianos

Los compuestos antimicrobianos son definidos legalmente como “conservadores”,
sin embargo, este término incluye también una amplia variedad de compuestos que
tienen la funcidén de conservar las propiedades quimicas de los alimentos, como los
compuestos que evitan el pardeamiento y los antioxidantes. Los cuales se utilizan
para retardar o prevenir cambios en el color, sabor o textura, para retrasar la
rancidez y la oxidacion de ciertos sustratos bioldgicos como lipidos, proteinas y

acidos nucleicos 4°.

En la industria de alimentos el uso de compuestos antimicrobianos empleados como
aditivos es una practica muy comun, se han utilizado por afios en una gran variedad
de productos con el propésito de prevenir el crecimiento de microorganismos
patégenos, de alteracién o deterioro 1. En el sector médico y farmacéutico, se
utilizan de manera comdn en medicamentos como el paracetamol, la insulina y
algunos jarabes para la tos, con el fin de prevenir la contaminacién microbiana,
evitando la proliferacién de microorganismos que puedan causar enfermedades o

infecciones °.

Ademas, su uso en cosméticos y productos de cuidado personal se ha favorecido
para prevenir el crecimiento de microorganismos que puedan causar irritaciéon o
infecciones, en productos que van desde protectores solares, lociones y

acondicionadores, hasta productos de limpieza, cremas dentales y maquillajes °.

Estos compuestos antimicrobianos pueden ser sintetizados quimicamente, o bien,
pueden ser compuestos de origen bioldgico que pueden utilizarse comercialmente

como aditivos.

A pesar de que la mayor parte de los compuestos utilizados son de origen quimico,
existen diversos compuestos de origen natural que son utilizados como

conservadores (bioconservadores) 1.
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3.1.1. Compuestos antimicrobianos sintetizados quimicamente

Actualmente la industria de alimentos utiliza una gran cantidad de compuestos
antimicrobianos. La produccién de estos compuestos genera una fuente de ingresos
econOmicos importantes a nivel mundial, ya que se ha estimado que su consumo
aumenta 4.1% anualmente, siendo los sorbatos, propionatos, y benzoatos los mas

utilizados .

Algunos antimicrobianos sintetizados quimicamente como el &cido sorbico, acido
benzoico, parabenos, sulfitos, nitritos, diacetato de sodio, entre otros (Tabla 1), son
reconocidos como sustancias seguras, ya que cuentan con la denominaciéon GRAS
(Generaly Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) en la

legislacion norteamericana, la cual sélo es valida en Estados Unidos 6.

El acido sérbico se emplea en una gran cantidad de productos, como bebidas,
pasteles, quesos, frutas y mermeladas. Ademas, comunmente se utilizan las sales
de sodio, potasio y calcio del acido, ya que presentan la ventaja de ser mas solubles
en agua, facilitando su adicién a una gran variedad de productos alimenticios. Su
actividad antimicrobiana es eficaz contra las levaduras, los hongos y algunas

bacterias ’.

En la industria alimentaria se utilizan las sales de metales alcalinos del &cido
benzoico, en particular las de sodio, potasio y calcio, se utilizan generalmente en
jugos de frutas y refrescos, ya que el acido benzoico es poco soluble en agua 6. A
pesar de que el cido benzoico se encuentra naturalmente, como glucosido, en
algunas frutas (como aradndanos y ciruelas) y especias (como canela y clavo de
olor), se produce principalmente de forma sintética para satisfacer la demanda del
mercado. Su espectro de actividad antimicrobiana prevalece sobre hongos y

levaduras, aunque también se da en menor medida en bacterias ’.

El diéxido de azufre y los sulfitos de sodio, potasio y calcio inhiben el crecimiento de
bacterias, hongos y levaduras. Se utilizan de manera general en alimentos acidos,
debido a que su accion aumenta con la disminucion del pH por la accion del H2SOs

no disociado, el cual predomina a valores de pH menores a 3.
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El uso de estos compuestos en la produccion del vino es una practica muy comun,
ya que se utilizan antes de la fermentacién del mosto para evitar el crecimiento de
microorganismos no deseados. También se utilizan a menudo en productos
carnicos, pescado, frutas y vegetales deshidratados, bebidas que contienen zumos

de frutas y algunos tipos de cerveza ’.

Los nitratos y nitritos se utilizan como conservadores y también como fijadores de
color en la industria carnica, ya que ademas de utilizarse para inhibir a Clostridium
botulinum en productos carnicos, a menudo son agregados a las mezclas para
obtener el color tipico de la carne curada ’. Como inhibidores de C. botulinum, estos
compuestos han contribuido de manera satisfactoria a prevenir los casos de

botulismo.

Hasta ahora, los enfoques para reducir el riesgo de brotes de intoxicacién en
alimentos estan basados en la adicion de estos compuestos y en la aplicacion de
tratamientos fisicos, como refrigeracion, congelacion, radiacion, etc. Sin embargo,
en los Udltimos afios ha existido una preocupacion por los posibles efectos

secundarios que su consumo diario puede presentar.

Por esta razon, se han realizado ensayos aleatorios para probar de qué manera
afecta la ingesta de estos compuestos. Un ejemplo de ello, es el ensayo realizado
por McCann et. al. en 2007, en donde se evalu6 como fue modificado el
comportamiento de nifios de 3 afios después del consumo de una bebida con
benzoato de sodio al 0.015%, dando como resultado un marcado aumento de la

hiperactividad 8.

Por otra parte, se han investigado las posibles asociaciones entre el consumo de
nitratos y nitritos con el riesgo de padecer cancer gastrico debido a la formacion de
nitrosaminas. Sin embargo, no han arrojado resultados concluyentes, aunque se

considera que un alto consumo de estos compuestos podria aumentar el riesgo °.
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3.1.2. Compuestos antimicrobianos de origen natural

Muchos alimentos contienen compuestos naturales con actividad antimicrobiana,
los cuales desempefian la funcion de prolongar la vida util de los alimentos, incluso
muchos de ellos estan siendo estudiados por su potencial uso como antimicrobianos

directos 1°. Estos compuestos naturales pueden clasificarse dependiendo su origen:

e Origen animal, que incluye proteinas, enzimas como la lisozima, y
polisacaridos como el quitosan 319,

e Origen vegetal, que incluye compuestos fendlicos provenientes de cortezas,
tallos, hojas, flores; acidos organicos presentes en frutos y fitoalexinas
producidas en plantas 3.

e Origen microbiano, que incluye compuestos producidos por microorganismos

como la nisina 3.

Dentro de los compuestos antimicrobianos de origen natural mas estudiados se
encuentran los de origen vegetal, aquellos que se encuentran presentes en plantas,
las cuales poseen un gran nimero de compuestos que se sabe tienen la capacidad
de inhibir varias actividades metabdlicas de bacterias, levaduras y hongos 1. Los
compuestos antimicrobianos en las plantas estan comdunmente contenidos en la
fraccion de aceite esencial de las hojas (romero, salvia), flores y brotes de flores
(clavo), bulbos (cebolla, ajo), frutas (pimiento, cardamomo) u otras partes de la

planta %2,

De los compuestos antimicrobianos de origen animal, la lisozima es el compuesto
mas estudiado. La lisozima se encuentra en muchos organismos: virus, insectos,
anfibios, reptiles, aves y mamiferos, en los que se produce en multitud en tejidos y

fluidos, incluyendo huevos de ave, leche humana, lagrimas y saliva 2.

La lisozima es muy abundante en la clara de huevo, de donde se extrae para su uso
comercial, ya que es reconocida por diversos organismos internacionales como no
toxica y por ello es utilizada en fines alimentarios, farmacologicos y terapéuticos. Se
estima que mas de 100 toneladas de lisozima son usadas anualmente para estos

propésitos, y entre sus usos principales se encuentra la proteccion de quesos
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madurados contra bacterias dafinas (Tabla 2), principalmente contra Clostridium

tyrobutyricum, que provoca la hinchazén de los quesos 4.

Dentro de los compuestos antimicrobianos producidos por microorganismos se
encuentran la nisina, que es una bacteriocina producida por Lactococcus lactis
subsp. lactis la cual se ha utilizado como antimicrobiano en una gran variedad de
productos por mas de 30 afios (Tabla 2), ya que se encuentra de manera natural en

muchos productos lacteos °.

Sin embargo, ademas de éstos, existen una gran variedad de compuestos
naturales de los que aun no se han investigado sus usos potenciales y el posible
efecto sobre los productos a los que se adicionen. La creciente demanda de los
consumidores por productos frescos minimamente tratados, favorece la basqueda
de aquellos compuestos antimicrobianos naturales que puedan sustituir a los
sintetizados quimicamente, siendo una alternativa de conservacion natural que

cubra las mismas propiedades antimicrobianas de los compuestos sintéticos.
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4. Bacterias acido lacticas
4.1. Generalidades

Las bacterias 4cido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos representado

por géneros con caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y metabdlicas en coman.

En general se definen como cocos o bacilos Gram positivos, ho moviles, no
formadores de esporas, microaerofilicos y anaerobios facultativos; oxidasa, y
catalasa negativos, que segun la fermentacion de carbohidratos se clasifican en
homofermentativas (produce solo acido lactico) y heterofermentativas (producen

acido lactico, CO2, etanol y/o acido acético) 617,

Los principales géneros que conforman al grupo de las BAL son: Aerococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Enterococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Melissococcus, Carnobacterium, Oenococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella 1819,

En la industria alimentaria las BAL son ampliamente utilizadas, ya que ademas de
contribuir en la conservacion de los alimentos, éstas tienen la capacidad de
aumentar la calidad nutritiva de los alimentos y conferir diferentes caracteristicas
sensoriales (como textura, sabor y olor agradable) en la fermentacién de alimentos
como la leche, carne y vegetales. También se emplean en la produccién de una
gran variedad de productos como el yogurt, queso, encurtidos, embutidos, etc., y

son de gran utilidad en la produccién de bebidas fermentadas como el vino 29,

La mayoria de las BAL no representan un riesgo, ya que son reconocidas como
bacterias GRAS por la FDA en Estados unidos y QPS (Qualified Presumption of
Safety) en la Unién Europea 2. Por lo que se han utilizado como agentes de
conservacion con el fin de contribuir a la inocuidad de los alimentos y de incrementar
su vida de anaquel. Pueden estar presentes como parte de la microbiota natural,
pueden ser inoculadas como cultivos iniciadores para favorecer la produccion del
compuesto antimicrobiano, o afladiendo el compuesto antimicrobiano previamente

obtenido y purificado, como aditivo alimentario 2.
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4.2. Uso de sustancias antimicrobianas producidas por bacterias acido

lacticas

Durante muchos afios el uso de bacterias acido lacticas (BAL) ha constituido un
grupo de gran importancia en la produccién comercial de alimentos fermentados.
Los efectos que estos microorganismos confieren sobre el sabor, la textura, el
aromay el incremento del valor nutrimental 22, se atribuyen a la actividad metabélica
qgue ejercen sobre los carbohidratos, proteinas y lipidos del alimento. Asi mismo,
este grupo presenta un efecto antagénico frente a diversos tipos de

microorganismos patdgenos y de descomposicion 22,

Este grupo de bacterias es probablemente uno de los mas difundidos y abundantes
en la naturaleza, debido a que poseen la capacidad de crecer en una gran variedad
de sustratos y en diversas condiciones biolégicas 2.

En los alimentos, el uso de los carbohidratos disponibles y la reduccion del pH a
causa de la produccion de &cidos organicos, son el principal mecanismo
antimicrobiano de las BAL. Sin embargo, estas bacterias producen otro tipo de
sustancias antagonistas dentro de las cuales destacan las bacteriocinas,
peptidoglucano hidrolasas y otros metabolitos inhibidores, que derivan en beneficios

para los sectores de la industria y la salud publica.

La aplicacién de cepas bioconservadoras, asi como de los extractos y metabolitos
producidos por ellas, han demostrado tener control sobre diversos microorganismos
no deseados, consiguiendo alargar la vida util de los alimentos y dar seguridad
contra bacterias que puedan afectar la salud del consumidor 24.

Actualmente los compuestos producidos por las bacterias lacticas son los que tienen
un mayor interés, ya que estas bacterias son consideradas como GRAS, y tanto
ellas como sus metabolitos han sido consumidos en una gran variedad de alimentos

por innumerables generaciones sin presentar efectos adversos en la poblacion 17.
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4 .3. Efectos antimicrobianos de las BAL

Se ha explorado el potencial de las BAL como conservadoras naturales, debido a

gue se ha reportado que sus efectos antimicrobianos no soélo se atribuyen a la

produccion de acidos organicos y a la competencia por los nutrientes, sino que

también se atribuyen a la produccion de compuestos de diferente naturaleza que

ejercen una fuerte actividad mediante diversos mecanismos de accion contra

muchos microorganismos patdégenos, de alteracion o deterioro. Algunos de estos

compuestos son: peroxido de hidrogeno, diéxido de carbono, diacetilo, reuterina,

reutericiclina (Tabla 3), y compuestos de naturaleza proteinica como BLIS

(Bacteriocin Like Inhibitor Substances), bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas

219 siendo éstos Ultimos dos el objetivo de esta investigacion.

Tabla 3. Mecanismos de accion de compuestos producidos por bacterias dcido ldcticas. (Adaptado

Compuesto
antimicrobiano

Acidos orgéanicos
(acido lactico y acético)

Peréxido de hidrogeno
(H202)

Di6xido de carbono
(COy)

Diacetilo

Reuterina

Reutericiclina

de Vazquez et. al., 2009)

Mecanismo de accién

La actividad antimicrobiana de los acidos organicos y el pH es
combinada, siendo la fraccion no disociada de los acidos
organicos la que posee una mayor actividad inhibitoria, ya que
atraviesan la membrana celular y se disocian en el citoplasma,
provocando el descenso del pH interno causando la
desnaturalizaciébn de proteinas y desestabilizacion de los
componentes estructurales.

Produce radicales libres que atacan los componentes celulares
esenciales: lipidos, proteinas y ADN.

Su formacion crea un ambiente anaerobio y, ademas, como tal
tiene actividad antibacteriana, ya que puede inhibir las
descarboxilaciones enziméticas.

Reacciona con la proteina de unién a arginina que se acopla al
transportador de tipo ABC, por lo que la célula no puede
transportar arginina a su interior, interfiriendo con la utilizacién
de este aminoécido.

Inhibe la actividad de la enzima ribonucleétido reductasa,
involucrada en la sintesis del ADN.

Funciona como un ionéforo; se distribuye dentro de la
membrana citoplasmatica, debido a su parte hidrofébica, y
disipa selectivamente el gradiente de pH transmembranal.
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5. Bacteriocinas
5.1. Caracteristicas generales

Las bacteriocinas producidas por BAL son péptidos, producidos por sintesis
ribosomal que son secretados al medio extracelular. La produccién se da de forma
natural durante la fase logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma,
guardando relacién directa con la biomasa producida ?4. Las bacteriocinas de
bacterias lacticas son generalmente estables en rangos amplios de pH y son
resistentes a tratamientos térmicos 2. Poseen actividad en contra de bacterias
estrechamente relacionadas, aunque también pueden actuar frente a otras especies
bacterianas. Sin embargo, las células productoras son inmunes a sus propias

bacteriocinas 17:25,

Las bacteriocinas son péptidos sobre los cuales se han centrado diversos estudios
de investigacion en los Ultimos afios en torno a su deteccidon, produccion,
purificacion, forma de accion, caracterizacidén bioquimica, propiedades bactericidas,
microorganismos inhibidos o sensibles, y aplicacion en diversas matrices

alimenticias 24.

Se ha tomado un interés particular en el estudio de las bacteriocinas producidas por
BAL, debido a que éstas son consideradas como microorganismos seguros para el
consumo humano, lo que facilitaria su futura aplicacion en diversas matrices y no
s6lo en el area de alimentos, también representan un potencial muy interesante para

su aplicacion en la industria biomédica.

De manera general, las bacteriocinas son péptidos catidnicos que exhiben
propiedades hidrofobas o anfifilicas y la membrana bacteriana es en la mayoria de
los casos el objetivo de su actividad. Dependiendo del organismo productor y los

criterios de clasificacion, las bacteriocinas se pueden clasificar en varios grupos 2627,
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5.2. Clasificacion de las Bacteriocinas

Diversos investigadores han buscado dar una clasificacién a las bacteriocinas de
acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas y genéticas. A continuacion se presenta
la clasificaciébn propuesta por Cotter et al., 2005. En la cual se dividen las
bacteriocinas en clases distintas: Los lantibiéticos (Clase I) que contienen lantionina
y las bacteriocinas que no contienen lantionina (Clase IlI), mientras que los
compuestos alto peso molecular con la capacidad de hidrolizar la pared celular se

clasifican en una designacién separada llamada “Bacteriolisinas” (Clase IlI).
5.2.1. Bacteriocinas Clase | (lantibioticos).

Son péptidos que tienen de 19 a 38 aminoé&cidos de longitud (<5 kDa), que poseen
residuos de lantionina o B-metil-lantionina. Estos residuos forman puentes
covalentes entre los aminoacidos, dando lugar a la formacion de “anillos” internos
que le brindan a los lantibiéticos sus particulares caracteristicas estructurales
(Figura 1).

Los lantibiéticos se pueden dividir en funcién de su estructura y modo de accion,
aunque no se ha determinado un mecanismo de accion preciso para cada
lantibiotico, éstos pueden actuar de dos formas: se pueden enlazar al lipido Il o
pueden utilizarlo como molécula de acoplamiento (Figura 3).

El lipido Il es el mayor transportador de subunidades de peptidoglucano del
citoplasma a la pared celular, y al enlazarse, la bacteriocina evita la sintesis correcta
de la pared, que tiene como consecuencia la muerte celular. Asi mismo, al utilizar
al lipido Il como molécula de acoplamiento, logra insertarse en la membrana e iniciar
la formacion de poros, lo que conduce a una disipacién del potencial de membrana
y la salida de pequefios metabolitos de células sensibles, provocando una muerte

rapida.

La actividad combinada de estos modulos ayuda a explicar la actividad tan alta de

al menos algunos lantibi6ticos.
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Figura 1. Estructura tridimensional de la bacteriocina de Clase I: nisina.

5.2.2. Bacteriocinas Clase Il (No lantibi6ticos)

Son péptidos (<10 kDa) termoestables, ya que algunas soportan de 100-121°C
durante 15-30 minutos. Estos péptidos inducen la permeabilizacion de la membrana
celular y la posterior fuga de moléculas de la bacteria (Figura 3). Estan formadas

por un grupo heterogéneo de moléculas, por lo que se clasifican en 4 subclases.

e Clase lla, bacteriocinas que son activas contra Listeria

monocytogenes.

Son bacteriocinas similares a pediocina, que tienen un espectro estrecho de
actividad, y muestran una alta actividad especifica contra el patégeno alimenticio
Listeria monocytogenes. Uno de los representantes mas caracteristicos de este

grupo es la sakacina P 7 (Figura 2).
e Clase llb, bacteriocinas de dos péptidos.

Este tipo de bacteriocinas requiere la actividad combinada de ambos péptidos, con

un mecanismo de accion que implica nuevamente la disipacion del potencial de

Q Facultad de Quimica

L e

15

——
| —



membrana, la fuga de iones y/o una disminucion en las concentraciones de ATP

intracelular.
e Clase llc, bacteriocinas de estructura ciclica.

Estas bacteriocinas son agrupadas sobre la base de que sus extremos Ny C estan

unidos covalentemente, dando como resultado una estructura ciclica.

e Clase Ild, que generalmente comprende a las bacteriocinas

restantes.

Las bacteriocinas mas estudiadas de las BAL son las de las clases | y I,
probablemente debido a que al ser termoresistentes son mas adecuadas para ser

empleadas como bioconservadores.

Figura 2. Estructura tridimensional de la bacteriocina de Clase II: Sakacina P.

5.2.3. Clase lll (Bacteriolisinas)

Son proteinas termolabiles de alto peso molecular (>30 kDa) 7. Presentan una
estructura en la que diferentes dominios tienen funciones para la translocacion,

unién al receptor y actividad letal.

Su mecanismo de accion es distinto al de las bacteriocinas (Clase | y Il), ya que
funcionan a través de la lisis de células catalizando la hidrdlisis de la pared celular
(Figura 3). Estas proteinas tienen un dominio catalitico en el extremo N-terminal que

muestra homologia con las endopeptidasas y un C-terminal que probablemente
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represente el sitio de reconocimiento del objetivo, a diferencia de las otras clases

de bacteriocinas, no siempre tienen genes de inmunidad a la bacteria productora.

Clase ll Clasel Bacteriolisinas
[Szkacina) (Nisina) (Lisostafina)
o

t...it -.-.o.a.s.n.s.o.' ..t.i...i.&lf O(EO(E

(O OOP OO OO0 ..’.i.i».i...'...’...i ?O

Figura 3. Modo de accion de las bacteriocinas. Lantibidticos (Clase 1) Tienen dos métodos de accion:
se pueden enlazar al lipido Il o pueden utilizarlo como molécula de acoplamiento, interfiriendo en la
sintesis de la pared celular o formando poros. No-lantibioticos (Clase Il) Inducen la permeabilizacion
de la membrana celular y la posterior fuga de moléculas de la bacteria. Bacteriolisinas (Clase Ill)
Catalizan la hidrolisis de la pared celular de las bacterias, lo que lleva a la muerte y lisis de la bacteria.

(Adaptado de Cotter et al., 2005)
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5.3. El uso de bacteriocinas como bioconservadores

La creciente demanda de los consumidores por productos frescos, seguros y
minimamente procesados, ha favorecido el interés en la investigacion de las
bacteriocinas desde una perspectiva aplicada, por su potencial para ser empleadas

como conservadores naturales 28,

Las bacteriocinas de las BAL se han considerado debido a que presentan una serie
de ventajas, como: su facil produccién, su no toxicidad para células eucariotas, su
mayor inhibicibn comparada con las producidas por bacterias Gram negativas, y
aunque Unicamente la bacteriocina nisina, producida por Lactococcus lactis, es
considerada GRAS de acuerdo a la FDA, se sabe que no forman compuestos

secundarios al biodegradarse en el tracto gastrointestinal 2°.

De acuerdo con su definicién, las bacteriocinas se inactivan, al menos, por una
enzima proteolitica, como las de origen pancreatico (tripsina y a-quimiotripsina) y
gastrico (pepsina), lo que hace de estos péptidos sustancias seguras para ser
incluidas como bioconservadores de alimentos, dado que serian inactivadas
durante su paso por el tracto gastrointestinal sin ser absorbidos como compuestos
activos 24, Ademas, su aplicacion no sé6lo se enfoca como bioconservador en
alimentos, se puede aprovechar su maximo potencial en beneficio del hombre en

nuevas alternativas antibioticas 0.

Estos compuestos pueden ser aplicados en diversos productos por diferentes
métodos: in situ o0 ex situ, es decir, realizando la inoculacion de la cepa productora
de la bacteriocina en el producto, o por adicion directa de la bacteriocina producida
en forma pura o semipura 2431, En los casos ex situ, la produccion de la bacteriocina
puede llegar a ser una metodologia mas costosa, debido a que no sdlo requiere las
cepas iniciadoras, también depende de los medios de cultivo utilizados, los equipos
empleados para el desarrollo de las cepas y la purificacion de la bacteriocina.
Adicionalmente, es necesario garantizar la actividad de cada extracto, y debe
determinarse la concentracion minima inhibitoria contra microorganismos

patégenos 24,
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Asi mismo, la utilizacién de estos sistemas de conservacion requiere de estudios
preliminares para determinar el comportamiento de las bacterias en el medio de
cultivo donde se desarrollan (curvas de crecimiento) 24, y la estandarizacion de las

técnicas para lograr producirlas en cantidades suficientes.

Se ha encontrado que el uso de bacteriocinas producidas in situ, ofrece ventajas en

comparacion con la produccion ex situ, relacionadas al aspecto legal y de costos.

En la produccion in situ, el uso de cultivos de BAL productoras de bacteriocina,
requiere una seleccion cuidadosa de cepas que se encuentren bien adaptadas al
entorno en el que seran utilizadas, asi mismo deben ser capaces de crecer en las
condiciones de procesamiento y/o almacenamiento del producto, y producir
cantidades de bacteriocina suficiente para inhibir la bacteria blanco o de
descomposicion. Por lo tanto, necesariamente deben implementarse enfoques
experimentales adecuados para la seleccion de cepas productoras de bacteriocina

que sean las adecuadas para su uso en la produccién industrial 32,

Las bacteriocinas producidas por BAL ofrecen varias propiedades deseables que

las hacen aptas como bioconservadoras, tales como 27:32;

e Las BAL y sus metabolitos se reconocen como sustancias seguras.

e Las bacteriocinas son inactivas y no téxicas en células eucariotas.

¢ No provocan cambios en la microbiota intestinal porque estan inactivadas por
la digestion de proteasas (debido a su naturaleza proteinica).

e Son estables a diferentes pH y temperaturas utilizadas en diversos
procesamientos.

e Tienen un amplio espectro antimicrobiano.

e Muestran un mecanismo de accion bactericida, ya que actuan sobre la
membrana citoplasmatica bacteriana.

e Pueden actuar de forma sinérgica con otras bacteriocinas, e incluso con otros
compuestos antimicrobianos.

e Sus determinantes genéticos suelen codificarse en plasmidos, lo que facilita

la manipulacion genética.
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Se han encontrado algunas bacteriocinas producidas por diversos géneros de BAL

(Tabla 4) las cuales han sido aisladas principalmente de alimentos. Sin embargo,

no todas han sido estudiadas y caracterizadas.

Tabla 4. Algunas bacteriocinas producidas por bacterias dcido ldcticas. (Adaptado de Monroy y

Ferndndez, 2009)

Microorganismo productor

Lactococcus lactis subsp lactis
Lactococcus lactis subsp lactis
Leuconostoc gelidium
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc paramesenteroides
Leuconostoc carnosum
Enterococcus faeccium
Enterococcus faecalis
Pediococcus pentosaccous
Pediococcus acidilatics
Pediococcus acidilatics
Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis
Lactococcus lactis subsp
(Streptococcus lactis)
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus plantar
Lactobacillus sake
Lactococcus lactis subsp
(Streptococcus lactis)
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus sakei
Lactobacillus reuteri

Bacteriocina
Nisina
Lacticina 3147
Leucocina A
Mesenterocina 5
Mesenterocina 52
Mesentericina Y105
Leucocina S
Carnocina 54
Enterocina A
Enterocina AS-48
Pediocina A
Pediocina PA-1
Pediocina ACH
Mesentericina Y105
Curvalicina
Acidocina J1132
Plantaricina S 8
Bacteriocina J46

Lacticina 481

Lactocina-705
Plantaricina C19
Lactocina-S

Lactococcina MMFII

Curvacina-A
Sakacina-A, Sakacina-P
Reutericina

Ademas, se ha propuesto que la inhibicion de patdgenos trasmitidos por alimentos

por bacteriocinas de Lactobacillus pueden tener un gran interés, en especial en el

area de alimentos minimamente procesados 33.
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Las bacteriocinas de Lactobacillus usualmente inhiben bacterias estrechamente
relacionadas con la cepa productora o que compiten por el mismo nicho ecolégico.
Por ejemplo, Lactobacillus delbrueckii produce dos bacteriocinas, lacticina Ay B, las
cuales tienen como objetivo inhibir otras especies de L. delbrueckii asociadas con
productos lacteos fermentados, mientras que plantaricina A, es una bacteriocina
producida por Lactobacillus plantarum, la cual inhibe varias BAL, incluyendo otras
cepas de Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus y Leuconostoc

paramesenteroides, normalmente asociados con vegetales fermentados.

Otras bacteriocinas de Lactobacillus que han demostrado tener un espectro de
actividad amplio, incluyen la inhibicion las especies de Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Listeria  monocytogenes, Clostridium botulinum, Staphylococcus
aureus y Aeromonas hydrophila 32 (Tabla 5).
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5.4. Aplicaciones en la industria alimentaria

La demanda de alimentos libres de microorganismos patdégenos, alimentos con una
larga vida de anaquel y alimentos que no contengan conservadores quimicos, son
algunos de los desafios a los que se enfrenta actualmente la industria. Las
bacteriocinas pueden ser una opcién atractiva para solucionar estos problemas, por
los beneficios que presentan. En la actualidad, soélo la nisina y la pediocina PA-
1/ACH han ganado amplio uso comercial como bioconservadores de alimentos no
s6lo en su produccion in situ, también se utilizan sus preparaciones en polvo y su

uso esta cubierto por diversas patentes norteamericanas y europeas 2434,

La mayoria de las aplicaciones de alimentos que involucran bacteriocinas pueden
dividirse en tres categorias: bacteriocinas parcialmente purificadas (Nisaplin®, que
contiene 2.5% de nisina), productos lacteos y otros productos fermentados de grado
alimenticio que contienen bacteriocinas en forma de un fermentado crudo

(MucroGARD®), y cultivos protectores productores de bacteriocinas (Tabla 6).

Algunas de las bacteriocinas mas prometedoras en la industria de alimentos son:
lacticina 3147, enterocina AS-48, lacticina 481 y sakacina P 2 (Tabla 7). Las cuales
han demostrado tener actividad contra los principales microorganismos patégenos,
de alteracién o deterioro de alimentos, como L. monocytogenes, S. aureus, E.
faecalis, algunas cepas de Streptococcus, Bacillus, Clostridium, Salmonella ente
otros, y se ha estudiado su aplicacion en diversas matrices alimentarias,
principalmente en productos lacteos y carnicos con resultados satisfactorios, que
varian segun el tiempo de aplicacion del tratamiento y la concentracion de

bacteriocina empleada.

Por ejemplo, en 2001 se realizé una serie de pruebas en las que se demostré que

la adicion del 10% de polvo de la bacteriocina lacticina 3141 al yogurt natural dio

como resultado una reduccién del 98% de L. monocytogenes (104 UFC/mL) en 5

minutos a 30°C, y después de 60 minutos a las mismas condiciones no se

detectaron ceélulas viables. Cuando se probaron los mismos parametros en

requeson, las células viables de Listeria se redujeron en un 40% en 5 min y en un
85% en 120 min a 30°C.
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Asi mismo, se prob6 el efecto de esta bacteriocina contra Bacillus cereus (10°
UFC/mL) en sopa, en donde se encontr6 que una concentracion del 5% de la
bacteriocina fue suficiente para eliminar completamente el patdégeno en 1 h,
mientras que una preparacion al 1% redujo la poblacion de este patdgeno en un
80% en 3 h 35,

Otro ejemplo es la bacteriocina plantaricina NC8 expresada de forma heterdloga en
E. coli BL21, la cual ha demostrado tener un amplio espectro de inhibicion,
especialmente contra Salmonella spp. y algunas de sus subespecies, tales como S.
typhimurium, S. paratyphi-A, y S. paratyphi-B, cuando se emplea en una
concentracion de 0.15 pg/mL. Ademas de esta bacteriocina, la enteriocina E-760
producida por Enterococcus durans inhibe S. entérica, con una concentracion

minima inhibitoria que va de 0.2 a 0.4 pg/mL 3.

Esta informacion demuestra que las bacteriocinas, particularmente aquellas
producidas por BAL, podrian ofrecer grandes aplicaciones potenciales para
controlar e inhibir a una gran variedad de patégenos alimentarios incluyendo a los
mas importantes, Listeria monocytogenes y Salmonella spp., en la industria de

alimentos.
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La aplicacién de estas bacteriocinas puede ofrecer diversos beneficios ademas de
prolongar la vida util de los alimentos, por ejemplo: disminuir el riesgo de la
transmision de microorganismos patdgenos, mejorar las pérdidas econdmicas
debidas a alimentos deteriorados, reducir la aplicacion de compuestos
antimicrobianos sintetizados quimicamente, la aplicacion de tratamientos térmicos
menos agresivos que permitan la conservacion de vitaminas y nutrientes,
manteniendo las cualidades organolépticas sin comprometer la inocuidad del
producto, ademas, pueden servir para satisfacer las demandas industriales y de los
consumidores por alimentos mas naturales, seguros, de sabor fresco, listos para

comer y minimamente procesados 2.

Con la intencion de optimizar su uso en productos alimenticios, es necesario
conocer aquellos factores limitantes que influyen en la eficacia de las bacteriocinas.
Algunas investigaciones que se han realizado en alimentos, revelan que la eficacia
de las bacteriocinas disminuye en los mismos, debido a que depende en gran
medida de una serie de factores que en su mayoria implican la interaccion con
componentes alimenticios, precipitacion, inactivacion o distribucion desigual de la

bacteriocina en la matriz alimentaria (Tabla 8) 3237,

Las bacteriocinas de amplio espectro presentan usos potenciales mas amplios,
mientras que las de espectro reducido pueden utilizarse de manera especifica para
inhibir selectivamente ciertas bacterias de alto riesgo en alimentos como L.
monocytogenes sin afectar la microbiota nativa del producto 32. Actualmente el
interés por la inhibicibn de este patdgeno alimentario ha tomado particular
importancia, por lo que se ha patentado el uso de nisina en la elaboracion de queso
Feta (WO 2015/089029), en donde la bacteriocina es incorporada directamente a la

leche empleada como materia prima (Tabla 9).

La patente publicada como WO 96/32482, cubre el uso de lacticina 3147 capaz de
inhibir a Listeria monocytogenes en quesos cremosos cuajados, y también su uso
como iniciador, controlando el crecimiento de BAL no iniciadoras en queso cheddar.

De manera importante, los productos lacteos fermentados fabricados con cultivos
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https://patentscope.wipo.int/

iniciadores que producen lacticina 3147 se han considerado también como
aplicacion potencial de la bacteriocina 8.

También se han desarrollado nuevas alternativas en la conservacion de alimentos
que incluyen el envasado activo, en el que se han combinado los avances en
tecnologia alimentaria, biotecnologia, envasado y ciencia de materiales, en un
esfuerzo por cumplir con las demandas de los consumidores por “productos

frescos”.

La incorporacién de un compuesto antimicrobiano en un envase polimérico, es un
desarrollo que ha ido tomando un gran interés, ya que permite a la industria
combinar una funcion protectora fisica y antimicrobiana. Este tipo de envase
interactta con el producto o con el espacio de cabeza generado dentro del envase
para reducir, inhibir o retardar el crecimiento de microorganismos que puedan estar

presentes en las superficies de los alimentos °.

El envasado activo se puede desarrollar mediante tres métodos diferentes 4%: (1) la
incorporacion directa de péptidos en el polimero; (2) el recubrimiento peptidico
sobre la superficie polimérica; y (3) la inmovilizacion de péptidos dentro del

polimero.

Los dos primeros métodos de aplicacion, incorporacion directa de péptidos y
recubrimiento en polimeros, dan como resultado la migracion del compuesto desde
el envase al alimento. Por otro lado, la inmovilizacion de péptidos en el polimero, da
como resultado un envase activo no migratorio, en el que los componentes activos

estan fijos en el material de envasado.

Existen publicaciones que demuestran la efectividad del primer método, el cual se
utilizé para desarrollar peliculas basadas en aislados de proteina de suero y
pediocina. Estas biopeliculas fueron efectivas en la inhibicion del crecimiento de L.
innocua y Salmonella sp., con una reduccion de 2 y 0.5 ciclos logaritmicos en

comparacioén con el control 4L,

Actualmente, en el laboratorio se esta trabajando con un tipo de envasado activo

con peliculas elaboradas con almidon y glicerol, en la cual se encuentran
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inmovilizados los péptidos producidos por E. faecalis FAIR E-77, el cual se sabe
que produce la enterocina AS-48. Hasta ahora, se ha demostrado que la actividad
antimicrobiana in vitro de las peliculas contra microorganismos patégenos como: S.
aureus, L. monocytogenes, P. aeruginosa, Y. enterocolitica y S. typhimurium, ha
sido satisfactoria. Ademés, se ha observado que su actividad sigue estando
presente tras 7 dias de almacenamiento a 4 °C.

La patente CN106261464 cubre el uso de nisina en la elaboracién de un empaque
bioactivo para la inhibicidén del crecimiento de L. monocytogenes en la conservacion

de la carne fresca y productos céarnicos.

Ademas, actualmente se esta desarrollando esta bacteriocina en una forma seca
por pulverizacion, con la ventaja de que dicho polvo bioactivo puede aplicarse como
un ingrediente en formulaciones de leche infantil 42. Sin embargo, aln no es obvio
gue posea la consistencia suficiente para resistir el procedimiento de secado por
pulverizacion, por lo que existe la posibilidad de que el secado resulte en una

pérdida importante de actividad de la bacteriocina.

Otra bacteriocina de interés es la pediocina PA-1, debido a su actividad inhibitoria
altamente especifica contra Listeria monocytogenes, se ha estudiado su uso en
diversos productos lacteos, donde se ha observado una disminucion en los
recuentos de L. monocytogenes en requeson, crema y queso “3. Ademas, se ha
demostrado la inhibicién de este patdgeno en queso cottage, crema y en salsa de
qgueso cheddar en un rango de pH de 5.5 a 7.0, donde fue efectiva en un periodo de
dos semanas a 32 °C, lo que muestra su efectividad como conservador en este tipo

de alimentos 33.

Asi mismo, al igual que nisina, se ha estudiado la funcion de la pediocina PA-1 en
el control del crecimiento de Listeria en productos alimenticios después de su
procesamiento, en donde la pediocina PA-1 se incorpora a los materiales

poliméricos para proporcionar al envase la acciéon antimicrobiana 3.
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Actualmente, se esta estudiando la inoculacién de alimentos con cepas productoras
de pediocina PA-1 como una alternativa util en la conservaciéon de productos
carnicos, como salchichas, y en productos céarnicos fermentados, como el chorizo,
ya que se ha demostrado que esta bacteriocina es mas efectiva que nisina en el
tratamiento de algunos de los patégenos transmitidos por alimentos, principalmente
contra L. monocytogenes y S. aureus, debido a que presenta mayor estabilidad en

un amplio rango de temperatura y pH 3.

Estas aplicaciones situan a las bacteriocinas como una gran alternativa frente a las
demandas de alimentos libres de patdgenos y que no contengan conservadores

sintetizados quimicamente.

La aplicacién de cepas bioconservadoras, asi como de los extractos y metabolitos
producidos por ellas, han demostrado que tienen control sobre una gran variedad
de microorganismos patdégenos y no deseados en alimentos. Por lo que el uso de
bacteriocinas en combinacién con otros métodos de conservacioén son una opcién

interesante en la industria de alimentos.
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5.5. Aplicaciones biomédicas

Recientemente se ha estudiado el potencial de las bacteriocinas en aplicaciones de
terapias biomédicas, su actividad dirigida hacia bacterias patdégenas las hace de
particular interés en el tratamiento de patdégenos resistentes a antibioticos, y se ha
demostrado que diversas bacteriocinas muestran actividad contra bacterias de
importancia médica 4 (Tabla 10). Por ejemplo, la bacteriocina lacticina 3147
producida por L. lactis ha mostrado actividad in vitro en contra de S. aureus
resistente a meticilina, entetococos resistentes a vancomicina, diversas cepas de
etreptococos, Clostridium botulinum y Propionibacterium acnes. Asi mismo,
diversos experimentos in vivo utilizando modelos de animales han mostrado
resultados positivos del uso de mersacidina en el tratamiento de infecciones

causadas por S. pneumoniae y S. aureus resistente a meticilina 34.

Las bacteriocinas son particularmente utiles en el tratamiento de una variedad de
infecciones bacterianas, ya que ademas de los mecanismos de accidon que
presentan y su actividad en contra de patdgenos resistentes a antibidticos
convencionales, el desarrollo de resistencia a las bacteriocinas se da con menor
frecuencia que el desarrollo de resistencia a los antibiéticos, lo que las convierten

en una opcioén atractiva como posibles agentes antimicrobianos 34.

Las bacterias productoras de bacteriocinas tienen un sistema de proteccion en
contra de su propia bacteriocina, al cual se le conoce como inmunidad. De manera
muy general, para cada bacteriocina hay una proteina de inmunidad especifica que
se expresa junto con ella #°. Por esta razén, para que una bacteria logré adquirir
inmunidad a cierta bacteriocina, se requiere una transformacion genética, en la cual,

la bacteria blanco capte las moléculas de ADN libre y las incorpore a su genoma.

Este proceso sucede con poca frecuencia, ya que se requiere que en las moléculas
de ADN libre que se capte, se encuentre completa la secuencia de ADN que

codifique para esta proteina de inmunidad.
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Por otro lado, los mecanismos de resistencia a los antibidticos pueden ser
adquiridos por mutacion o mediante la transferencia del material genético contenido

en plasmidos entre células bacterianas de especies relacionadas o diferentes 46.

Esto quiere decir, que los mecanismos de resistencia a las bacteriocinas no se
confieren tan facilmente de una bacteria a otra, ya que a diferencia de los
mecanismos de resistencia a los antibidticos, las secuencias genéticas que
codifican para produccion de la proteina de inmunidad no estan codificadas en

plasmidos.

La propagacion de bacterias resistentes a los antibiéticos representa una gran
amenaza para la salud publica tanto a nivel nacional como internacional. Esta
situacién esta empeorando a medida que el progreso actual en el desarrollo de
nuevos antibidticos es limitado y presentan la caracteristica de que surjan cepas
resistentes 4’. Por lo que el uso de bacteriocinas puede representar una ventaja
sobre el uso de algunos de los antibidticos convencionales, ya que su mecanismo
de accidn es diferente de la mayoria de los antibiéticos, que a menudo actian como

inhibidores enzimaticos de las principales vias metabdlicas.

Las bacteriocinas rompen la integridad de la membrana, provocando la fuga de
solutos intracelulares y la muerte celular, debido a sus diferentes modos de accién,
las bacteriocinas no discriminan entre bacterias resistentes a antibiéticos y sensibles
y muestran actividad antimicrobiana en concentraciones que van de pico a

nanomolares “8.

Debido a estos mecanismos de accion que presentan y sus diferentes espectros de
accion, ofrecen la posibilidad de utilizarlas en la inhibicion del crecimiento de
diversas bacterias patégenas en humanos y animales 4°. Muchas bacteriocinas
tienen una alta actividad especifica contra objetivos clinicos (Tabla 10), se han
identificado potentes bacteriocinas de espectro estrecho que pueden controlar
patégenos especificos sin afectar negativamente a las poblaciones comensales °°,
Tal es el caso de la mutacina 1140 y su uso en terapias bucales, debido a su eficacia

en el desplazamiento de cepas cariogénicas nativas de S. mutans.
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Otro ejemplo, es el uso de nisina, mersacidina y lacticina 3147 en el tratamiento de
infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM). Lo
gue ha consolidado el empleo de las bacteriocinas frente a infecciones bacterianas
como alternativa a la falta de compuestos que logren inhibir este tipo de

microorganimos.

En este sentido, se han patentado algunas composiciones farmacéuticas y sus
métodos de tratamiento antimicrobiano °!. Ejemplo de ello son las patentes
existentes presentadas en la Tabla 11, que protegen el uso de bacteriocinas en
tratamientos de higiene bucal (MX 199578 B, CN107753931) y de composiciones
de bacteriocinas para el tratamiento de trastornos gastrointestinales (MX 188025 B).
Ademas, se han encontrado aplicaciones interesantes de nisina, como las
patentadas por la Universidad de Jiangsu, las cuales proponen la incorporacion de
la bacteriocina en un gel anti-inflamatorio (CN201711137811) y un enjuague bucal

(CN201711137239), para la limpieza oral y el tratamiento de ulceras bucales.

Las aplicaciones potenciales para las bacteriocinas son muy extensas,
recientemente se publicé un estudio donde se utilizan los efectos antimicrobianos
de una mezcla de bacteriocinas producidas por Lactobacillus rhamnosus como
tratamiento de las infecciones ortopédicas post-operatorias causadas por
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. En donde se utilizé un modelo

in vivo con conejos para probar la eficiencia de esta mezcla de bacteriocinas.

Los resultados de este estudio muestran que la formacion de biopeliculas disminuye
en los implantes después del tratamiento con las bacteriocinas. Lo que es un avance
importante ya que las infecciones ortopédicas, son una complicacion importante que
pueden llegar a comprometer la salud del paciente, y pueden causar retrasos en la
recuperacion, por lo que estos resultados destacan un método novedoso para el

tratamiento de infecciones de implantes in vivo 52,

Finalmente, algunas bacteriocinas como la cinamicina podrian tener aplicaciones
biomédicas diferentes, desde una perspectiva médica no antimicrobiana, ya que

esta bacteriocina inhibe la funcion de la enzima fosfolipasa A2 y la enzima
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convertidora de angiotensina, involucradas en el sistema inmune y en la regulacién
de la presion sanguinea (Tabla 10) 34.

Esta informacion sugiere que el uso de bacteriocinas en terapias antimicrobianas
alternativas es viable, por lo que estos péptidos pueden proveer parte de la solucion
en bdsqueda de nuevos tratamientos contra bacterias de origen clinico, ya que sus

beneficios en el area clinica son notorios.
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5.6. Aplicaciones en medicina veterinaria

Como resultado de la creciente preocupacion del uso de antibidticos en el
tratamiento y prevencion de enfermedades en animales, se ha investigado el uso
de las bacteriocinas como una alternativa potencial. Tal es el caso de la bacteriocina
lacticina 3147, la cual se ha estudiado en la prevencién de la mastitis bovina 44.

El tratamiento de la mastitis generalmente implica el uso de antibiéticos, lo que
representa algunas desventajas, como la aparicion de residuos de medicamentos
en la leche de las vacas tratadas, y la apariciéon y diseminacion de patdgenos

resistentes a los antibiéticos entre animales 3.

A pesar de que en los ultimos afios se han implementado programas de manejo de
la mastitis, las infecciones causadas por S. aureus aun persisten como causa de
esta enfermedad. Los estafilococos pueden transmitirse facilmente en los cuartos
de lactancia de vacas. Las vacas no lactantes son particularmente susceptibles a
infecciones estafilocécicas y frecuentemente se administran antibiéticos para
prevenir la contaminacion %. Sin embargo, su uso se ha considerado debido a su
conexién percibida con la aparicibn de bacterias resistentes a antibioticos,

particularmente con el aumento de SARM.

Estas preocupaciones han obligado a emitir recomendaciones sobre tratar de
reducir el uso de antibioticos, y es posible que las terapias con antibiéticos en los

animales sean restringidas en un futuro.

Las alternativas que existen actualmente para reducir el uso de antibioticos incluyen
bacteriocinas como nisina y lacticina 3147, ya que son sustancias antimicrobianas
de calidad alimentaria con un amplio espectro de accién contra bacterias Gram

positivas %3,

La lacticina 3147 ha demostrado ser eficaz en la inhibicion de S. aureus ATCC25923
y S. thermophilus HA 'y ST112 (Tabla 12), por esta razén desperté un interés en el
tratamiento de la mastitis bovina, que es posiblemente la méas costosa en la industria
lactea. Por lo que se han iniciado estudios para investigar su capacidad para inhibir

una variedad de aislados clinicos obtenidos a partir de animales infectados 32.
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Twomey et al.,, (2000) propone la incorporaciéon de la bacteriocina a las
preparaciones de selladores de pezones, que actian como una barrera fisica en la
vaca contra la infeccion. Por lo que la bacteriocina proporcionara una barrera
antimicrobiana adicional sobre la fisica proporcionada por el propio sello. En este
estudio se demostroé que aquellos sellos de pezones que contienen la bacteriocina
resultan efectivos, en general, los animales toleraron los sellos que contienen la

bacteriocina presentando bajos recuentos de células somaticas asociadas.

Esto ademas muestra atractivos obvios en la industria lactea, ya que el uso de
bacteriocinas en el tratamiento de la mastitis puede significar que no se requerira
un descarte de leche o retencion de carne, como seria el caso con un tratamiento

basado en antibi6ticos.

Tabla 12. Bacteriocinas con aplicaciones potenciales en medicina veterinaria.

Microorganismo  Espectro de Aplicaciones

Bacteriocina Referencias

productor inhibicion potenciales
Inhibe a S. Prevencion y
ot aureus control de la
Laﬁf'?”a Lacfggt‘i’gcus ATCC2593,S.  mastitis bovina. 53
thermophilus Elaboracion de un
HAy ST112 sello para pezén
Inhibe bacterias
Gram positivas
y Gram
Nisina Lactocqccus negativas, Mastitis bacteriana 44
lactis .
incluyendo
Helicobacter
pylori
Prevencién y
Muestra tratamiento de
Nukacina Staphylococcus @ actividad contra infecciones
. X . 54
3299 simulans diversas cepas bacterianas,

de S. aureus

incluida la mastitis
bovina

En la Figura 4 se muestra la evaluacion de la actividad de la bacteriocina en
experimentos in vivo realizada por Twomey y colaboradores (2000), en donde se

inocularon los pezones de las vacas 18 horas antes del ordefio, para posteriormente
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evaluar la leche ordefnada. Esta figura muestra el efecto de lacticina 3147 inhibiendo

diversas cepas de S. aureus aisladas clinicamente de animales infectados.

Los resultados obtenidos muestran que a mayor concentracion de la bacteriocina
se presenta una disminucion en ciclos logaritmicos de las bacterias, por lo que

lacticina 3174 es efectiva en la inhibicidén de dichas cepas patdgenas.
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Figura 4. Efecto bactericida de lacticina 3147 contra (A) Staphyloccus aureus DPC5245, (B) S. aureus
DPC5246 y (C) S. aureus DPC5247. La concentracion de lacticina 3147 en la suspension bacteriana fue de 0
AU/mL (o), 2,560 AU/mL (=) y 5,120 AU/mL (A) (Adaptado de Twomey et al., 2000).
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Ademas, recientemente la comparfia ImmuCell ha sacado a la venta el producto
Wipe Out® Dairy Wipes, que consiste en una toallita himeda que se utiliza para la
limpieza del area de la tetilla (especialmente en su abertura) %°, cuyo ingrediente
activo es nisina, que controla dos de las principales bacterias que causan la mastitis,

S. aureus y S. agalactiae.

Estos tratamientos con bacteriocinas presentan la ventaja de proporcionar una
barrera adicional contra bacterias patdgenas Gram positivas, que pueden ser
introducidas de manera no intencional durante el ordefiamiento. La principal ventaja
es que ninguno de los componentes de estos nuevos productos contienen

antibioticos, y, por lo tanto, no comprometen sus aplicaciones actuales.

Por lo que la eficiencia del sello pezdn con lacticina 3147 y la toallita hUmeda con
nisina presentan alternativas atractivas en el tratamiento de mastitis en bovinos, por

lo que actualmente se esta investigando como ampliar su aplicacion.

W Facultad de Quimica

— e

41

——
| —



5.7. Aplicaciones en la industria de cosméticos y productos de cuidado
personal

En el area de cuidado personal, el acné es una de las enfermedades cutaneas mas
comunes, la cual provoca comezdn y lesiones inflamatorias graves en la cara,
espalda y térax °6. Staphylococcus epidermidis y Propionibacterium acnes se han

reconocido como las principales bacterias de la piel causantes de acné.

En este sentido, se penso en el uso de las bacteriocinas como un ingrediente activo
en los cosméticos, con el fin de controlar el crecimiento de bacterias patégenas y
proporcionar proteccion contra la inflamacion microbiana en la piel, ya que para ser
apropiado para los cosméticos de la piel, el ingrediente activo debe ser no toxico,
hipoalergénico y no irritante, ademés, se desea que sea biodegradable, y las

bacteriocinas cumplen con todos estos requisitos.

En el area cosmética las composiciones que integran bacteriocinas, presentan la
ventaja de evitar el desarrollo de resistencias por patdégenos que colonizan e
infectan la piel. Por esta razén existen algunas publicaciones sobre la habilidad que
presentan algunas bacteriocinas para inhibir a P. acnes (Tabla 13), reduciendo las
lesiones inflamatorias causadas por esta bacteria. Tal es el caso de las producidas

por Lactococcus sp. HY 449 y Enterococcus faecalis SL-5 51,

En el caso de la Enterocina L50 producida por E. faecalis SL-5, se ha patentado su
uso ya que ha sido registrada como Lactopad™ por Cell Biotech Co. Ud. (KOSDAQ)
con el objetivo de utilizarla con propositos cosméticos, en las capas superiores de
la piel. Actualmente, la compafiia ofrece tres productos cosméticos bajo la marca
LACTOCIear, para el cuidado y salud de la piel: Face wash, Skin renewal cleanser
y Bio-active cream %7 (Figura 5). Donde la producciéon de la bacteriocina se da in
situ, ya que mencionan gue la bacteria acido lactica es la que es empleada como

probidtico.

La importancia de la aplicacion de las bacteriocinas en el tratamiento de esta
condicion, se debe a que el acné es la infeccion cutanea mas comun,

aproximadamente el 85% de los adolescentes padecen en algun grado este
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problema como una respuesta multifactorial que incluye mecanismos hormonales,

microbioldgicos e inmunolégicos 5.

Por lo que las composiciones que integran bacteriocinas, presentan la ventaja de
evitar el desarrollo de resistencias por patégenos que pueden llegar a colonizar e
infectar la piel. Por este motivo se ha incrementado el estudio y el nimero de
publicaciones sobre la habilidad de algunas bacteriocinas para inhibir a P. acnés,

reduciendo lesiones inflamatorias causadas por esta bacteria.

Clea

PROBIOTIC
SKINCARE
SYSTEM

Cleat
PROBIOTIC no-;o;lc

SKINCARE SKINCARE
SYSTEM SYSTEM

FACE WASH EXFOLIATING CLEANSER ACTIVE CREAM

Figura 5. Productos cosméticos que utilizan bacteriocinas como ingrediente activo. (Tomado
de cellbiotechint.com)
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5.8. Bacteriocinas de importancia industrial

5.8.1. Nisina

Es la bacteriocina mejor caracterizada producida por Lactococcus lactis subsp.
lactis, es un péptido bioactivo de 34 aminoacidos y 3.4 kDa de peso molecular. Es
empleada de manera comun como aditivo en la industria de alimentos para para
prevenir la descomposicidn ocasionada principalmente por Clostridium,
Staphylococcus, Bacillus y Listeria 3°, ya que es la Unica bacteriocina reconocida
por la FDA como GRAS y se encuentra en la lista positiva de aditivos alimentarios
de la Unién Europea (E234) con potencial reconocido para su uso clinico, debido a
gue no presenta toxicidad, es degradada por enzimas digestivas y es ausente de

color y sabor 1544,

La nisina nativa presenta un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram positivas, y también se ha encontrado que es efectiva contra las
esporas bacterianas resistentes al calor de Clostridium botulinum %8, lo que la hace
adecuada para una serie de aplicaciones diferentes. Sin embargo, presenta muy

poca o nula actividad contra algunas bacterias Gram negativas y levaduras #4.

Es més eficaz en alimentos con pH acido y bajo contenido en proteinas y grasas,
en el caso de los alimentos con pH mayores a 6 presenta una eficiencia limitada
debido a su poca solubilidad. Se vende comercialmente en forma de polvo bajo la
marca Nisaplin® que contiene 2.5% de nisina en balance de cloruro de sodio y
solidos de leche (Aplin y Barrett, Towbridge, Wiltshire, Reino Unido). Se
comercializa con una actividad estandarizada de 1x10® Ul/g, mientras que 1g de

nisina pura contiene 40x10°8 Ul, y es utilizado en la conservacién de alimentos 4°.

No so6lo ha sido aceptada como segura y como conservador natural en diferentes
areas de la industria de alimentos, también se ha empleado en diferentes
tratamientos para algunas condiciones de salud (ulceras estomacales, infecciones

de colon, etc.), cosméticos y productos veterinarios 1° (Tabla 14).
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Asi mismo, se han realizado estudios en los que se ha demostrado que la nisina

sola o en combinacién con otros antibiéticos puede ser eficaz contra patdégenos

Gram-negativos “°.

Tabla 14. Aplicaciones de Nisina en diferentes dreas de salud. (Adaptado de Shin, et al., 2016).

Condicién de Salud

Infecciones
asociadas con
patégenos
resistentes a los
medicamentos

Infecciones
gastrointestinales

Infecciones
respiratorias

Infecciones de piel
de tejidos blandos

Mastitis

Cancer

Salud Bucal

Aplicaciones

La nisina mostro efectos bactericidas contra bacterias Gram
positivas, incluyendo SARM, S. pneumoniae y enterococos. Asi
mismo, se encontr6 que presenta efectos contra aislados
clinicos de S. pneumoniae, incluyendo las cepas resistentes a
penicilina.

Se encontré también que la Nisina es altamente bactericida
contra C. difficile, no es absorbida por el tracto intestinal y no
presenta actividad indiscriminada contra la microbiota intestinal.

La nisina puede ser adecuada para el tratamiento de
infecciones gastrointestinales, ya que no altera la integridad
epitelial intestinal y es insensible a la degradacion por los
componentes del quimo del yeyuno.

Se ha realizado un estudios en ratas y ratones, en los que se
utiliza nisina para controlar la infeccion por S. aureus intranasal
y para prevenir la muerte en los animales infectados con S.
pneumoniae.

Se elaboraron vendajes para heridas con nanofibras que
contienen nisina, y se encontr6 que éstos redujeron
significativamente las infecciones cutdneas inducidas por S.
aureus.

Se empled la administracion de nisina intramamaria y se
encontré que fue efectiva para el tratamiento de la mastitis en
vacas lecheras lactantes.

La nisina fue empleada en el estudio de tumorigénesis de
células HNSCC. Se encontr6 que induce la apoptosis
preferencial y la detencién del ciclo celular.

Se realizaron estudios en monos, en los que la nisina redujo el
namero de estreptococos en la placa dental en aquellos que
recibieron nisina en sus alimentos. Posteriormente, se elabor6
un enjuague bucal a base de nisina, y se administré a perros
Beagle, en donde se encontré que el compuesto logré prevenir
la acumulacién de placa y la inflamacion gingival.
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Adicionalmente, se han encontrado variantes de Nisina, que difieren en uno o mas
residuos de amino&cidos y la ingenieria genética ha permitido el desarrollo de
nuevas variantes con el objetivo de mejorar la eficacia y la estabilidad en diferentes
condiciones fisiolégicas y mejorar sus propiedades farmacocinéticas para una

variedad de aplicaciones biolégicas (Tabla 15) °°.

Tabla 15. Variantes naturales y por bioingenieria de nisina. (Adaptado de Shin et al., 2016)

Variantes Naturales Variantes modificadas genéticamente
Nisina A Nisina A S29A
Nisina Z Nisina A S29D
Nisina F Nisina A S29 E
Nisina Q Nisina A S29G
Nisina H Nisina A K22T
Nisina U Nisina A M21V
Nisina U2 Nisina Z N20K
Nisina P Nisina Z M21K

Como se menciono anteriormente, hoy en dia el uso de nisina se encuentra cubierto
por diferentes patentes, entre las que destacan su aplicacibn como conservador en
diversos productos alimenticios como quesos frescos, productos enlatados, postres
lacteos, leche deshidratada.

5.8.2. Pediocina PA-1

La pediocina es una bacteriocina perteneciente a la clase lla producida por
Pediococcus spp., que consta de 44 aminoacidos y 4.84 kDa de peso molecular.
Posee la caracteristica de inhibir L. monocytogenes. Sin embargo, Pediococcus
spp. no puede fermentar la lactosa, por lo que para permitir su uso en productos
lacteos, mediante ingenieria genética se realizé la produccién heteréloga de la

bacteriocina, utilizando como huéspedes bacterias acido lacticas.®°

La pediocina PA-1 es una bacteriocina producida por Pediococcus acidilactici
PAC1.0, que tiene accion bactericida frente a varias bacterias patdgenas,

incluyendo Listeria monocytogenes 1, ha sido bien caracterizada para ser utilizada
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en la industria alimentaria como bioconservador. Tiene una masa molecular de 4.6
kDa y su punto isoeléctrico es de 9.6. Ademas, la actividad antimicrobiana de esta
bacteriocina se mantiene a 100 °C, se reduce a 121 °C, y se presenta de manera
mas evidente en valores de pH entre 4 y 7, perdiendo sustancialmente su actividad
biolégica a valores de pH inferiores a 3 o mayores a 9. También se sabe que esta
bacteriocina permanece activa después de los tratamientos con lipasa, fosfolipasa
C, lisozima, DNasa o RNasa; sin embargo, es susceptible a las enzimas

proteoliticas (como tripsina, papaina, ficina y a-quimiotripsina) 3%:°.

5.8.3. Lacticina 3147

La lacticina 3147 es una bacteriocina codificada en plasmido producida por L. lactis
subsp. lactis DPC 3147, esta compuesta por dos péptidos (LtnAl y LtnA2) cuya
actividad sinérgica es necesaria para la actividad antimicrobiana completa. LtnAl
es un péptido de 30 amino&cidos con una masa molecular de 3.306 kDa, mientras
que LtnA2 consta de 29 aminoacidos con una masa molecular de 2.847 kDa. Son
codificados como péptidos precursores de 59 (LtnAl) y 62 (LtnA2) aminoacidos que
posteriormente se procesan para formar los péptidos biolégicamente activos. Por lo

que esta bacteriocina se clasifica como miembro de lantibiéticos de Clase | 2.

Presenta gran actividad contra una diversidad de bacterias Gram positivas, entre
las que destacan los patégenos Listeria, Clostridium, Staphylococcus y especies de
Streptococcus, ademas, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) vy
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (EFRV) muestran una sensibilidad
reducida a esta bacteriocina 2°. Dado que muchos de estos organismos se han
identificado como agentes de descomposicién y patégenos en alimentos, los

desarrollos de sistemas basados en esta bacteriocina presentan atractivos obvios.

La lacticina 3147 tiene una gran variedad de aplicaciones potenciales, como ya se
menciono anteriormente, su uso en el tratamiento de la mastitis bovina es la mayor
aplicacion en la que se ha estudiado, sin embargo, también se han probado varias

cepas de Streptococcus orales con el fin de determinar su sensibilidad a lacticina
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3147, para investigar su uso en aplicaciones como enjuagues bucales y productos
dentales #2.

5.8.4. Lacticina 481

Es una bacteriocina lantibiética de espectro estrecho, es producida por cepas de L.
lactis subsp. CNRZ 481 y también es llamada lactococcina y lactococcina DR.

Tiene una masa molecular de 2.901 kDa y es sintetizada ribosomalmente, ejerce un
efecto bactericida en especies de Lactococcus, algunas cepas de Lactobacillus y
Leuconostoc. Asi mismo, es activa contra Clostridium tyrobutyrucym y el patogeno

alimentario L. monocytogenes .

5.8.5. Sakacina P

Es una pequefia bacteriocina de clase lla de 43 aminoacidos y 4.73 kDa de peso
molecular, es producida por ciertas cepas de Lactobacillus sakei, el cual es
considerado GRAS. La produccién méxima de esta bacteriocina puede obtenerse
mediante el cultivo de la cepa productora en un medio completamente definido, a
20 °C y sin control de pH.

Se sabe que su modo de accién es similar al de pediocina. Y que inhibe el
crecimiento de varias bacterias Gram positivas, incluyendo especies de patdgenos

y de descomposicion, como L. monocytogenes, E. faecalis y Carnobacterium 3°.

5.8.6. Enterocina AS-48

La enterocina AS-48 es una bacteriocina codificada por plasmidos, su actividad se

identifico por primera vez en Enterococcus faecalis subsp. liquefaciens S-48.

Es un péptido circular constituido por 70 aminoacidos, tiene una masa aproximada
de 7.15 kDa y su naturaleza es fuertemente anfipatica, lo que le permite adaptarse
a diferentes condiciones ambientales. En soluciones acuosas, AS-48 adopta una
forma dimérica en donde expone sus dominios hidréfilos, sin embargo, en
condiciones hidrofdbicas, adopta una nueva forma en la que expone sus dominios

hidréfobos, lo que explica su facil insercion en membranas fuertemente cargadas
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negativamente como las de las bacterias, pero sin actividad frente a células

eucariotas 2.

Presenta un amplio espectro de actividad antimicrobiana, principalmente contra la
mayoria de bacterias Gram positivas, incluyendo los patdgenos Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Mycobacterium spp., Bacillus cereus y
algunas bacterias Gram negativas; sin embargo, estas Ultimas requieren
concentraciones muy altas de la bacteriocina o tratamientos combinados que
deterioren la capa externa de lipopolisacaridos 3. También, mantiene su estabilidad
en un rango de valores de pH que van de 3 a 8, es estable a temperaturas de hasta
80°C, a tratamientos con surfactantes (gracias a sus caracteristicas estructurales) y
es sensible a las proteasas digestivas, lo que la hace una prometedora alternativa

como conservador natural 3562,

Tiene un gran potencial como conservador en una gran variedad de sistemas
alimentarios, sin embargo, su eficacia disminuye de manera notable en las matrices
alimentarias en comparacion con los medios de laboratorio, debido su interaccion

con los componentes del sistema 3.

5.8.7. HY 449

HY 449 es una bacteriocina producida por Lactococcus spp. HY 449, esta
bacteriocina presenta una gran estabilidad frente al calor, alto pH y tratamiento con
surfactantes, tiene un peso molecular de 3.6 kDa. La produccion maxima de esta
bacteriocina puede obtenerse mediante el cultivo de la cepa productora en medio

BHI (Infusién cerebro corazoén, por sus siglas en inglés) a 37°C %4,

Ademas, tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de un amplio espectro de
bacterias patdgenas, entre las que destacan los estafilococos y algunas especies
de Listeria 6. También se ha estudiado su efecto en P. acnes ATCC 6919, y se
encontré que la capacidad de esta bacteriocina para causar la lisis celular de P.
acnes ATCC 6919 fue altamente eficiente, por esta razon se ha propuesto el uso de

HY 449 como un agente antimicrobiano eficiente como ingrediente cosmético.
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6. Peptidoglucano hidrolasas
6.1. Caracteristicas generales

Aligual que las bacteriocinas, las peptidoglucano hidrolasas (PGHs) son producidas
por diversas BAL, éstas son un gran y diverso grupo de enzimas hidroliticas que
tienen la capacidad de hidrolizar enlaces del componente principal de la pared
celular bacteriana, el peptidoglucano °. Se encuentran en organismos de todos los
taxones principales, incluyendo animales, plantas, bacterias y virus, sin embargo

sus funciones varian.

Por ejemplo, las lisozimas de origen animal son una barrera de defensa inmune que
brinda proteccion contra bacterias patégenas. Las PGHs de origen bacteriano se
conocen comunmente como autolisinas, ya que se encuentran involucradas en una
variedad de procesos fisiologicos en el ciclo de vida bacteriano. En los
bacteriéfagos, son conocidas como lisinas o endolisinas y desempefian funciones

cruciales en el ciclo de infeccién viral del huésped bacteriano 8.

En este trabajo se describirdn las PGHs de origen bacteriano, que como ya se
menciond, se encuentran involucradas en diversos procesos fisiolégicos que

incluyen la lisis del peptidoglucano.

El peptidoglucano es una molécula compleja que forma una estructura que cubre a
la membrana plasmaética, la cual es responsable de mantener la forma y morfologia
de la célula, y su principal funcion es brindarle proteccion contra los cambios de
presion osmotica del medio que la rodea ¢’. Consiste en cadenas de residuos
alternados de N- acetilglucosamina (NAG) y acido N- acetilmuramico (NAM) unidos
por enlaces $1-4, entrecruzados entre si por péptidos cortos de L- y D- aminoacidos
(Figura 6). Los primeros dos péptidos de la cadena tetra-peptidica generalmente
consisten en L-alanina y D-glutamina o isoglutamina y el udltimo residuo es
generalmente D-alanina. El tercer residuo del péptido del tallo varia a lo largo de las
bacterias, en bacterias Gram positivas es lisina y en las bacterias Gram negativas,
y en muchas bacterias Gram positivas como Listeria y especies de Bacillus es el

mesodiaminopimelato (MDAP) ©8,
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Figura 6. Estructura del peptidoglucano. La parte marcada representa la subunidad tetrapéptido
(mondmero) de disacdrido bdsico. (Adaptado de Vollmer et al. 2008).

El peptidoglucano es el principal componente de la pared celular en bacterias Gram
positivas (Figura 7), donde forma mudiltiples capas y presenta una conformacion
tridimensional que origina una pared celular fuerte y rigida. Por el contrario, en las
bacterias Gram negativas constituye una sola capa delgada. Esta capa de
peptidoglucano es altamente dinamica durante el crecimiento celular y se remodela

en la division celular 8.

Las PGHs son producidas durante el crecimiento bacteriano, cuando la pared
celular se renueva y expande de manera continua, ya que son las enzimas
responsables de hidrolizar los enlaces en la cadena de peptidoglucano y las ramas
de las cadenas laterales, por lo tanto, son responsables de mantener el recambio
global de peptidoglucanos de la pared celular. Durante el crecimiento, para la
insercidon de nuevos precursores y la separacién de las células hijas, se requiere
una escision limitada de la molécula de peptidoglucano, por lo que estas enzimas
se consideran potencialmente letales. Sin embargo, estan estrechamente reguladas
por mecanismos que permanecen en gran parte desconocidos para evitar la lisis

celular accidental, fenémeno por el que también se conocen como autolisinas 67:6°.
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Capsula
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acido teicdico acido lipoteicéico
/

Fosfolipidos

Proteinas de membrana Proteinas de membrana Lipoproteinas
Gram positiva Ciiain iva

Figura 7. Pared celular de bacterias Gram positivas y Gram negativas (Adapatado de Sharma et.
al., 2016)

Las PGHs se han propuesto como una alternativa potencial como agentes
antimicrobianos debido a su propiedad Unica de romper la pared celular de
peptidoglucano presente en bacterias Gram positivas y Gram negativas. En este
escenario, las peptidoglucano hidrolasas pueden emplearse como alternativas
potenciales al uso de compuestos antimicrobianos sintetizados quimicamente en la
industria de alimentos o al uso de antibidticos en el tratamiento de algunas

condiciones de salud ©8.
6.2. Funciones fisiolégicas

Como se mencion0 anteriormente, estas enzimas estan involucradas en una gran
variedad de funciones celulares (Tabla 16) que también incluyen ademas del
intercambio de unidades de peptidoglucano durante el crecimiento, la formacién de
flagelo (en algunos casos) y la autélisis, que generalmente es inducida cuando se
presentan ambientes poco favorables para el crecimiento de la célula, por ejemplo,
la falta de nutrientes 771,
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Tabla 16. Funciones de las peptidoglucano hidrolasas (Adaptado de Vollmer et. al., 2008)

Funciones

Regulacién del crecimiento de
la pared celular

Recambio de peptidoglucano

Produccién de moléculas de
sefalizacion
Reciclaje de productos de

recambio

Separacion celular
durante/después de la division
celular

Juegan un papel en la
esporulacién y germinacién

Montaje de pili y flagelo

Reanimacion de células
latentes

Lisis de células blanco

Formacion de biopeliculas

Observaciones

Ruptura de enlaces para permitir la expansion de la
red de peptidoglucano durante el crecimiento celular

Liberacion de fragmentos solubles de
peptidoglucano durante el crecimiento

Induccion de la B-lactamasa por productos de
recambio de peptidoglucano

Ruptura de productos de recambio para reutilizarlos
en la sintesis de peptidoglucano

Ruptura de la pared celular durante la division
celular en bacterias Gram-negativas. Ruptura del
entrecruzamiento después de la division en
bacterias Gram-positivas

Digestion del peptidoglucano de la célula madre
para liberar la endospora.
Digestion del peptidoglucano de esporas durante la
germinacion

Enzimas especializadas para la ruptura del
peptidoglucano en el ensamblaje de flajelos o
montaje de pili

Estimulacion de la division celular para salir del
estado latente

Secrecion de PGHs para degradar el
peptidoglucano de células blanco

Las PGH son necesarias para la construccioén inicial
de células con superficies hidrofébicas

Ademas, algunas PGHs tienen la funcibn de agrandar los poros en el

peptidoglucano para el ensamblaje de grandes complejos transmembranales de
envoltura (pili, flagelos, sistemas de secrecién), o cortan especificamente el
peptidoglucano durante la esporulacion o la germinacion de las esporas. También,

estan implicadas en fendmenos de lisis, donde su actividad esta altamente regulada,
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y se sabe que la presencia 0 ausencia de ciertos compuestos que se encuentran en
la pared celular (como acidos teicdicos, acidos lipoteicoicos, etc.) inhiben la

actividad de las PGHs de muchas especies Gram-positivas ©’.
6.3. Clasificacion de las PGHs

Las PGHs pueden ser agrupadas en tres clases principales, las glucosidasas que
rompen el esqueleto de glucano (N-acetilglucosamidasas y N-acetiimuramidasas),
las amidasas que rompen el péptido de cadena lateral (N-acetiimuramoil-L-alanina
amidasas) y las peptidasas (endopeptidasas y carboxipeptidasas) que cortan dentro

de la cadena lateral del péptido, que se dividen en funcién de su sitio de corte 67:68.72,

La representacion de los diferentes sitios de accion de las PGHs se presenta en la

Figura 8 y se detalla en la Tabla 17.

N-acetilmuramidasas

/ N-acetilglucosaminidasas

N-acetilmuramoil-L- alanina —3<

amidasas r,— : 3
I.-Ala_) J
s
:ng —— Endopeptidasas N
D-Glu ] / D-Glu
2 =
S \ . X
' mDAP/ | f S ] mDAP/ e
L-Lys | P -~ ys
/ D-Ala | ~ mDAP D-Ala | mDAP
Carboxipeptidasas 7_' ;I:
D-Glu ] D-Glu
LAl | LAl

Figura 8. Estructura del peptidoglucano y sitios de accion de las peptidoglucano hidrolasas en la pared
celular. (Adaptado de Sharma et al., 2016)
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6.3.1. N-acetilglucosaminidasas

Las N-acetilglucosaminidasas son las encargadas de hidrolizar el enlace
glucosidico B 1-4 entre el NAG y NAM en el peptidoglucano, dejando un extremo
NAG reductor (Figura 9), por esta razon también son conocidas como endo-N-acetil-

B-D-glucosaminidasas ©’.

Se han reconocido una gran variedad de enzimas producidas por diversos géneros
de bacterias que presentan esta actividad (Tabla 18). Siendo las mas conocidas:
LytB producida por Streptococcus pneumoniae, AtlIA y AtID producidas por
Enterococcus faecalis, Acd la cual es producida por Clostridium difficile, y las
producidas por Bacillus subtilis LytD y LytG. Asi mismo, Lactococcus lactis tiene tres

conocidas AcmA, AcmB y AcmC y una hipotética AcmD.

1
1 N D A
R CH,
H,OH
’ H o - o H
N 0 Hi HC- OH -+
o L & L wEm Y N
CH I G0 i g0 60
CH,

A N
3 R
NAG NAM NAG \
CH——

1,6-anhidroNAM

Figura 9. Sitios de accion en el peptidoglucano por (1) N-acetilglucosaminidasas, (2) lisozimas y (3)
transglicosilasas liticas. (Adaptado de Vollmer et al., 2008)

6.3.2. N-acetilmuramidasas

Son conocidas también como N-acetil-B-D-muramidasas, y estas enzimas son las
encargadas de hidrolizar el enlace glucosidico B 1-4 entre los residuos de NAM y
NAG en el peptidoglucano. Este enlace puede dividirse de dos maneras diferentes
(Figura 9): las lisozimas, que hidrolizan el enlace glucosidico dando como resultado

un NAM reductor, y las transglicosilasas liticas, que rompen el enlace con una
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reaccion de transglicosilacion intramolecular, dando como resultado la formacién

del anillo 1,6-anhidro en el residuo NAM 67,

Hay muy pocas enzimas bien caracterizadas que presentan esta actividad, ejemplo
de ellas son las presentadas en la Tabla 19. Siendo una de las mas conocidas LytC
producida por Streptococcus pneumoniae, la cual se sabe que esta involucrada en
la autolisis celular de este microorganismo, ademas, contiene un sitio de union a
colina, lo que permite mediar su unién a la pared celular mediante los acidos

teicoicos, lo que es esencial para su actividad 3.
6.3.3. N- acetilmuramoil-L- alanina amidasas

Las N-acetilmuramoil-L-alanina amidasas cortan el enlace amida entre NAM vy el
residuo de L-alanina terminal del péptido del tallo. Estas enzimas también se
conocen como peptidoglucano amidasas, peptidoglucano amidohidrolasas o
simplemente amidasas. Se sabe que en la mayoria de los casos, estas enzimas
contienen un péptido sefial en sus extremos N que permiten su transporte a través

de la membrana citoplasmatica ©’.

Algunas de las enzimas producidas por bacterias con actividad de N-acetilmuramoil-
L-alanina amidasas de las que se tiene informacién actualmente, se presentan en
la Tabla 20, dentro de esta clase de enzimas las mas conocidas son: LytA, SKk1,
Millericina B, CwIC, producidas por S. pneumoniae, S. mitis SK13, S. milleri

NMSCCO061 y B. thuringiensis respectivamente.

6.3.4. Peptidasas (Carboxipeptidasas y endopeptidasas)

Estas enzimas son las encargadas de hidrolizar los enlaces amida entre
aminoacidos en el peptidoglucano, y dependiendo de su especificidad, se clasifican
como carboxipeptidasas (si rompen el enlace C-terminal) o endopeptidasas (si
rompen el enlace dentro del péptido). Ademas, dependiendo del enlace que rompen
entre los aminoacidos, las endopeptidasas y las carboxipeptidasas se denominan
DD-peptidasas si rompen el enlace entre el D-aminoacido, y se denominan DL o

LD-peptidasas si rompen el enlace entre los D- y L- aminoacidos 2.
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6.4. Aplicaciones en la industria de alimentos.

En los ultimos afios el uso de enzimas con actividad litica como agentes
antibacterianos en la industria de los alimentos ha ido incrementando, debido a que
provee diversas ventajas al producto y al consumidor. Dentro de estas ventajas esta
la eliminacion de la colonizacion bacteriana de las membranas de la mucosa del
aparato digestivo, el tratamiento en infecciones provocadas por bacterias y el control

de bacterias patégenas en alimentos 4.

En la industria de alimentos, la lisozima representa el uso mas concreto de
peptidoglucano hidrolasas, esta enzima presenta actividad de N-acetiimuramidasa
y es considerada como un excelente bioconservador debido a que se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza y no se considera como aditivo. Sin
embargo, la lisozima proveniente del huevo de gallina es la mas utilizada como
conservador en alimentos como carnes, embutidos, pescado, verduras, frutas, vino

y leche en polvo 7.

La lisozima es eficaz en la mayoria de problemas de deterioro causados por
bacterias Gram positivas, sin embargo, su actividad es menor contra bacterias Gram
negativas por la proteccion de la capa de peptidoglucano por la membrana externa.
Esta es una limitacion importante de la aplicacion no sélo de la lisozima, sino de
todas las PGHs como conservantes de alimentos . La principal aplicacion de la
lisozima en la industria de alimentos es la proteccion de quesos semiduros contra
Clostridium tyrobutyricum, y en el control de la actividad bacteriana en algunas

clases de vinos 6676,

Actualmente, el interés en las PGHs y los nuevos avances en técnicas moleculares,
han hecho posible la identificacion y caracterizacion de nuevas enzimas, Sin

embargo, no han sido probadas como posibles bioconservadores de alimentos.

Las BAL son consideradas por diversos autores como una fuente importante de la
produccion de PGHSs, y pueden tener un uso potencial en el control de patégenos
en la industria alimentaria por su categoria GRAS 7°.

En general las PGHs de amplio espectro pueden ser interesantes para utilizarse en
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aguellos alimentos en los que se requiere lograr una prolongacién general de la vida
atil, mientras que las PGHs de espectro estrecho pueden ser Utiles en la eliminacion

o el control de patégenos y organismos de deterioros especificos 6674,

Un ejemplo de la aplicacion en alimentos, es el uso de lisostafina en leche de vaca,
donde se ha demostrado que puede resistir el proceso de pasteurizacion, por lo que
puede tener un amplio efecto durante el almacenamiento de la leche hasta su
consumo, ademas se ha demostrado que tiene un efecto bactericida contra S.

aureus en diversos tipos de alimentos (Tabla 22) 7.
Tabla 22. PGH con aplicaciones en alimentos

Enzima Espectro de inhibicion Aplicaciones potenciales

Se ha demostrado su efectividad en
varios alimentos, como leche,
ensalada de mayonesa y carne de
cerdo

Lisostafina S. aureus

L. monocytogenes
Lisozima Salmonella anatum
Clostridium tyrobutyricum

Muestras de salmén ahumado y
quesos semiduros

Otra enzima interesante es la AtID producida por Enterococcus faecalis, ya que
muestra actividad contra varias bacterias patégenas alimenticias como L.
moncytogenes y S. aureus, ademas, al ser aislada de una fuente natural, favorece
su facil adaptacion a diversas matrices alimentarias, en donde podria emplearse

como aditivo 8.

Actualmente, un campo de desarrollo es la incorporacién de la lisozima en un nuevo
modelo de material de envasado de alimentos “activo”, en aquellos productos
alimenticios que se encuentran intactos de una sola pieza o que pueden estropearse

facilmente en su superficie ©°.
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6.5. Aplicaciones Biomédicas

La propagacion de cepas resistentes a antibidticos, como ya se ha mencionado, se
ha convertido en un problema mundial, se trata de uno de los problemas de salud
publica mas importantes en la actualidad, ya que se han encontrado cepas que
muestran resistencias multiples, por lo que los tratamientos con antibidticos
convencionales, no han logrado solucionar el problema. Las PGHs se han propuesto

como una alternativa, sin embargo pocas investigaciones hay al respecto.

Dentro de las aplicaciones en el area biomédica se encuentra el uso de PGHs en el
tratamiento contra infecciones causadas por S. aureus, como ya es bien conocido,
Staphylococcus aureus es el mayor patdogeno causante de enfermedades
nosocomiales incluyendo endocarditis, osteomielitis, neumonia, sindrome de shock
toxico e intoxicaciones alimentarias ’°. En este sentido se han centrado diversos
estudios que han mostrado la efectividad de la lisozima y la lisostafina en el

tratamiento contra este patdgeno (Tabla 23).

Otro microorganismo patégeno comun, es Streptococcus pneumoniae, quien es el
causante principal de neumonia y meningitis. En el tratamiento contra este patégeno
se ha propuesto que LytA (la cual es codificada por este microorganismo), ha sido
muy Util para destruir células de S. pneumoniae in vitro &, lo que podria ser una

interesante aplicacion en el area biomédica .

En general, las PGHs de amplio espectro pueden ser interesantes en situaciones
en las que se debe controlar una amplia gama de bacterias para lograr una
prolongacion general de la vida util, mientras que las PGHs de espectro estrecho,
pueden resultar Gtiles en la eliminacion o control de patégenos especificos sin
alterar el ecosistema microbiano %, por ejemplo, en el control de patégenos en el

tracto gastrointestinal.

Estos estudios, muestran la posibilidad del uso de PGHs como agentes

antimicrobianos en varias aplicaciones, incluidas las terapéuticas 8.
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6.6. Peptidoglucano hidrolasas de importancia industrial
6.6.1. Lisozima (E.C. 3.2.1.17)

Se trata de una enzima antimicrobiana caracterizada por una sola cadena
polipeptidica. Esta clasificada como GRAS por la FDA y como aditivo alimentario

por la Unién Europea con actividad bacteriostatica, bacteriolitica y bactericida 2.

Su principal aplicacién es en la industria quesera para la proteccion en los quesos
frente a bacterias dafiinas como Clostridium tyrobutyricum, que provoca la
hinchazén de los quesos. Sin embargo, también se utiliza para conservar otros

alimentos como pepinillos, pescado, carne, frutas y fideos.

La accién antimicrobiana de la lisozima esta mediada por su actividad muramidasa,
que cataliza la hidrdlisis de los enlaces B1-4 de NAM y NAG 3. Presenta un mayor
espectro de accion en bacterias Gram positivas, debido a que el 90% de su pared
celular esta compuesta por peptidoglucano, lo que las hace muy susceptibles a la
actividad antimicrobiana de la lisozima, pero también muestra actividad contra
algunas bacterias Gram negativas a través de diversos mecanismos que involucran
un efecto sinérgico con otros compuestos que le permitan acceder al peptidoglucano

que se encuentra protegido contra la membrana externa 8283,

Naturalmente, la lisozima se encuentra en muchos organismos como virus, insectos,
anfibios, reptiles, aves y mamiferos, se produce en tejidos y fluidos, sin embargo es

de la clara de huevo de donde se obtiene para su uso industrial 4.
6.6.2. Lisostafina (E.C. 3.5.1.28)

Es una de las PGHs méas estudiadas recientemente, es producida por
Staphylococcus simulas y se sabe que es altamente especifica a S. aureus. Esta
enzima es una metaloproteasa dependiente de Zn 2*, y tiene un peso molecular de
27 kDa 8. El objetivo natural de la lisostafina es el enlace interpéptido pentaglicina,
por esta razon su actividad se limita a Staphylococcus aureus y microorganismos

relacionados.
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7. Aditivos alimentarios y su regulacién en alimentos

Por definicion del acuerdo publicado por la Secretaria de Salud en el Diario Oficial
de la Federacion el 16 de Julio del 2012, se entiende como aditivo alimentario
«cualquier sustancia que en cuanto a tal no se consume normalmente como
alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor
nutritivo, y cuya adicion al producto con fines tecnoldgicos en sus fases de
produccion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado,
transporte o almacenamiento, resulte o pueda preverse razonablemente que resulte
(directa o indirectamente) por si o sus subproductos, en un componente del
producto o un elemento que afecte a sus caracteristicas (incluidos los
organolépticos). Esta definiciobn no incluye "contaminantes" o sustancias afiadidas

al producto para mantener o mejorar las cualidades nutricionales» .

A nivel Nacional, la dependencia encargada de la regulacién de aditivos es la
COFEPRIS (Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios) bajo la
supervision de la Secretaria de Salud, mediante el acuerdo publicado en el Diario
Oficial de la Federacion el 16 de Julio del 2012. En el cual se establece un listado
referente a partir del cual pueden establecerse los limites maximos de aditivos en

alimentos, bebidas y suplementos alimenticios &°.

A nivel mundial el érgano responsable de la evaluacion de riesgos de los aditivos
para la salud humana es el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos
Alimentarios (JECFA), que es un grupo internacional e independiente de expertos
cientificos que es administrado por la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas

para la Alimentaciéon y Agricultura) y la OMS (Organizacion Mundial de la salud) 8687,

Este comité se encarga de comprobar la inocuidad de los aditivos dando su
aprobacion a aquellos que no presentan algun riesgo sanitario apreciable para los

consumidores 87:88.89,

En Estados Unidos, la FDA (Food and Drug Administration) es el organo
responsable de proteger la salud publica mediante la regulacion de alimentos (tanto

para personas como para animales), medicamentos de uso humano y veterinario,
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cosmeéticos, vacunas y otros productos bioldgicos. Y en Europa su uso es regulado
por la EFSA (European Food Safety Authority) que es una agencia financiada por
la Unién Europea %, la cual dispone de una lista de aditivos permitidos para su uso
en alimentos, la cual es aceptada en todos los paises miembros, aunque también
se admite que cada pais incorpore alguno dentro de sus fronteras. A cada una de
las sustancias incluidas en esta lista se le asigna un “Numero E”, para su

identificacién inequivoca °'.
7.1. Aceptabilidad de un aditivo alimentario

Las listas de aditivos permitidos, prohibidos o restringidos en México, pueden ser
modificadas para la adicién de nuevos aditivos a peticion de cualquier interesado,
de conformidad con el articulo 208 del RCSPS (Reglamento de Control Sanitario de
Productos y Servicios), o cuando se proporcionen a la Secretaria de Salud las
evaluaciones y probaciones del JECFA, el Codex Alimentarius, la Unidon Europea

y/o de los Estados Unidos de América 8°.

De acuerdo al articulo 208 del RCSPS para la aprobacion de un aditivo se debe

proporcionar a la Secretaria de salud la siguiente informacion:

l. Nombre genérico y comun, si se trata de una sustancia quimica, o el
género y especie, si se trata de un producto derivado de un vegetal o
animal.

Il. Cuando proceda, la formula quimica condensada y estructural, si se
conoce.

Il. Justificacién de su funcién tecnoldgica.

V. Estudios toxicologicos de origen nacional o extranjero, a corto, mediano
y largo plazo en los que se incluya la DLso en animales mamiferos de
laboratorio y la ingestion diaria admisible (IDA) para evaluar su inocuidad,
especialmente en relacion con el cancer y sus efectos teratogénicos, Si
es el caso.

V. Métodos analiticos para determinar su identidad, pureza y contaminantes.
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V1. Los productos en los que se propone su empleo y proporcion, de manera
que ésta no rebase los margenes de seguridad, a fin de determinar si su

uso representa un riesgo para la salud del consumidor.
7.2. Evaluacion de la seguridad de un aditivo 88

Para determinar la aceptabilidad de un aditivo nuevo, se deben tener estos

conceptos fundamentales que sirven de guia para aceptar la sustancia como tal:

e Cumple wun fin tecnolégico en la produccion, procesamiento,
acondicionamiento, envase, transporte o almacenamiento del alimento.

e Contribuye a mantener la calidad nutritiva del alimento, previniendo la
destruccion de compuestos importantes del mismo.

e Contribuye a mejorar y/o mantener las caracteristicas organolépticas, la

conservacion y/o estabilidad del alimento.

Asi mismo, para establecer si una sustancia propuesta como aditivo puede utilizarse

como tal, se requiere conocer:

e La estructura quimicay las propiedades fisicas (solubilidad, densidad, etc.) y
guimicas de la sustancia, para que su determinacién cualitativa y cuantitativa
sean factibles.

e Verificar que el aditivo cumple con las normas de identidad y pureza fijadas
por JECFA, siendo necesario también establecer la naturaleza y cantidad de
las impurezas que pueden acompanar al aditivo.

e Evaluaciéon de la toxicidad, la cual no debe deducirse Unicamente de la
consideracion de la estructura quimica y las propiedades de la sustancia.
Bajo este contexto se debe determinar su clasificacion en:

a) Toxicos que actian a cierta concentracién. Por debajo de una dosis limite
son desdoblados y excretados sin causar dafos.

b) Toxicos que actuan por acumulacion en ciertos tejidos o componentes del
organismo, que provocan dafios al alcanzar cierta concentracion.

c) Toxicos que actian por suma de las dosis ingeridas de manera que al
alcanzarse cierta dosis total, se produce la aparicion del dafio.
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8. Aspectos regulatorios del uso de bacteriocinas y peptidoglucano
hidrolasas °2

Con la aprobacion de nisina y lisozima como compuestos antimicrobianos de origen
natural, hay un reciente interés por la aprobacion de diferentes bacteriocinas y
PGHs producidas por bacterias.

En la base de datos de JECFA se pueden encontrar las monografias de nisina y
lisozima (Anexo |y Il), en las que se pueden observar las especificaciones de
identidad y pureza establecidas por este comité de expertos cientificos. Estas
monografias tienen como objetivo asegurar que las evaluaciones de inocuidad del

comité se aplican con un alto grado de fiabilidad, a todos los aditivos alimentarios.

Para la elaboracion de las monografias, el comité solicita informacién sobre la
sustancia que se requiera revisar como nuevo aditivo. La formulacién de las
especificaciones requiere que se ponga a disposicion del comité informacion
detallada sobre el método de fabricacion del compuesto, incluida la informacion

sobre las materias primas y su caracterizacion quimica .

En el caso de las bacteriocinas se consideran como aditivos que no son preparados
enzimaticos ni aromatizantes, por lo que sus especificaciones deben incluir los

siguientes datos %3

1. Titulo: Se debe elegir el que, en opinion del JECFA, mejor identifique a la
sustancia o sustancias especificadas.

2. Sin6énimos: Se enumeraran los nombres, acrénimos y siglas con los que se
conoce de manera comun a la sustancia, aparte del utilizado en el titulo.

3. Definicion: Esta seccion debera contener informacion sobre las materias
primas utilizadas en la fabricacion del compuesto, junto con una breve
descripcion de los aspectos mas destacados del método de fabricacion.

e Denominacion quimica: Si existe una denominacion de la IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) para un aditivo se

debera incluir.
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NUmero o numeros CAS: Se presentara el nimero de registro del CAS
del compuesto.

Formulas quimicas y estructurales del compuesto.

Peso del preparado: El cual corresponde al peso molecular, calculado
a partir de los valores que proporciona la IUPAC en su tabla de pesos
atomicos normalizados.

Andlisis: Se especificara el contenido minimo admisible o el intervalo

del contenido méximo admisible del compuesto.

Descripcion: En esta seccion se proporcionara la informacion sobre el

aspecto fisico y otras propiedades importantes, por ejemplo estabilidad y olor.

Usos funcionales: Se debe incluir la funcién tecnoldgica del aditivo, puede

tener mas de una.

Caracteristicas

Identificacion: Se proporcionan los criterios de identificacion que
suelen incluir la solubilidad en agua, la solubilidad en disolventes
organicos, reacciones cromaticas, espectros de absorcion y valores
de pH.

Pureza: Se proporcionan los aspectos relacionados con la pureza del
compuesto, tales como los limites de impurezas, los cuales se basan
en la informacion disponible sobre el proceso de fabricacion del
compuesto. Asi mismo, si corresponde, se incluyen los criterios de

pureza microbiologica.

Pruebas

Pruebas de identificacién: Son los principios basicos del método de
analisis, en los cuales se incluye normalmente la parte narrativa, junto
con los detalles de los apartados y los reactivos, el procedimiento
analitico y el método para calcular los resultados.

Pruebas de pureza: En esta seccion se describen a detalle los
procedimientos de prueba a los que se ha hecho referencia en la

seccion “Caracteristicas de pureza”, se incluyen los detalles de los
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equipos y reactivos, el procedimiento analitico y el método para

calcular los resultados.
8. Método de analisis: Este debe incluir una descripcion de sus principios, una
enumeracion de los equipos Yy reactivos necesarios, detalles del

procedimiento analitico y el método para calcular los resultados.

En el caso de nisina, en su monografia se muestran todos los requisitos antes
descritos. Se presenta la definicion del compuesto y el microorganismo del cual
proviene: Lactococcus lactis subsp. lactis. Ademas, de manera muy general se
mencionan las condiciones de su produccion, purificacion y presentacion comercial.
Posteriormente, se encuentran su férmula quimica, su forma estructural, peso

molecular y analisis.

En el caso de las peptidoglucano hidrolasas, éstas pueden considerarse como
preparados enziméticos, por lo que deben cumplir las Especificaciones y
consideraciones generales para preparados enzimaticos utilizados en la
elaboracion de alimentos. Los preparados enzimaticos deben satisfacer los criterios
de las especificaciones que figuran en las distintas monografias, las cuales suelen

incluir los apartados que se enumeran a continuacion °3:

1. Titulo: Se incluye el nombre dado al preparado enzimatico, que normalmente
coincide con el de la actividad o actividades enziméticas que caractericen al
preparado con mayor precision.

2. Sinénimos: Esta seccion incluye nombres y siglas por los que se conoce
comunmente a la sustancia, a parte de los utilizados en el titulo.

3. Origen: En esta seccién se identifica el origen (animal, vegetal o microbiano)
de la materia de la que se ha derivado el preparado enzimético. También se
deberan indicar, si corresponde, las especies, cepas o variantes, los nimeros
de cepa y los numeros de plasmido, cuando proceden de colecciones o
depositarios de cultivo reconocidos (por ejemplo, la ATCC). En los casos en
gue el organismo de origen ha sido obtenido mediante técnicas de ADN
recombinante, se incluye una descripcién de este proceso y la identificacion
del organismo huésped.
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e Principios activos: Aqui se enumeraran las principales actividades
enzimaticas que presenta el preparado.

e Denominaciones y nimeros sistematicos: Si existen, se enumeraran
las denominaciones sistematicas de la Union Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, por sus siglas en inglés) y
los numeros de la Comision de Enzimas (CE) para cada principio
activo.

e Reacciones catalizadas: Esta seccion incluye la descripcion de los
sustratos sobre los cuales actiua el preparado enzimatico, las
reacciones catalizadas y los productos resultantes.

e Actividades enziméticas secundarias: Se enumeraran, si corresponde,
las actividades secundarias que se pueden presentar.

4. Descripcion: Esta incluye informacién sobre el aspecto fisico, junto con otra
informacion sobre la solubilidad en agua, la solubilidad en disolventes
organicos y los detalles pertinentes del proceso de fabricacion. También, se
incluye en esta seccion informacién sobre los diluyentes, portadores,
estabilizadores, conservantes y agentes de inmovilizacion que puedan estar
presentes en productos comerciales.

5. Usos funcionales: Se exponen las funciones tecnoldgicas, principales y
secundarias, del preparado enziméatico tal como se utiliza en los alimentos.

6. Caracteristicas

e Identificacién: Se enumeran las actividades enzimaticas de los
principios activos.

7. Pruebas: Aqui se incluyen los métodos de analisis aplicables a las
actividades enzimaticas de los principios activos enumeradas en la seccion

de caracteristicas.

En el caso de la enzima lisozima, Unicamente podemos encontrar su definicién. En
la cual se dice que es obtenida de la clara de huevo, su peso molecular, nimero
de aminoacidos por el cual estd compuesta y la especificidad de su actividad
hidrolitica.
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En ambas monografias podemos encontrar su uso funcional y sus caracteristicas
de identificacion, en la de nisina, ademas de las caracteristicas de identificacion,

también se presentan sus caracteristicas de pureza.

La reglamentacion y los requisitos del uso de estos compuestos como aditivos
alimentarios, no se encuentran regulados por algin organismo en México. Sin
embargo, se puede encontrar informacion detallada sobre su regulacion en Estados
Unidos, la cual se encuentra cubierta principalmente por la FDA. Esto tendria la
ventaja de que al cumplir con sus requisitos sanitarios y fitosanitarios se podrian
exportar alimentos con esta tecnologia a Estados Unidos, ademas, al proporcionar
a la Secretaria de Salud la evaluacion y aprobaciones de este organismo, se podria

modificar la lista de aditivos permitidos en México.

Algunos requisitos importantes para documentar la seguridad y la aprobacién del
uso de bacteriocinas o PGH genéticamente modificadas o derivadas de la
fermentacién como conservantes naturales en los alimentos se presentan en este

capitulo.

8.1. Factores involucrados en la aprobacién de bacteriocinas vy

peptidoglucano hidrolasas como aditivos 2

Las disposiciones que afectan principalmente a la seguridad de los alimentos estan
incluidas en el Codigo de Regulaciones Federales (CFR) numero 21, seccion 402.
Por lo que la FDA puede tomar medidas contra un alimento si establece que un
compuesto afiadido puede volverlo dafiino para la salud. Desde 1958 se enmendd
la Ley Federal de alimentos, medicamentos y cosméticos (FD&C Act, por sus siglas
en inglés), para exigir la aprobacion previa a la comercializaciéon de sustancias
quimicas que se agregarian a los alimentos para efectos técnicos, tales como
dulzor, textura y conservacion. La aprobacion de aditivos alimentarios naturales

esta sujeta a dos estandares de seguridad:

1. Cientificos considerados como expertos calificados reconocen la seguridad

del uso propuesto de la sustancia.
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2. La historia del uso de la sustancia depende del uso seguro documentado en
los alimentos antes de 1958.

Las bacteriocinas o PGHs purificadas que se agregaran a los alimentos como
conservadores deben ser reguladas por la FDA como aditivos alimentarios o
sustancias GRAS. En este caso, si la bacteriocina o PGH es una sustancia para la
cual no se pudo establecer el historial de su uso anterior a 1958, el fabricante debera
presentar una peticion de aditivos alimentarios, la cual debe contener informacion
extensa de las propiedades fisicas y quimicas de la sustancia, su uso previsto y su
seguridad. Sila FDA al realizar la evaluacion acepta que el uso propuesto es seguro,
emitird una reglamentacién que describira el aditivo y las condiciones en las que
estd aprobado su uso. Por otro lado, si se puede documentar la presencia de la
bacteriocina 0 PGH en la ingesta de alimentos antes de 1958 y se ha consumido de
forma segura, el fabricante puede presentar una peticibn GRAS y solicitar que la

FDA afirme su uso como GRAS.

Bajo estas condiciones, en el caso de las bacteriocinas o PGHs que se han
consumido de forma segura durante generaciones, se puede argumentar que son

ingredientes GRAS vy solicitar su aprobacion como tal por la FDA.
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8.2. Informacién requerida por la FDA %2

Cuando se presenta una peticion de aditivos alimentarios o una afirmacion de
GRAS, la FDA requerira informacion general sobre la bacteriocina o PGH que se

quiera aprobar (Tabla 24).

Tabla 24. Informacidn general solicitada por la FDA de la bacteriocina o PGH para ser evaluada
como aditivo

Nombre formal y sinbnimos
Estructura
Identidad y uso propuesto Formula quimica
Peso molecular pureza
Sensibilidad a pH, temperatura y enzimas

Microorganismo productor

Descripcion del proceso de Proceso de fermentacién
Fabricacién Purificacién del compuesto
Estandarizacién del producto final
Presencia
Métodos analiticos Potencia

Estabilidad de la bacteriocina

Eficacia como agente

- : Espectro de inhibicion
antimicrobiano

Ingesta estimada indice de Ingesta Diaria Admisible (IDA)

Evaluaciones de seguridad y

pruebas de toxicidad Propiedades toxicoldgicas y alergénicas

e |dentidad y uso propuesto.

Se debe definir la identidad y el efecto técnico de la bacteriocina o PGH. La FDA
solicitara el nombre formal y sinénimo del compuesto, estructura y férmula quimica,
peso molecular, pureza y limites de impurezas de la preparacion de la bacteriocina
o PGH para agregar a los alimentos, y su sensibilidad al pH, temperatura y la

digestién proteolitica.
e Descripcion del proceso de fabricacion

La seguridad de las bacteriocinas o PGHs producidas por fermentacion dependera
de todos los pasos del proceso, tales como:
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i. Bacteria productora. Las caracteristicas y como se ha desarrollado para
realizar su funcién prevista.
ii. Proceso de fermentacion. Incluyendo los sustratos, el medio de cultivo
y las condiciones de crecimiento.
iii. Purificacidon. Los procedimientos de aislamiento y todos los pasos en el
proceso de purificacion.
iv. Estandarizacién del producto final.

Las buenas practicas de fabricacion deben ser fundamentales en el proceso de
produccion, se deben identificar las impurezas y establecer las especificaciones

para cada producto.
e Métodos analiticos

El fabricante debe proporcionar las descripciones detalladas de los procedimientos
analiticos utilizados para determinar la presencia, potencia y estabilidad de la

bacteriocina o PGH y sus productos de degradacion en los alimentos.

Los métodos analiticos proporcionados por el fabricante deben ser especificos,

precisos y confiables.
e Eficacia

Se debe proporcionar evidencia de que la bacteriocina o PGHs actia como agente
antimicrobiano contra patdgenos transmitidos por alimentos especificos u
organismos de deterioro a los niveles esperados de adicion. La bacteriocina o PGH
debera ser probada en varios niveles de adicion en aquellos productos alimenticios

para los cuales se solicitara su aprobacion.
e Ingesta Estimada

Se debe determinar el consumo diario estimado de la bacteriocina o PGHs en los
productos alimenticios a complementar. Si el compuesto se utilizard en varios
productos alimenticios diferentes, se debe proporcionar una estimacion de cuanto

debe ingerir el consumidor tipico de todas las fuentes.
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e Evaluaciones de seguridad y pruebas de toxicidad

Aunque las bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas se han consumido
naturalmente durante afos sin presentar efectos adversos en la salud de los
consumidores, la FDA podria presentar cierta preocupacion sobre las propiedades
toxicoldgicas y alergénicas que podrian estar asociadas con la cantidad elevada del
compuesto en los productos alimenticios. Por lo que la cantidad de bacteriocina o
PGH que debera agregarse a los alimentos para su conservacion, debe compararse
con la cantidad producida de manera natural por los microorganismos. Si el nivel
que debe agregarse es significativamente mas alto que el que se produce

naturalmente, puede ser necesaria una evaluacion de la seguridad adicional.
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8.3. Factores que afectan la aprobacién regulatoria de las cepas productoras
de bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas %

Los microorganismos que se utilizan en los alimentos, como las bacterias utilizadas
en la produccion de lacteos fermentados, carne y productos vegetales, son
considerados GRAS, debido a que se consideran un componente integral de estos
alimentos y, aunque se han utilizado con seguridad para un propésito, deben estar

documentados de forma segura si se van a utilizar para un propésito diferente.

Por ejemplo, Lactococcus lactis subsp. cremoris se considera GRAS en la
produccion de ciertos productos lacteos fermentados, sin embargo, puede no ser
considerada GRAS si se utiliza como conservador en ensaladas refrigeradas no
fermentadas o si se usa en la producciéon de un compuesto que se agregara a los

alimentos.

La legislacion GRAS sefiala que es el uso de la sustancia y no la sustancia en si
misma lo que es elegible para un certificado GRAS. Es decir, el estatus GRAS no
se otorga ni a una institucién o persona, ni a una sustancia determinada. GRAS se
otorga a un “uso especifico de una sustancia”. Para otros usos de esa misma

sustancia se deberd solicitar otro GRAS 4.

Dicho esto, si los microorganismos productores de bacteriocina o PGH se van a
utilizar para un nuevo propoésito, se deben considerar muchas de las condiciones

descritas anteriormente para ingredientes puros.

En el caso de que Unicamente se aumente la capacidad de produccion del
compuesto en un microorganismo (ya sea mediada por pldsmidos o mediante
mutagénesis quimica), la mejora genética por métodos tradicionales no requiere
aprobacion reglamentaria si el microrganismo se utilizara para un propésito donde
ha sido aprobado, aunque el resultado sea un aumento de las concentraciones de
la bacteriocina o PGH en el producto alimenticio final y una mayor exposicién a los

consumidores.
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8.4. Factores que afectan la aprobacion regulatoria de cepas genéticamente
modificadas productoras de bacteriocinas o peptidoglucano hidrolasas °?

Como ya se ha mencionado anteriormente, se ha empleado ingenieria genética
como una estrategia alternativa para la construccion de cultivos iniciadores
productores de bacteriocinas o PGHs, como el caso de la pediocina PA-1. Hasta la
fecha, la FDA no ha promulgado nuevas pautas regulatorias para organismos
genéticamente modificados. Las aplicaciones se han manejado caso por caso
aplicando las regulaciones ya en uso. Dentro de las consideraciones de evaluacion

de seguridad especificas de la FAO/OMS se encuentran las siguientes:
e Caracterizacion de la modificacion genética

La secuencia de ADN que se vaya a insertar al microorganismo huésped debe estar
completamente caracterizada, para asegurar que no codifica para una sustancia
nociva. Se favorece el uso de ADN aislado de microorganismos utilizados
previamente en alimentos, ya que es menos preocupante que el ADN aislado de un

microorganismo no consumido.

De igual manera, se debe detallar la estrategia general de construccion. En el caso
de las bacteriocinas o PGHs, la secuencia de ADN que la codifigue debe
documentarse y confirmarse mediante andlisis de secuencia, mapeo de restriccion
y técnicas de hibridacion para asegurar que no esté presente ADN adicional. Todos
los organismos que se usan para donar material genético o que se utilizan como

huéspedes intermediarios también deben estar bien caracterizados.
e Origen e identidad del microorganismo huésped

Se prefiere el uso de microorganismos que se haya demostrado que son seguros
para su uso en alimentos. Se debe confirmar la identidad taxonomica,
particularmente si el microorganismo esté aislado del entorno natural. Esto con el
fin de poder predecir la posible presencia de toxinas, factores de virulencia o

impurezas que deben evaluarse.
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e Vectores

Deben estar bien caracterizados, para garantizar que no se produzcan sustancias
nocivas, ya que la construccion final se convertira en un parte integral de los
alimentos y sera consumido. Por lo que son deseables aquellos vectores de calidad
alimentaria derivados de microorganismos reconocidos por tener un historial de uso
seguro en alimentos. Estos vectores no contienen marcadores que codifiqguen
resistencia a antibiéticos utilizados terapéuticamente. Asi mismo, es deseable que
se mantengan en forma estable y que la transferencia de rasgos a otros

microorganismos sea minima.
e Marcadores de seleccion

Los marcadores de resistencia a antibidticos son los mas utilizados por ser mas
tiles, sin embargo, no son aceptables para la ingenieria genética de cultivos
microbianos iniciadores. Esto se debe a que el ADN que codifica la resistencia a los
antibidticos puede transferirse a microorganismos patdgenos en el intestino,

haciéndolos resistentes a la terapia clinica.

Ademas de los marcadores de la resistencia antibidticos, existen los marcadores de
genes que codifican una enzima que lleva acabo una reaccion identificada con
facilidad, por ejemplo, una enzima clave en la sintesis de un aminoacido (marcador
auxotroéfico). Cuando se utiliza un marcador auxotroéfico, la célula huésped es capaz
de crecer en un medio de cultivo pobre en nutrientes que no contenga dicho

aminoacido %.
e Efectos pleiotropicos

La insercién de material genético en un huésped bacteriano podria causar efectos

pleiotrépicos no intencionales.
e Patogenicidad y toxicidad

Los microorganismos destinados a ser empleados en el procesamiento de
alimentos, deben ser microorganismos que se conocen o que se ha demostrado
mediante pruebas que estan libres de rasgos que confieren patogenicidad. Si el
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microorganismo huésped tiene historial de uso seguro, y la fuente de ADN proviene
de un microorganismo de grado alimentario, hay pocas posibilidades de que el ADN
introducido codifique un tipo de toxina. Sin embargo, en casos diferentes, el ADN
introducido puede examinarse para determinar la ausencia de secuencias del
tamafio y el patron de las toxinas conocidas, y en casos de duda, utilizarse ensayos

in vivo e in vitro para confirmar la ausencia de las toxinas.
e Alergenicidad

Ciertas proteinas y glicoproteinas provocan respuestas alérgicas en individuos
sensibles, sin embargo, se sabe que la mayoria de ellas son digeridas en el tracto
gastrointestinal, por lo que es importante documentar la susceptibilidad de la

bacteriocina o PGH especifica a la escisidon proteolitica por enzimas digestivas.
¢ Nivel de ingesta

Debe determinarse la evaluacién de los cambios en la dieta o en los patrones de
exposicion resultantes del uso de un cultivo iniciador productor de bacteriocina o
PGH genéticamente modificado. Se deben identificar los grupos de poblacién que

se podria esperar que consuman niveles altos del producto donde se empleara.
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9. Conclusiones

Las bacteriocinas y PGHs presentan aplicaciones potenciales muy interesantes en
diversas areas de la industria, que van desde su aplicacion como aditivo alimentario,

hasta la aplicacion de estas tecnologias en medicina, veterinaria, cosméticos, etc.

Sin embargo, el empleo de estos péptidos producidos por BAL frente a infecciones
bacterianas, aun no es del todo estudiado, apenas se estan estableciendo las bases
para emplearlos como alternativa a la falta de compuestos debido a la resistencia

gue muchas bacterias han desarrollado a los antibioticos.

Las bacteriocinas, en particular, han demostrado ser eficaces en el control de
diversos microorganismos y han tenido una exitosa aplicacién en los alimentos,
donde la bioconservacion que brindan se considera una tecnologia de barrera que
combinada con otros métodos de conservacion, como la refrigeracion, y junto con
las Buenas Préacticas de Manufactura (BPM) pueden ser una opcién interesante
para disminuir la adicion de conservadores quimicos, proporcionando alimentos
seguros. Ademas, estan siendo el centro de atencion de numerosos estudios frente
a patdgenos comunes en clinica como terapias antimicrobianas alternativas, en
donde estos péptidos pueden proveer parte de la solucion, por lo que se estan
estableciendo como una tendencia en el campo de las composiciones

farmacéuticas y en los métodos de tratamiento antibacteriano.

En el caso de las PGHSs, una de las caracteristicas interesantes que presentan es
gue generalmente no dafian a otros microorganismos, ya que el peptidoglucano se
produce exclusivamente en las bacterias. Las investigaciones han dado lugar a una
amplia gama de PGHSs, sin embargo sus posibles aplicaciones no se han estudiado,

anicamente se han propuesto.

En el caso de la industria de alimentos, muchas bacterias que son causantes de
deterioro o patdégenas son Gram negativas, lo que es un obstaculo para las PGHs
por la presencia de su capa externa de lipopolisacarido. Sin embargo, pueden
considerarse estrategias diferentes para eliminar esta posible barrera, que

favorezca que las bacterias Gram negativas puedan sensibilizarse a las PGHs por
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compuestos especificos que favorezcan la permeabilizacibn de la membrana
externa, y las bacteriocinas pueden ser una opcion atractiva para favorecer un

efecto sinérgico.

La aplicacién de bacteriocinas y PGHSs, 0 sus microorganismos productores puede
ser interesante y muy deseable, teniendo en cuenta que la confianza de los

consumidores en los compuestos sintetizados quimicamente es cuestionada.

Sin embargo, presentan diversas desventajas en la industria, como que Ssu uso es
altamente regulado por diversas instituciones nacionales e internacionales, asi
mismo que la composicion de la matriz en la que estos compuestos deseen
emplearse, las propiedades y los procesos tecnoldgicos empleados, pueden influir
en la estabilidad y actividad de estos compuestos, por lo que su uso debe estar

especificado para cada aplicacion.

Hoy en dia, los estudios de las aplicaciones de las bacteriocinas o PGHs solas o en
combinacion entre ellas u otros compuestos quimicos, con métodos fisicos que
permitan actuar de forma sinérgica frente a bacterias patdgenas y/o de deterioro se
esta esclareciendo, ya que la aplicacién de multiples barreras (fisicas, quimicas y
bioldgicas) en el control de microorganismos, puede tener un efecto inhibidor aditivo
0 sinérgico, sobre todo si actdan sobre distintas areas del microorganismo. En este
caso el uso de bacteriocinas y peptidoglucano hidrolasas en conjunto, puede ser
una aplicacion interesante, ya que, mientras las bacteriocinas forman poros en la
membrana celular, la actividad por la accién de las peptidoglucano hidrolasas se
puede ver favorecida.

Otra metodologia que resulta interesante es la identificacion de las secuencias
genéticas que codifican la produccion de estos compuestos antimicrobianos, ya que
mediante ingeniera genética se pueden clonar en varios géneros de BAL, por
ejemplo en: Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus y Lactobacillus sakei, lo que

resultaria prometedor en la conservacion de diversos productos de alimentos.

En este sentido, el uso de estos compuestos representa beneficios notorios, por lo

gue el conocer los sistemas que regulan la expresion de los genes involucrados en
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la produccién de estas moléculas puede llevar a la generacion de cepas
sobreproductoras, las cuales se pueden emplear para su uso directo o para la

produccion unicamente.

Esta revision bibliografica demuestra que existen otras bacteriocinas y PGHs
ademas de nisina y lisozima que pueden emplearse con éxito en la industria de
alimentos, y ademas su aplicacion puede verse extendida a otras areas de la
industria. Ademas, se espera que proporcione perspectivas interesantes para el
desarrollo de nuevos productos funcionales basados en bacteriocinas y
peptidoglucano hidrolasas.
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SYNONYMS

DEFINITION

C.A.S. Number
Chemical formula

Structural formula

Formula weight

Assay

ANEXO Il

NISIN

Prepared at the 77th JECFA (2013), and published in FAO JECFA
Monographs 14 (2013), superseding specifications for Nisin prepared at
the 71st JECFA (2009). An ADI of 0—-2 mg/kg bw was established at the
77th JECFA.

INS No. 234

Nisin is a mixture of closely related antimicrobial polypeptides produced by
strains of Lactococcus lactis subsp. lactis under appropriate fermentation
conditions. The major polypeptide from the fermentation is Nisin A.

Nisin is produced in a sterilized medium of non-fat milk solids or non-milk-
based fermentation source, such as yeast extract and carbohydrate solids.
The fermentation process is controlled for time and pH, until optimum nisin
production has been achieved. The nisin is then concentrated, recovered
and purified from the fermentation medium by various methods, such as
sterile injection, membrane filtration, acidification, salting out, ultrafiltration
or spray-drying. The purified nisin is then standardized with sodium
chloride to achieve desired activity levels of nisin preparation.

Nisin is stable at ambient temperatures and when heated under acidic
conditions (up to pH 3). Nisin is commercially available as nisin
preparation, which contains 2.5% wi/w nisin, >50% sodium chloride; the
remaining components of the preparation are milk solids and products of
fermentation that include proteins and carbohydrates.

The activity of nisin is measured in Intemational Units {IU). 1 IU of nisin is
equivalent to 0.025 pg.

1414-45-5
C143H230037N4287 (lem A)
Dha Ala—Leu
lle/ ey G 7/ Met
s I
o T o0 SN
H—Ile—Dhb NC\S/NH Ahll INC Lys—Abu\ /GU
Pro———Gly s“‘,"
1
Met
S |°

mi:——ua IAbu— Lys

HO~— Lys— Dha—Val —His — Jle— Ser— e
Tle Ah\s Ao Ala

Abu=alpha-aminobutyric acid, Dha=dehydroalanine, Dhb=dehydrobutyrine
(Nisin A)

3354.12 (Nisin A)

Not less than 900 U of nisin per milligram (or 22.5 microgram/milligram)
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DESCRIPTION White to light brown micronized powder
FUNCTIONAL USES Antimicrobial preservative

CHARACTERISTICS

IDENTIFICATION

Solubility (Vol. 4) Soluble in water and insoluble in non-polar solvents

Differentiation from other Passes tests
antimicrobial substances See description under TESTS

Nisin activity The sample shows nisin activity
See description under METHOD OF ASSAY

PURITY

Loss on drying (Vol. 4)  Not more than 3.0% (105°, 2 h)

Sodium Chloride Not less than 50%
See description under TESTS
Lead (Val. 4) Not more than 1 mg/kg

Determine using an AAS (Electrothermal Atomization technique)
appropriate to the specified level. The selection of sample size and method
of sample preparation may be based on principles of methods described
in Volume 4 (under “General Methods, Metallic Impurities”).

Microbiclogical criteria  Salmonella species: Absent in 25 g of sample
(Vol. 4) Total coliforms: Not more than 30 per gram
Escherichia coli: Absent in 25 g of sample

TESTS
IDENTIFICATION TESTS

Differentiation from other Stability to acid
antimicrobial substances Sample stock solution: Suspend 1 g of samplein 1 L of 0.02 N
hydrochloric acid to give a solution containing 1000 [U/mL.

Sample Preparation: Make a dilution of the Sample stock solution with
0.02 N hydrochloric acid to arrive at a concentration of 50 1U/ml. Bail this
solution for 5 min and measure the nisin activity as directed under
‘Determination of Nisin Activity', in METHOD OF ASSAY.

The calculated nisin concentration of the boiled sample should be 100%
(+/- 5%) of the assay value indicating no significant loss of activity
following this heat treatment.

Instability to Alkali
Adjust the pH of the unused portion of the boiled nisin solution from

‘Stability to acid' to 11.0 by adding 5 N sodium hydroxide. Heat the
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PURITY TESTS

METHOD OF ASSAY

solution at 65° for 30 min, and then cool. Adjust the pH to 2.0 by adding
hydrochloric acid dropwise. Measure the nisin activity as directed under
‘Determination of Nisin Activity’ in METHOD OF ASSAY. Record loss of
the antimicrobial activity of nisin following this treatment. Complete loss of
the antimicrobial activity should be observed following the treatment
described.

Tolerance of [ actococcus lactis to high concentrations of Nisin

Prepare cultures of L. Jactis (ATCC 11454, NCIMB 8586) in sterile skim
(=1% fat) milk by incubating for 18 h at 30°. Prepare one or more flasks
containing 100 ml of litmus milk, and sterilize at 121° for 15 min. Suspend
0.1 g of sample in the sterilized litmus milk, and allow to stand at room
temperature for 2 h. Add 0.1 ml of the L. Jactis culture, and incubate at 30°
for 24 h. Record L. lactis growth. L. lactis will grow at this concentration of
sample (about 1000 IU/ml); however, it will not grow in similar
concentrations of other antimicrobial substances. (NOTE: This test will not
differentiate nisin from subtilin.)

Determination of sodium chloride

Transfer about 200 mg of the sample, accurately weighed, into a glass-
stoppered flask containing 50 ml of water. Agitate the flask to dissolve the
sample while adding 3 ml of nitric acid, 5 ml of nitrobenzene, 50.0 ml of
standardized 0.1 N silver nitrate, and 2 ml of ferric ammonium sulfate TS.
Shake the solution well, and titrate the excess silver nitrate with 0.1 N
ammonium thiocyanate. The titration endpoint is indicated by the
appearance of a red colour. Calculate the percentage of sodium chloride
in the sample taken by the equation:

100 x 58.44 x [(50 x A)- (V x B)]

Sodium chloride, % = W

where

A is the concentration of the silver nitrate solution;

B is the concentration of the ammonium thiocyanate solution;
V is the volume of the ammonium thiocyanate in ml; and

W is the weight of the sample in mg

Principle

Nisin activity, expressed in International Units (1U), refers to the amount of
nisin required to inhibit growth of 1 bacterial cell in 1 millilitre of broth. 1 U
of nisin is equivalent to 0.025 pyg. Commercial nisin preparations consist
typically of 2.5% w/w of nisin along with sodium chloride and milk-fat
solids.

Determination of Nisin Activity

Preparation of the test organism
Lactococcus lactis subsp. cremoris (ATCC 14365, NCDO 495) is

subcultured daily in sterile separated milk by transferring one loopful to a
McCartney bottle of litmus milk and incubating at 30°. Prepare inoculated
milk for the assay by inoculating a suitable quantity of sterile skim milk
with 2 percent of a 24 h culture, and place it in a water-bath at 30° for 90
min. Use immediately.

Standard stock solution

Dissolve an accurately weighed quantity of standard nisin in 0.02 N
hydrochloric acid to give a solution containing 5,000 IU/ml. Immediately
before use, dilute the solution further with 0.02 N hydrochloric acid to give
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=

50 units/ml. (NOTE: Nisin containing 2.5% wifw nisin, at a minimum
potency of 10° IU nisin per gram (IU/g) is obtainable from Sigma, St.
Louis, USA or Fluka, Buchs, Switzerland. A preparation under the name of
Nisaplin, containing at a minimum potency of 3x10° IU/g, of nisin available
from DuPont Nutrition Biosciences, Copenhagen, Denmark, may also be
used for the Standard stock solution).

Sample solution
Weigh an amount of sample sufficient to ensure that corresponding tubes

of the sample and standard series match, i.e., within close limits, so that
the nisin content in the sample and standard are similar. Dilute the sample
solution in 0.02 N hydrochloric acid to obtain an approximate
concentration of 50 IU per ml (1U/ml).

Resazurin solution
Prepare a 0.0125% wi/v solution of resazurin in water immediately prior to
use.

Procedure

Pipet graded volumes (0.60, 0.55, 0.50, 0.45, 0.41, 0.38, 0.34, 0.31, 0.28,
0.26 ml) of the 50 |IU/ml sample and standard solutions into two rows of 10
dry 6-inches x 5/8-inch bactericlogical test tubes. Add 4.6 ml of the
inoculated milk to each by means of an automatic pipetting device.
(NOTE: The addition of inoculated milk should be made in turn across
each duplicate row of tubes containing the same nominal concentration,
and not along each row of ten tubes). Place the tubes in a water-bath at
30° for 15 min, then cool in an ice-water bath while adding 1 ml resazurin
solution to each. Add the resazurin solution in the same order as the
addition of inoculated milk, using an automatic pipetting device.
Thoroughly mix the contents of the tubes by shaking. Continue incubation
at 30° in a water bath for a further 3-5 min.

Examine the standard and sample tubes under fluorescent light in a black
matte-finish cabinet. Compare the sample tube of the highest
concentration that shows the first clear difference in colour (i.e., has
changed from blue to mauve) with tubes of the standard to find the
nearest match in colour. Make further matches at the next two lower
concentrations of the sample with the standard. Interpolation of matches
may be made at half dilution steps. Obtain three readings of the sample
solution and average them. Calculate the activity of nisin in the sample
from the standard nisin activities.

Convert nisin activity from IU to pg nisin, using the conversion factor 1 IU
=0.025ug

Facultad de Quimica

105

——
| —



SYNONYMS
DEFINITION

C.A.S. number

Assay

DESCRIPTION

Anexo IV

LYSOZYME HYDROCHLORIDE

Prepared at the 39th JECFA (1992), published in FNP 52 Add 1 (1992).
Metals and arsenic specifications revised at the 63rd JECFA (2004).
Acceptable for use in food processing in accordance with GMP established
at the 39th JECFA (1992)

Lysozyme, INS No. 1105

A polypeptide obtained from hen's egg whites consisting of 129 amino
acids and having a molecular weight of about 14,000 and an isoelectric
point of 10.7; possesses enzymatic activity in its ability to hydrolyze the
3(1-4) linkages between N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine in
the outer membranes of bacterial species, in particular Gram-positive
organisms; usually obtained in the hydrochloride form for food use; must
conform to the General Specifications for Enzyme Preparations used in
Food Processing.

9066059-5

Not less than 950 pg/mg, as lysozyme hydrochloride, calculated on the
anhydrous basis

White, odourless powder

FUNCTIONAL USES Preservative (mainly to prevent the late blowing of cheese caused by

CHARACTERISTICS

IDENTIFICATION

Solubility (Vol. 4)

pH (Vol. 4)

Spectrophotometry
(Vol. 4)

PURITY
Water (Vol. 4)

Residue on ignition
(Vol. 4)

Nitrogen (Vol. 4)

Chlorides

Sodium

=

Clostridium tyrobutyricum)

Soluble in water, insoluble in organic solvents and in concentrated saline
solutions

3.0 - 3.6 (2 in 100 soln)

An aqueous solution containing 25 mg/100 ml shows an ultraviolet
absorbance maximum at 281 nm and a minimum at 252 nm

Not more than 6% (Karl Fischer Method)
Mot more than 1.5%

Between 16.8 and 17.8%

Between 3.2 and 4.2%
See description under TESTS

Mot more than 0.6%
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Microbiological criteria
(Vol. 4)

Lead (Vol. 4)

TESTS

PURITY TESTS

Chlorides

Sodium

METHOD OF
ASSAY

See description under TESTS

Total bacterial count: not more than 5 x 10* colig
Salmonella spp.: absentin 25 g

Staphylococcus aureus: absentin 1 g

E. coli: absentin 1g

Not more than 2 mg/kg

Determine using an atomic absorption technique appropriate to the
specified level. The selection of sample size and method of sample
preparation may be based on the principles of the method described in
Volume 4, “Instrumental Methods.”

Accurately weigh about 0.5 g of the sample and dissolve in 20 ml of water.
Adjust the pH to 2.5 with 0.1 N nitric acid, add 20 ml of water and 15 drops
of indicator (dissolve 0.125 g of diphenylcarbazone and 0.0125 g of
bromophenol blue in 25 ml of 95% dry ethyl alcohol) and titrate with 0.025
N mercuric nitrate solution until a violet colour is produced. Prepare a blank
and titrate as described above. Calculate the chloride content from

_ (mix - mib) x35.45x0.025x 100
W

Ci

where

mix = ml of 0.025 N mercuric nitrate solutions used for sample
mib = ml of 0.025 N mercuric nitrate solutions used for blank
W = weight of the sample (mg)

Determine the sodium content of a 1.0% solution of the sample by means
of an ion analyzer equipped with a sodium detection electrode. Calibrate
the apparatus using solutions of sodium chloride containing exactly 100
mg/l, 50 mg/l and 10 mg/l of sodium. Read the concentration of sodium in
the sample solution from the calibration curve or directly from the digital
display of the apparatus in units of mg/kg. The value found for the sample

solution is not more than 60 mg/kg, equivalent to not more than 0.6% of
sodium.

Turbidimetric determination

- The method is based on the changes in turbidity of a suspension of
Micrococcus luteus ATCC 4698 induced by the lytic action of lysozyme. In
appropriate experimental conditions these changes are proportional to the
amount of lysozyme in the medium.

Substrate

- Suspend a suitable quantity (40-60 mg) of dry powdered Micrococcus
luteus ATCC 4698 (Boehringer) in a few ml of M/15 pH 6.6£0.1 phosphate
buffer solution to obtain a homogeneous suspension and dilute to 100 ml
with the same buffer (use manual agitation or ultrasonic bath; do not use
electromagnetic agitator). (The exact quantity of Micrococcus to be used
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depends on the type of spectrophotometer available). Prepare a control
consisting of 5 ml of buffer solution and of 5 ml of M. luteus suspension and
measure the absorbance of this suspension with a suitable
spectrophotometer at 450 nm against a blank consisting of phosphate
buffer. The reading should be not less than 0.800. If the reading does not
correspond, adjust the initial suspension so as to obtain the desired
absorbance (The absorbance values 0.800 -0.900 of the solution prepared
as mentioned before, are obtained using a spectrophotometer with suitable
sensitivity. Apparatuses with lower sensitivity give lower absorbances even
when using the same suspension (0.500 - 0.600). In this case it is not
correct to increase the quantity of substrate to obtain the initial absorbance
values 0.800 - 0.900 as the reproducibility and linearity of the dosage could
be unreliable).

Standard solution

- Dissolve about 50 mg of lysozyme hydrochloride working standard (Wst)
(available from Federation International Pharmacetique, International
Commission on Pharmaceutical Enzymes, Centre for Standards,
Harelbekestraat 72, B-9000 Ghent, Belgium), accurately weighed, in water
and dilute to 100 ml in a volumetric flask.

Dilute 5 ml of this solution to 50 ml in a volumetric flask with water and then
2 ml of the last solution to 100 ml in a volumetric flask with M/15 phosphate
buffer to obtain a solution containing 1 pg/ml of lysozyme (standard
solution).

Sample solution
- Proceed as for the standard solution.

Procedure
In 180 x 80 nm test-tubes, prepare the following solutions:

Standard soln.  M/15 buffer Lysozyme conc.

2.0ml 3.0ml 0.4 pg/ml
2.8ml 2.2ml 0.56 pg/ml
4.0ml 1.0ml 0.8 pg/ml

It is advisable to prepare three replications for each dilution of the standard
and of the sample solutions.

Separately prepare two test-tubes with 5 ml of buffer as control of the
Micrococcus suspension. Use the first tube of the control at the beginning
and the second at the end of the assay.

At exactly 30 sec intervals, to each test-tube, randomly add 5 ml of the
suspension of Micrococcus luteus (maintained under manual agitation to
avoid decantation). Agitate rapidly and place the test-tubes to incubate in a
water bath at 37+0.5° for exactly 12 min. The final quantities of lysozyme
contained in the test-tubes are therefore 0.2 - 0.28 - 0.4 pyg/ml.

After incubation, remove the test-tubes from the water bath in the same
order as they were put it and at 30 sec intervals. Agitate and read the
absorbances with a suitable spectrophotometer at 450 nm against a blank
of buffer. Normally the assay is acceptable when the difference between
the absorbances of the two control tubes is not more than 5%.
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Calculate the result of the assay by standard statistical methods or by the
following calculation: prepare the standard curve plotting on a graph the
average of values of absorbance obtained for each dilution (on the
ordinates) against the concentrations of lysozyme (on the abscissa) in
logarithmic scale. Do the same with the solutions of the sample.

Draw a straight line through the points obtained for the standard and
another straight line through the points obtained for the sample. The two
lines must be parallel otherwise the dosage is not valid. Then draw a line
parallel to the axis of the abscissa so as to intersect the two lines at about
half-way between the end limits of the dosage. At the two intersection
points correspond two concentration on the abscissa (C. the concentration
of the standard curve and C, the concentration of the sample curve).
Calculate the microbiological assay (potency) of the sample under test as

follows:
_ O X Wy X Py
FPotencyv{ugf kgl = ——————=
Cr X Wy
where

C. = concentration of the lysozyme hydrochloride working standard
C. = concentration of the sample

P.: = potency of the lysozyme hydrochloride working standard

W, = weight in mg of the lysozyme hydrochloride working standard
W, = weight in mg of the sample under test

Calculate the potency of the anhydrous basis as follows:

FPotency ( pg / kg) x 100
JO0 - water

where
water = determined as described above
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