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OBJETIVO

Esta revision tiene como objetivo recopilar informacion actualizada que proporcione
una descripcion general de las bacteriocinas, microorganismos que las producen,
modos de accion contra otras bacterias, métodos de purificacion, y sus aplicaciones

como aditivos alimentarios en la conservacion de alimentos.

JUSTIFICACION

Esta extensa investigacion se realiza para dar a conocer alternativas de conservacion
de alimentos a la comunidad estudiantil y toda aquella persona involucrada en el
ambito de tecnologia de alimentos. Se aborda a las bacteriocinas como una
alternativa de bioconservacion, aminorando o eliminando el uso de conservadores
guimicos para garantizar la seguridad, preservar la calidad y extender la vida atil de

productos alimenticios.



INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos la humanidad ha ideado diversas formas de preservar sus
alimentos con el objetivo de que su inocuidad y sus caracteristicas organolépticas se
mantengan por mas tiempo. Hoy en dia, los productos alimenticios han aumentado
considerablemente y con ello el uso de compuestos quimicos y tratamientos térmicos
gue los conserven. En las ultimas décadas, profesionistas del area de desarrollo de
alimentos se han encargado de estudiar nuevas tecnologias para la conservacion de
alimentos, evitando el uso de conservadores sintéticos. A pesar de que el uso de los
conservadores se encuentra estrictamente estudiado, regulado y supervisado por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos de América
(FDA), éstos se han considerado como inseguros o dafiinos para la salud. Por lo que
hallar la forma de poder conservar alimentos con una alternativa natural, sonara
bastante atrayente al momento de desarrollar un nuevo producto alimenticio. Esto ha
llevado a la busqueda de nuevas tecnologias en la conservacion de alimentos, y una
de esas técnicas es el uso de bacteriocinas. Se ha descubierto que estos péptidos
son un buen sustituto de los aditivos quimicos, ya que estos tienen diferentes modos
de accién como la formacion de poros y la inhibicion de la sintesis de pared celular
de las bacterias, lo cual evita la proliferacion de bacterias causantes de deterioro y
patégenos, ayudando a la proteccion del consumidor contra infecciones transmitidas
por alimentos (ETA). La nisina es actualmente la bacteriocina mas utilizada en la
conservacion de alimentos, ademas de pediocina, enterocina, etc. Para alargar la vida
util de los alimentos, las bacteriocinas se pueden utilizar solas 0 en mezcla con otros

antimicrobianos.



CAPITULO 1. Generalidades

Las bacterias acido lacticas (BAL), son un grupo de bacterias de diversos géneros
gue producen acido lactico como producto final mayoritario de su metabolismo
(Madigan, et al., 2015). Son bacilos o cocos, oxidasa y catalasa negativos, que no
esporulan y muestran un metabolismo exclusivamente fermentativo.

Debido a sus propiedades metabdlicas, este grupo de bacterias desempefian un
papel importante en la industria alimentaria, ademas contribuyen significativamente a
las caracteristicas sensoriales y al valor nutricional de los productos alimentarios. Por
otro lado, ayudan a la inhibiciébn de bacterias que causan deterioro en alimentos y
bacterias patdégenas que afectan la calidad e inocuidad del alimento.

Algunos de los metabolitos producidos por este tipo de bacterias son acidos
organicos, polisacéridos, vitaminas, edulcorantes, compuestos que brindan aromas y

sabores, entre otros (Parra, 2010).

Las bacterias &cido lacticas se han asociado intimamente con la cultura alimenticia y
al bienestar del ser humano a lo largo de la historia. Hoy en dia, con la industrializacion
de los alimentos fermentados han sido mas notorios los atributos positivos que este
grupo de bacterias tienen sobre las caracteristicas sensoriales, nutricionales y de

calidad de los alimentos.

Las BAL pertenecen al grupo de bacterias Gram positivas, las cuales se dividen en
dos filos, los Firmicutes y Actinobacterias. BAL forma parte de la primera clase de los
Firmicutes, los bacilos, los cuales presentan un bajo porcentaje de G+C en su ADN.
Segun el anélisis comparativo de secuencias del gen 16S rRNA, los Firmicutes se
distinguen del otro filo Gram positivo, Actinobacteria, con un alto porcentaje molar de
G+C en su ADN.
A continuacion, se enlistan las clases pertenecientes al filo de Firmicutes (Holzapfel,
2014):
Filo VIII: Firmicutes
o Clase I: ‘Bacilli’
- Orden I: Bacillales con 12 familias, por ejemplo:
Familia I: Bacillaceae; Familia VII: Sporolactobacillaceae (con un

género Sporolactobacillus)



- Orden Il: Lactobacillales con 6 familias.
e C(Clase II: Clostridia
e Clase lll: Erysipelotrichia

e Clase Mollicutes (sin pared celular): Mycoplasmas.

1.1 Historia de las bacterias lacticas

El conocimiento de cultivos lacticos se origind6 a partir del siglo XVIII, cuando
agricultores de Africa, Asia y Europa observaron el comportamiento de la leche cruda
en los meses calidos. Siguiendo esta premisa, el &cido lactico fue descubierto en
leche descompuesta por Scheele en 1780, e inicialmente lo consider6 como un
componente de la leche. Ocho afios después, Lavoisier llamé a este componente de
la leche "&cido lactico" (Parra, 2010).

Afios después, en 1857, Pasteur descubrid6 microorganismos que causaban
alteraciones en alimentos, por lo que realizé estudios sobre la fermentacion lactica,
alcohdlica y butirica, denominando a estos microorganismos como Lactobacterias
(Esquivel et al., 1987). Asi mismo, Pasteur descubrié que el &cido lactico no era un
componente de la leche, pero si un metabolito de la fermentacién generado por ciertos
microorganismos.

Mas tarde, en 1873, Joseph Lister aislo el primer cultivo bacteriano puro al que llamoé
Bacterium lactis. Esta bacteria del acido lactico ahora se llama Lactococcus lactis y
se usa para fermentar la leche, generando cientos de productos lacteos diferentes
(Narvhus y Axelsson, 2003).

Segun Holzapfel y Wood (2014), Cienkowski fue el primero en detectar cepas del
género Leuconostoc como microorganismos de deterioro en las fabricas de azucar,
donde se demostrd que producian un compuesto viscoso caracteristico a partir de la

sacarosa.

Las relaciones entre los diferentes géneros de BAL han experimentado muchos
cambios. La clasificacion de BAL fue iniciada en 1919 por Orla Jensen basandose en
su morfologia y comportamiento fisioldgico. Con ello describié siete géneros
diferentes, pero solo el nombre de Streptococcus sigue siendo valido en la actualidad.
Hoy en dia, el grupo de las BAL comprende seis familias y cuarenta géneros
(Holzapfel y Wood, 2014):



e Aerococcaceae (con 7 géneros)

e Carnobacteriaceae (con 16 géneros)
e Enterococcaceae (con 7 géneros)

e Lactobacillaceae (con 3 géneros)

e Leuconostoccaceae (con 4 géneros)

e Streptococcaceae (con 3 géneros)

Actualmente, las BAL se utilizan como cultivos iniciadores en la industria lactea,
llevando a la produccion de fermentos industriales o cultivos iniciadores para la
elaboracién de yogurt, leches fermentadas, cremas, mantequillas y quesos, asi como
la elaboracion de productos carnicos y bebidas alcohodlicas (Jay, 1992). En la
actualidad, el &cido lactico es clasificado como GRAS (generalmente reconocido
como seguro) para su empleo como aditivo alimenticio por la FDA.

1.2 Caracteristicas generales

El grupo de las bacterias acido lacticas, comprende un diverso grupo de
microorganismos Gram positivos, cocos y bacilos de longitud variable y con un grosor
de entre 0.5-0.8 um. Los géneros Aerococcus, Pediococcus y Tetragenococcus, son

formadores de tétradas.

Las BAL son bacterias anaerobias facultativas, catalasa negativa, no formadoras de
esporas y la mayoria de las especies no son moviles. Los miembros de este grupo
carecen de porfirinas y citocromos, no realizan fosforilacion oxidativa a nivel de
sustrato. Sin embargo, a diferencia de muchos anaerobios, la mayoria no son
sensibles al oxigeno (O2) y pueden crecer en su presencia, por lo que se llaman
anaerobios aerotolerantes (Madigan, et al., 2015). Es decir que las BAL, carecen de
actividad respiratoria porque les falta la enzima citocromo catalasa (Parra, 2010).

Por otro lado, la mayoria de las bacterias del acido lactico obtienen energia solamente
del metabolismo de azlcares y, por consiguiente, su distribucion esta limitada a
ambientes en los que hay azlcares presentes. Suelen tener limitadas capacidades
biosintéticas y sus exigencias nutritivas son complejas, requiriendo aminoacidos,

vitaminas, purinas y pirimidinas (Madigan, et al., 2015).



Ademas, con base en sus requerimientos de temperatura, pueden ser bacterias
mesofilicas o termofilicas (Starmer, 1979).

Son bacterias quimiorganotrofas, por lo que solamente logran crecer en medios
enriquecidos. Emplean carbohidratos fermentables, como la glucosa, sacarosa y
lactosa, como fuentes de energia para formar principalmente 4cido lactico, a través
de la degradacion de hexosas a lactato (homofermentativas) y productos adicionales

como acetato, etanol, COz2, formato o succinato (heterofermentativas) (Parra, 2010).

Caracteristicas morfolégicas.

- Macroscépica.
Los cultivos de BAL en placas agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS), forman
colonias cuyo tamafio aproximado se encuentra entre 1 y 2 mm, con una
apariencia de color blanco cremoso, de forma redonda, puntiformes, bordes
enteros, superficie convexa, consistencia butirosa y humeda (Ortiz, 2006).

- Microscopica.
Para identificar las colonias microscépicamente por medio de una tinciéon de
Gram se reportan bacilos cortos, cocobacilos y cocos, todos Gram positivos
(Ortiz, 2006).

Medios de cultivo.

Los miembros de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Weissella
(el llamado grupo LLPW) comparten una serie de similitudes fisiolégicas, por lo que
suelen responder de la misma manera a las condiciones del medio de cultivo 0 a
compuestos inhibidores. Por lo tanto, la mayoria de los medios de cultivo
desarrollados para la deteccion de Lactobacillus o Leuconostoc no son
completamente selectivos para el género respectivo. Las carnobacterias se pueden
distinguir facilmente del grupo LLPW por su naturaleza no acidurica. Sin embargo,
debido a similitudes fisiologicas con el género Enterococcus, como la capacidad de
crecer a valores de pH de hasta 9.5, los medios desarrollados para el aislamiento
selectivo de Carnobacterium no suprimen el crecimiento de enterococos que a
menudo comparten el mismo habitat.

Se encuentran disponibles varios medios selectivos utiles para pediococos de

cerveza, Tetragenococcus Yy Oenococcus, organismos caracterizados por
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propiedades especificas asociadas a su adaptacion a ambientes especiales. Debido
al creciente interés por estudiar las cepas probioticas y la microbiota intestinal, se ha
propuesto un numero creciente de medios de cultivo en los ultimos afios para el
aislamiento selectivo de cepas de aquellos habitats que contienen poblaciones mixtas
de BAL (Schillinger, 2003).

Se han desarrollado varios medios selectivos para el aislamiento de ciertos grupos de

BAL del yogurt y otros productos lacteos fermentados (Tabla 1).

Tabla 1. Medios de cultivo para bacterias acido lacticas (Schillinger, 2003).

Medio Grupos microbianos a Aplicacion
cultivar

APT (pH 6.7) BAL Carnes y carnes curadas

Briggs (pH 6.7) BAL Productos lacteos

MRS (pH 6.2) BAL General

La (pH 6.8) BAL General y carne

TPPY (pH 6.8) Lactobacilosy S. Yogurt
thermophilus

M 17 (pH 7.2) Lactococos y S. Yogurt
thermophilus

LSD (pH 6.1) Lactobacilos y lactococos Yogurt

A continuacién, se detallan los medios de cultivo méas relevantes empleados para el

crecimiento de BAL:

- Agar de MRS (Man, Rogosay Sharpe)

Medio de cultivo apropiado para el aislamiento y recuento de lactobacilos y
otras bacterias &cido lacticas a partir de muestras clinicas y alimentos
(especialmente productos lacteos).

Fundamento: La proteosa peptona, el extracto de carne, el extracto de levadura
y la glucosa constituyen la fuente nutritiva ya que aportan nitrégeno, carbono,
vitaminas y minerales. Las sales de sodio, magnesio y manganeso proveen
cofactores para el crecimiento bacteriano y pueden inhibir el desarrollo de

algunos microorganismos. El citrato de amonio actia como agente inhibitorio
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del crecimiento de bacterias Gram negativas. El agar es el agente solidificante
(Britania lab, 2021).
Reuter en 1970, modifico el medio MRS de acuerdo con los requisitos

nutricionales especiales de las BAL de la carne y lo llamé “La agar’.

Agar APT (All Purpose Tween)

Para enumeracion y cultivo de bacterias del acido lactico heterofermentativas,
incluyendo lactobacilos, leuconostocs y estreptococos del acido lactico
(Condalab, 2019).

Los lactobacilos convierten lactosa y otros azlcares en acido lactico. Este
medio se recomienda para el examen microbiologico de carne enlatada, aves,
chucrut y otros alimentos. EI Agar APT también es usado en el ensayo
microbioldgico de tiamina. Principio: Este medio de cultivo contiene una mezcla
de peptona, que actia como una fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas y
minerales. El extracto de levadura proporciona vitaminas del complejo B,
requeridos para el crecimiento de bacterias. La dextrosa es la fuente de
carbohidratos. El cloruro de manganeso, el sulfato de magnesio y el sulfato
ferroso son esenciales para la replicacion de lactobacilos y estreptococos del
acido lactico. El polisorbato 80 es una fuente de acidos grasos requerida por
los lactobacilos. El citrato sédico inhibe parcialmente el crecimiento de

bacterias Gram negativas (Condalab, 2019).

Agar M 17

Se utiliza para el recuento de los estreptococos lacticos (especialmente
Lactococcus lactis) en los productos lacteos. También se utiliza para estudiar
la sensibilidad de estas especies a los bacteriéfagos.

Se adapta bien para el recuento de Streptococcus thermophilus, tanto en
yogures naturales como de sabores, con texturas o no, y yogures que
contienen trozos de fruta (Bioser, 2023).

Principio: El agar M17 y el caldo M17 contienen peptonas y derivados de la
carne como fuentes de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales. El extracto
de levadura aporta vitaminas del complejo B, que estimulan el crecimiento
bacteriano. El B-glicerofosfato disodico, amortigua el pH del medio a medida

gue el acido se produce a partir de la fermentacion de la lactosa. El acido
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ascorbico estimula el crecimiento de estreptococos lacticos. El sulfato de
magnesio proporciona iones esenciales para el crecimiento. El agar es el
agente solidificante (BD Difco, 2022).

- Agar APN (Actidiona-Polimixina-Nitrito)
Principio: El nitrito le confiere su caracter selectivo, el cual es tolerado por las
BAL, la actidiona inhibe levaduras y la polimixina inhibe bacterias Gram
negativas.
Las BAL en este medio forman colonias blancas puntiformes, y algunas llegan
a medir de 2 a 3 mm de diametro (Fernandez y Hernandez, 1985).

- Agar de Chalmers
La morfologia macroscopica que presentan las BAL en este medio es: tamafio
de colonia puntiforme de aproximadamente 2 mm de didmetro, colonias rojas,
magenta o rosas con la presencia de un halo rosa claro, con un aspecto
aperlado. Este medio no requiere pruebas confirmativas adicionales como las
pruebas de catalasa y oxidasa, para confirmar que se trata de BAL (Ortiz,
2006).

1.3 Vias metabdlicas

Las BAL se separan en tres grupos segun las vias metabdlicas utilizadas para

fermentar la glucosa y la capacidad de metabolizar las pentosas.

El primer grupo, definido como homofermentativas obligadas, fermentan la glucosa
a acido lactico exclusivamente a traves de la via glucolitica, pero no puede fermentar
pentosas y compuestos relacionados. Las cepas con estas caracteristicas se
clasifican como lactobacilos del grupo |, segun la clasificacion de Kandler y Weiss
(1986).

El segundo grupo, BAL facultativamente heterofermentativas, fermentan glucosa a

acido lactico mediante glucdlisis, pero también fermenta pentosas y compuestos
relacionados a través de la via de la fosfocetolasa. Enterococcus, Lactococcus,

Lactovum, Paralactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Vagococcus Yy
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Lactobacillus spp del grupo II, estan incluidos en este grupo. Hasta ahora se ha
informado que los tetragenococos son facultativamente heterofermentativos, excepto
Tetragenococcus osmophilus, que muestra un metabolismo acido mixto al producir
lactato y acetato en caldo Soya Tripticaseina (TSB).

Los miembros de Carnobacteriaceae probablemente metabolizan la glucosa a
piruvato por medio de la glucdlisis, con el piruvato metabolizado a acido lactico, acido
formico, acido acético y etanol con o sin CO2. Por lo general, metabolizan las pentosas
Yy, por lo tanto, se clasifican como facultativamente heterofermentativas (Endo & Dicks,
2014).

El tercer grupo, las BAL obligatoriamente heterofermentativas, metabolizan la

glucosa, las pentosas y compuestos relacionados a través de la via de la
fosfocetolasa. Leuconostoc, Oenococcus, Weissella y Lactobacillus spp del grupo I
estan incluidos en este grupo. Fructobacillus spp. metabolizan la glucosa a cantidades
casi equimolares de acido lactico y acido acético y muy poco etanol (Endo & Okada,
2008; Endo et al., 2009). Es probable que este metabolismo se lleve a cabo mediante
la via de la fosfocetolasa, y deben formarse grandes cantidades de &acido acético a
partir de acetilfosfato en lugar de etanol. Sin embargo, Fructobacillus spp. carecen de
la capacidad de metabolizar las pentosas debido a la ausencia de enzimas como
pentosa quinasa, epimerasas o isomerasas. A pesar de ello, deben clasificarse como

estrictamente heterofermentativas debido a su metabolismo de la glucosa.

La clasificacibn como homofermentativa o heterofermentativa depende de la
presencia o ausencia de aldolasa o fosfocetolasa, enzimas clave para llevar a cabo
la glucolisis y la via de las pentosas, respectivamente. Por ejemplo, las BAL
homofermentativas poseen la enzima aldolasa pero no fosfocetolasa, mientras que
en las BAL heterofermentativas es totalmente lo opuesto. Las BAL facultativamente
heterofermentativos comparten caracteristicas de ambos grupos, ya que tienen

enzimas de ambas vias metabdlicas (Endo, 2014).

Homofermentativo.

El grupo homofermentativo compuesto de Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus

y Streptococcus, utilizan la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas, al convertir 1 mol de
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glucosa en dos mol de acido lactico; se produce mas del 85% de acido lactico a partir
de glucosa (figura 1).

Las bacterias lacticas homofermentativas poseen las enzimas aldolasa y hexosa
isomerasa, pero carecen de la fosfocetolasa. Dentro de este grupo se tiene a
Lactobacillus solos o en cadenas cortas, terméfilos, acidificantes muy potentes y de
actividad caseolitica notable, y a Streptococcus, de forma esférica en cadenas,
acidificacion rapida y poca actividad caseolitica (Parra, 2010).

Este grupo de bacterias, al no poseer piruvato descarboxilasa, transfieren el
hidrogeno formado por accion de la fosfotriosa deshidrogenasa a acido pirtvico con
ayuda de la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), y lo transforma en acido lactico
(Parra, 2010).

Homofermentadoras
ATP ADP ATP ADP
Glucosa Fr”_cmsa Aldolasa 2 gliceraldehido - Dihidroxiacetona
116_d|f05fat0 3-fosfato (G-3-P) fosfato
N
[ ™ Y
[ \ |
[ i |
|
I | I
‘* I | |
2P 2 . 2ADP 2ATP 2 ADP 2 ATP v 2 NAD*
F \ 2 Acido \
2 G-3-P =

1,3-difosfoglicérido 2 piruvato 2 Lactato

Glucosa —» 2 lactato +2 H* AGY=-196 kI
(CsH1206) 2(C3Hs03) (2 ATP)

Figura 1. Fermentacion de la glucosa en bacterias acido lacticas homofermentadoras
(Madigan et al., 2015).

Heterofermentativo.

Las BAL heterofermentativas producen cantidades equimolares de lactato, CO2 y
etanol a partir de la fermentacion de glucosa usando la hexosa monofosfato o la via
de las pentosas (figura 2). De esta forma, solamente generan la mitad de la energia
gue genera el grupo homofermentativo.

Con excepcion de ciertos productos lacteos fermentados, las BAL
heterofermentativas rara vez se utilizan como cultivos iniciadores, aunque son
comunes en la leche y los productos lacteos. Si se les permite crecer

significativamente, pueden causar defectos relacionados con su produccion de acido
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y CO2, como hendiduras en quesos duros o empaques hinchados en otros productos
lacteos (Cornell University, 2021).

Entre las BAL heterofermentativas se encuentran Leuconostoc spp. (cocobacilos
Gram positivos) y bacilos Gram positivos como Lactobacillus brevis, Lb. fermentum y
Lb. reuteri. Otras especies de Lactobacillus se consideran heterofermentativas
facultativas, lo que significa que produciran CO:2 y otros subproductos solo bajo ciertas
condiciones 0 con sustratos especificos. Estas cepas incluirian Lb. plantarum, Lb.

casei y Lb. curvatus (Cornell University, 2021).

El grupo heterofermentativo sigue la ruta de Entner-Doudoroff, produciendo
solamente 50 % de acido lactico. Estas fermentan 1 mol de glucosa para formar 1 mol
de acido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol de COz2, generando 1 mol de ATP por cada

mol de glucosa (Parra, 2010).

Etanol
Heterofermentadoras
p T T T T T T T TS T T T T T T T T T e e e e e e e e NAD*

f/

it >

! / Acetaldehido

I
} : Ruta de Entner- | _ NAD*
,‘ | Doudoroff !
‘ | e >

y Piruvato G-3-P ¢y i .

ATP ADP - :\Ceft"
f i fosfato
Glucosa GG:UC?SE' Acido 6- Ribulosa o Xilulosa %
-fosfato fosfoglucénico 2
g S-fOSfatO 5-f05fat0 Fosfocetolasa
ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e T Gliceral-
/ ST T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ~. dehido 3-P
| {f e !
T 0
| v ! v
| o . ADP ATP ADP ATP NAD*
PO Acido 1,3- ) Lactat
s . - acrtato
difosfoglicérico Piruvato
Glucosa —m lactato + etanol + CO; + H*  AGY=-216 kJ

(CeH1206) (C3Hs03) (CaHsOH) (1 ATP)

*Obsérvese que en las reacciones de formacion de etanol no se forma ATP.

Figura 2. Fermentacion de la glucosa en bacterias 4cido lacticas heterofermentadoras

(Madigan et al., 2015).
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1.4 Taxonomia

Las bacterias acido lacticas pertenecen al phylum Firmicutes que comprende
alrededor de veinte géneros. Los principales géneros son: Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella, siendo

Lactobacillus el mas grande de estos géneros (Parra, 2010).

Segun las secuencias de ARNr 16S, los lactobacilos se distribuyen filogenéticamente
en siete grupos: Lactobacillus buchneri (bu), Lactobacillus casei (ca), Lactobacillus
delbrueckii (de), Lactobacillus plantarum (pl), Lactobacillus reuteri, Lactobacillus sakei

(sa) y Lactobacillus salivarius (sl) (De Angelis, 2016).

Recientemente, Zheng et al. (2020), indicaron que el género Lactobacillus comprende
261 especies y que son extremadamente diversas a nivel fenotipico, ecolégico y
genotipico. El estudio que realizaron evalu6 la taxonomia de Lactobacillaceae y
Leuconostocaceae sobre la base de secuencias del genoma completo. Los
parametros que se evaluaron incluyeron la filogenia del genoma central, la identidad
de aminoacidos promedio por pares (conservada), los genes distintivos especificos
del clado, los criterios fisioldégicos y la ecologia de los organismos. Con base en estos
criterios evaluados, se propuso la reclasificacion del género Lactobacillus en 25
géneros, incluido el género modificado Lactobacillus, que incluye organismos que se
han denominado grupo Lactobacillus delbrueckii, Paralactobacillus y 23 nuevos
géneros cuyos nombres propuestos son Holzapfelia, Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus,
Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus vy
Lentilactobacillus.

Asi mismo, el trabajo de Zhen propuso corregir errores en la descripciéon de la familia
Lactobacillaceae para poder afadir todos los géneros que anteriormente estaban

incluidos en las familias Lactobacillaceae y Leuconostocaceae.
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Esta reclasificacion refleja la posicion filogenética de los microorganismos y agrupa a
los lactobacilli en clados robustos con propiedades ecolégicas y metabdlicas
compartidas, como se ejemplifica para el género modificado Lactobacillus que abarca
especies adaptadas a vertebrados (tales como Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus iners, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus jensensii, Lactobacillus
johnsonii y Lactobacillus acidophilus) o invertebrados (tales como Lactobacillus apis
y Lactobacillus bombicola) (Zheng et al, 2020).

En la Tabla 2 se describen las familias mas importantes de bacterias acido lacticas.

Tabla 2. Familias y especies de bacterias acido lacticas (Holzapfel, 2014).

Familia Género Descripcion de la familia
Aerococcaceae Abiotrophia La familia contiene varios géneros
Aerococcus compuestos por cocos o cocobacilos Gram
Dolosicoccus positivos, inméviles, ovoides. Se determiné
Eremococcus gue las paredes celulares contienen lisina.
Focklamia No se forman endosporas. Estas bacterias
Globicotella son anaerobias facultativas, catalasa
Ignavigranum negativas y pueden crecer en medios que
contengan 6.5% de NaCl (Lawson, 2014).
Carnobacteriaceae | Alkalibacterium Los miembros de esta familia son bacilos o
Allofustis cocos Gram positivos que no forman
Alloiococcus esporas. En general, son anaerobias
Atopobacter facultativas, pero algunas especies crecen
Atopococcus aerébicamente o en condiciones
Atopostipes microaerdfilicas. La mayoria son catalasa
Bavariicoccus negativas, excepto para algunas especies
Desemzia del género Alloiococcus. Las células
Dolosigranulum pueden ser méviles o no. El metabolismo
Granulicatella es homofermentativo o heterofermentativo
Isobaculum con produccion de acidos lactico y acético.
Lacticigenium Aunque la fermentacion es el modo
Marinilactibacillus preferido de metabolismo, la respiracion se
Trichococcus (incl. activa en condiciones aerobicas con la
Lactosphaera) participacion de los tipos b y d de
citocromos. No se han encontrado ni
informado tipos de respiracion anaerodbica
(Pikuta, 2014).
Enterococcaceae Catellicoccus A pesar de la estrecha relacion filogenética
Enterococcus entre estos géneros, s6lo muestran
Melissococcus algunos rasgos comunes. Son anaerobios
Pilibacter facultativos, anaerobios o microaerofilicos.
Tetragenococcus Algunas especies son carboxifilas o
Vagococcus haléfilas. Forman cocos o bacilos ovoides
Gram positivos, no formadores de esporas,
gue pueden ser modviles. Son catalasa
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negativas,  quimioorganotroficas, con
metabolismo fermentativo y requerimientos
complejos de nutrientes (Svec, 2014).

Lactobacillaceae Lactobacillus Las bacterias de esta familia son Gram
Paralactobacillus positivas, anaerobias facultativas o
Pediococcus aerotolerantes, catalasa negativas,

generalmente inmdviles y no formadoras
de esporas, con una capacidad variable
para fermentar carbohidratos a lactato y
otros subproductos, como acetato, etanol,
COg, formato y succinato (Felis, 2014).

Leuconostocaceae | Fructobacillus Esta familia muestra la méas amplia
Leuconostoc diversidad de tipos de peptidoglicanos. Los
Oenococcus miembros de esta familia son BAL
Weissella heterofermentativas obligadas y

normalmente producen &cido Ilactico,
diéxido de carbono y etanol durante el
metabolismo de la glucosa por la via de las
pentosas fosfato. Los miembros de
Leuconostocaceae no son termdfilos y la
temperatura 6ptima de crecimiento es de
20°C-30°C. Por lo general, no son
acidofilos, pero O. oeni es un
representante de las BAL aciddfilas, con
cepas que muestran la capacidad de
crecer incluso a pH 3.7. Para el
crecimiento, los miembros de la familia
suelen preferir condiciones anaerébicas
(Endo, 2014).

Streptococcaceae Lactococcus Las bacterias que pertenecen a esta familia
Lactovum son cocos Gram positivos, catalasa
Streptococcus negativos, de forma ovoide o esférica, y su

pared celular contiene lisina. No forman
endosporas y tienen un bajo contenido de
G+C (33-46 mol %) en su ADN. Son
anaerobias facultativas
guimioorganotroficas (Toit, 2014).

*Bifidobacterium no es taxonomicamente BAL, pero por su metabolismo se clasifica

como tal.
1.5 Identificacion
Para describir adecuadamente a los microorganismos es necesario establecer sus

caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas, fisiolégicas y genéticas, ya que, contando

con esta informacién es posible identificarlos y clasificarlos (Ramirez et al., 2015).
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1.5.1 Identificacion fenotipica

Las cepas de bacterias acido lacticas deben identificarse por caracteristicas

fenotipicas, como:

Morfologicas: forma, color, textura y tamafio de las colonias que forman en un
medio de cultivo, asi como de las células (cocos, bacilos, cocobacilos o con
forma ovoide).

Tincién de Gram: al pertenecer al grupo de Gram positivos, las BAL deben
observarse bajo el microscopio con una coloracion purpura al realizar la tincion
de Gram.

Metabolicas: mecanismos de obtencion de energia y productos generados en
la fermentacion.

Fisiolégicas: requerimientos de oxigeno, intervalos de temperatura (8—65 °C),
pH (3.9-9.6) y concentracién de sales para su crecimiento (4.0—18%).
Quimicas: analisis de marcadores quimiotaxonémicos, como perfil de acidos
grasos (FAMES), lipidos polares, quinonas, poliaminas y componentes de la

pared celular.

1.5.2 Identificacion bioquimica

Las pruebas bioquimicas se basan en la actividad metabdlica de las bacterias, como

la utilizacion de compuestos de carbono y nitrdgeno, capacidad de fermentar

azucares, formacion de metabolitos secundarios, asi como la produccién de enzimas

y toxinas. Las principales pruebas bioquimicas para identificar bacterias acido lacticas

en alimentos fermentados son las siguientes:

1. Pruebas de metabolismo de carbohidratos: para distinguir BAL homo o

heterofermentativas se analiza si puede metabolizar un carbohidrato,
generalmente glucosa, a un acido por oxidacion (proceso aerdbico) o llevar a
cabo la fermentacion de éste (proceso anaerébico), produciendo CO2 a partir
de glucosa. Adicionalmente se realizan pruebas de hidrolisis de almiddn.

Pruebas de metabolismo de proteinas y aminoacidos: produccién de amoniaco
a partir de arginina, hidrdlisis de caseina, licuefaccion de gelatina, produccion
de indol, pruebas de aminoacidos descarboxilasa y prueba de fenilalanina

desaminasa.
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Prueba del metabolismo de grasas: hidrélisis de tributirina.
Pruebas de enzimas: presencia de catalasa, oxidasa, ureasa, coagulasa y
nitrato reductasa.

5. Prueba de produccion de dextrano a partir de sacarosa, exclusivamente para
Leuconostoc sp.

6. Configuracion del &cido lactico: La configuracion del acido lactico producido
por BAL se determina enzimaticamente usando kits de D-lactato y L-lactato

deshidrogenasa.

Los métodos comerciales que se usan comunmente para la identificacion

bioquimica de BAL son los siguientes:

Sistema API 50 CH

Se trata de un sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos bioquimicos
destinados al estudio del metabolismo de bacterias por medio de la fermentacion
rapida de los carbohidratos. En combinacién con el medio API 50 CHL, es posible
identificar a Streptococcus thermophilus, Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc
(La Torre, 2011).

La tira reactiva APl 50 CHL permite la determinacion de la capacidad fermentativa de
49 carbohidratos diferentes de una cepa aislada. Durante el periodo de incubacion, la
fermentacién se traduce en un cambio de color en el tubo, debido a una produccion
de acido en anaerobiosis, revelada por el indicador de pH del medio elegido. El primer
tubo, sin principio activo sirve como testigo negativo.

El software de identificaciéon de la base de datos APl LAB PLUS disponible en

https://apiweb.biomerieux.com/login, utiliza un lector O&ptico controlado por

computadora y tarjetas especificas para generar un perfil bioquimico que se utiliza

para interpretar los resultados.

Sistema rapido API ZYM

El sistema APl ZYM permite la deteccion de varias enzimas constitutivas y otras
reacciones de prueba dentro de unas pocas horas después de la inoculacion. Este
sistema se ha utilizado para detectar la actividad de 19 enzimas diferentes de tejidos,
bacterias o células. Ademas, la técnica APl ZYM es un método rapido y sencillo para

evaluar los perfiles enzimaticos de microorganismos, principalmente de BAL
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asociadas a alimentos fermentados. Este método también es relevante para la
seleccion de cepas como potenciales cultivos iniciadores, basados en perfiles
enzimaticos superiores, para mejorar la calidad de productos fermentados
tradicionales (Tamang, 2014).

El sistema consta de una galeria de cupulas de plastico, la cuales en el fondo tienen
un soporte de tela que lleva los sustratos y el tampdn. Estos sustratos detectan las
enzimas siguientes: fosfatasa alcalina y acida, butirato esterasa, caprilato
esterasal/lipasa, leucina, valina y cistina aminopeptidasas, tripsina, quimotripsina,
fosfoamidasa, a-galactosidasa, p-galactosidasa, B-glucuronidasa, a-glucosidasa, B-
glucosidasa y a-manosidasa. (Humble, 1977). Las actividades relativas de 19
enzimas hidroliticas se pueden determinar semicuantitativamente inoculando gotas
de suspensiones celulares en micro cupulas, las cuales se incuban a 30°C durante 6
h. Después de la incubacion, se agrega una gota del reactivo zym-A y zym-B ya
preparado y se observa el desarrollo del color segun la tabla de colores del fabricante.

Biolog System
Biolog system es un sistema que se usa para la identificacion rapida y precisa de mas
de 2900 especies de bacterias, levaduras y hongos aerébicos y anaerobicos.

La tecnologia fenotipica avanzada de Biolog proporciona informacion valiosa sobre

las propiedades de las cepas, ademas de una identificacion a nivel de especie.

La tecnologia de utilizacion de fuentes de carbono de Biolog identifica
microorganismos ambientales y patdogenos mediante la produccion de un patrén
caracteristico o "huella digital metabdlica” a partir de reacciones de prueba discretas
realizadas dentro de una microplaca de 96 pocillos. Estas microplacas incorporan un
tinte de tetrazolio redox patentado que después de la incubacién, durante 4 a 24 h,
cambia de color debido a la respiracion celular proporcionando la huella digital
metabdlica. La cepa se identifica comparandola con los patrones de la base de datos

de referencia, para lo cual Biolog System (https://labservices.biolog.com/login.php)

proporciona una amplia base de datos para las especies de BAL (Tamang, 2014).
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Acido diaminopimélico (DAP)

El acido diaminopimélico es un derivado épsilon carboxilado del aminoacido lisina.
Las bacterias Gram negativas utilizan el isomero meso-DAP para reticular la lamina
de peptidoglicano de la pared celular, mientras que las bacterias Gram positivas
utilizan su producto biosintético, la L-lisina, para hacer lo mismo (Chatterjee et al.,
2021).

Para la confirmacion de L. plantarum y Lactobacillus pentosus, la presencia de acido
diaminopimélico en la pared celular debe determinarse mediante cromatografia en
capa fina (CCF), para ello cada muestra se coloca sobre placas de celulosa, las cuales
se mantienen en una camara que contiene una solucion de metanol, piridina, HCI 10
N y agua (32:4:1.7). Después de mantener las placas en la cAmara durante 4 a 5
horas, se secan y se revelan los cromatogramas mediante pulverizacion de ninhidrina
acida. Las manchas que representan meso-DAP aparecen de color verde oscuro a

gris y se vuelven amarillas en 24 h (Tamang, 2014).

Por otro lado, Marconi (2000) reporté un método de deteccién rapida de acido meso-
diaminopimélico en bacterias acido lacticas, mediante la hidrolisis de su pared celular
por microondas, el cual consiste en la hidrélisis de células enteras, tanto en fase
liquida como en fase de vapor, con HCI 6 N en recipientes sellados, utilizando un
horno de microondas equipado con sondas de presion y temperatura. La presencia o
ausencia de &cido meso-diaminopimélico determinada por CCF, después de la
aplicacién de procedimientos de hidrdlisis por microondas en fase liquida y vapor, dio
los mismos resultados cualitativos que los obtenidos por hidrélisis tradicional. Estos
procedimientos estandarizados de hidrolisis por microondas permiten una drastica
reduccion del tiempo de hidrolisis, de 16-20 h a menos de 10 min y, en consecuencia,

del tiempo total de andlisis del acido meso-diaminopimélico.

Perfil de acidos grasos celulares

Los sistemas de perfiles de acidos grasos celulares pueden reducir la subjetividad y
el tiempo de respuesta, pero aun dependen de la identificacion fenotipica. Se puede
utilizar la cromatografia de gases para determinar el perfil de los ésteres metilicos de
los acidos grasos presentes en la estructura celular de los microorganismos. Los

acidos grasos de cadena ramificada predominan en algunas bacterias Gram positivas,
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mientras que los hidroxiacidos de cadena corta suelen caracterizar los

lipopolisacéaridos de las bacterias Gram negativas (Tamang, 2014).

Los principales factores que afectan la composicion de acidos grasos celulares son la
temperatura de cultivo, el pH, el contenido de NaCl en el medio de cultivo, la etapa de
crecimiento y el método de aislamiento de grasa (Gilarova, 1994).

Un estudio desarrollado en Chile determiné el perfil de acidos grasos de varias
especies del género Vibrio y otras especies como Escherichia coli y Staphylococcus
aureus por cromatografia de gases, y se obtuvo como resultado que el perfil de acidos
grasos es Unico para cada especie analizada y significativamente diferente tanto para
las especies de Vibrio como para las otras bacterias consideradas. Por lo que se
confirma que el perfil de acidos grasos puede ser una prueba alternativa para la
identificacion del género de un microorganismo a un bajo costo y en poco tiempo
(Valenzuela et al., 2012).

1.5.3. Identificacién molecular

La identificacién fenotipica de los microorganismos fermentativos requiere mucho
tiempo y, a menudo, es problemética debido a caracteristicas bioquimicas o
fisiologicas ambiguas. En los ultimos afios, el desarrollo de métodos de identificacion
por medio de métodos moleculares ha ofrecido la posibilidad de acelerar mucho la
identificacion bacteriana (Aymerich et al., 2003).

La identificacion molecular o genotipica est4 surgiendo como una alternativa o
complemento a los métodos fenotipicos establecidos, que es una herramienta de
identificacion precisa y confiable, y se usa ampliamente para identificar
microorganismos tanto dependientes como independientes del cultivo a partir de
alimentos fermentados. Por lo general, la identificacion genotipica de bacterias implica
el uso de secuencias conservadas dentro de dianas genéticas filogenéticamente
informativas, como el gen de ARNr de subunidad pequefa (16S). A continuacion, se
presentan algunos métodos importantes de identificacion molecular o genotipicos que

se utilizan amplia u ocasionalmente en estudios de alimentos fermentados.
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccién enzimética in vitro que
amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN durante 35 ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccion
aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de

sintetizar naturalmente el ADN en las células.

Materiales y equipo

- Templado o molde de ADN: Es la fuente del segmento de ADN que se va a
amplificar, sirve como plantilla.

- ADN polimerasa: Se trata de una enzima termoestable que soporta temperaturas
de hasta 98°C. La Taq Polimerasa es la mas utilizada y se obtiene de la bacteria
Thermus Aquaticus que habita en aguas termales.

- Cebadores: Incluyen dos fragmentos cortos, oligonucleétidos de ADN
monocatenario, formados por 15 a 30 nucleétidos que son especificos de las
secuencias diana

- Desoxirribonucleoétidos trifosfato (ANTPSs): Incluyen unidades individuales de todas
las bases nitrogenadas que son los ingredientes basicos para la sintesis de ADN.
Ademas, se sabe que son importantes para satisfacer la demanda de energia durante
la polimerizacion o el alargamiento de la cadena.

- lon magnesio (Mg?*): El ion divalente de magnesio actia como cofactor y aumenta
la actividad enzimatica de la ADN polimerasa.

- Buffer: Controla el pH para mantener un entorno ideal para la actividad de ADN
polimerasa en la reaccion de PCR. El pH se sitla entre 8.0y 9.5, y el Tris-HCI ayuda
a su estabilizacion.

- Agua destilada: Para completar el volumen final de la reaccion.

- Termociclador: Equipo que permite realizar de forma automatizada y secuencial los
ciclos de temperaturas necesarios para llevar a cabo la reaccién en cadena de la

polimerasa para la amplificacion de ADN (Masoodi et al., 2021).

Metodologia de la PCR

Consiste en una serie de ciclos de amplificacion de tres pasos sucesivos cada uno,

estos son la desnaturalizacion, hibridacion y extension.

- Desnaturalizacion:
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El fragmento de ADN que contiene la secuencia deseada se calienta para su
desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos. La desnaturalizacion permite la
separacion de las hebras complementarias rompiendo los enlaces de hidrégeno que
mantienen unido al ADN en una hélice. Las hebras separadas actian como plantillas
para la copia del ADN.

- Hibridacion:
En este paso, tiene lugar la hibridacion de dos cebadores con las cadenas
desnaturalizadas. La temperatura debe ser reducida entre 55°C a 60°C, para permitir
gue los cebadores se unan al ADN molde. La temperatura no debe ser menor a 50°C
ya que puede provocar una falta de coincidencia.

- Extension o polimerizacion:
En esta etapa, los DNTs y la enzima Taq ADN polimerasa se afiaden a la mezcla de
reaccion y se calientan a 72°C. La ADN polimerasa conduce a la extension o
polimerizacién de los cebadores agregando nucledtidos secuencialmente a los

cebadores ya unidos a las cadenas de ADN deseadas (Masoodi et al., 2021).

Al final de la reaccion, para corroborar si se amplifica la secuencia blanco de interés,
los productos de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de

agarosa para confirmar si la reaccién fue exitosa (Tamay et al., 2013).

Ventajas
La técnica produce millones de copias de un unico segmento de ADN en un periodo

de tiempo mas corto. Tiene una amplificacién especifica y el procedimiento es rapido.

Limitaciones
La ejecucion y la configuracion requieren habilidades técnicas muy altas. Tiene un

alto costo de equipo y requiere un ambiente altamente estéril (Masoodi et al., 2021).

PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR)

El principio de esta técnica se basa en la PCR tradicional, solo que la forma en como
se detectan y analizan los productos de la amplificacion es diferente. El término en
tiempo real se refiere a que la deteccidén de los productos amplificados sucede en
cada ciclo de la reaccion. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que

es posible cuantificar la cantidad de ADN en la muestra, a diferencia de la PCR
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tradicional en donde no es posible detectar en tiempo real ni cuantificar la secuencia
blanco. Precisamente, estas ultimas dos caracteristicas representan grandes ventajas
de la PCR en tiempo real, ya que el producto de amplificacion es monitoreado
conforme transcurre la reaccion sin que haya la necesidad de que sea manipulado en
un gel de agarosa para saber si la reaccion fue exitosa, como sucede en la PCR
tradicional (Tamay et al., 2013).

Las ventajas significativas de la PCR en tiempo real incluyen su capacidad para medir
concentraciones de ADN en un amplio rango, su sensibilidad, su capacidad para
procesar multiples muestras simultaneamente y su capacidad para proporcionar
informacion inmediata. Una desventaja es que los equipos son mas caros que los de
PCR tradicionales. La PCR en tiempo real es especialmente util en grandes

laboratorios comerciales que procesan una gran cantidad de muestras (Hoy, 2013).

Electroforesis en gel de campo pulsado

La PFGE, por su nombre en inglés Pulse Field Gel Electrophoresis, es un método en
donde el ADN se traslada a través de un gel de agarosa concentrado, bajo la
influencia de dos campos eléctricos. Los dos angulos de los campos eléctricos se
encuentran cerca de la perpendicularidad, no son uniformes en la intensidad de
campo y cambian de manera alterna (pulsos). En general, se supone que en
concentraciones altas de agarosa y con tensiones elevadas, las moléculas grandes
de ADN deben ser elongadas a lo largo de la direcciéon del campo eléctrico con el fin
de penetrar a través de los poros del gel. Cuanto mas grande sea la molécula de ADN,
mayor sera el tiempo para encontrar la nueva orientacion y la retencion en el gel
(Cardozo et al., 2013).

Esta técnica permite la separacion electroforética de un nuamero reducido de
fragmentos de restriccion de ADN de gran tamafio. Estos fragmentos se producen
utilizando enzimas de restriccion de corte poco frecuente, para generar una huella
genética altamente discriminatoria. La PFGE es relativamente costosa y requiere al

menos 3 dias para obtener un resultado (Tamang, 2014).
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Southern blot

Este método fue desarrollado para la detecciobn de genes especificos en el ADN
celular, es decir, permite detectar la presencia de una secuencia de ADN concreta en
una mezcla compleja de este acido nucleico. Para ello, emplea la técnica de
electroforesis en gel de agarosa con el fin de separar los fragmentos de ADN de
acuerdo con su longitud y, después, una transferencia a una membrana en la cual se
efectla la hibridacion de la sonda (Southern, 1975).

Es una hibridacion ADN-ADN que mide el grado de similitud genética entre grupos de
secuencias de ADN. Se utiliza para determinar la distancia genética entre dos
especies. Cuando se comparan varias especies, los valores de similitud permiten que

las especies se organicen en un arbol filogenético (Tamang, 2014).

Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante o molecular fingerprinting
La electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE por sus siglas en
inglés), es un método que consiste en la separacion de la doble cadena de ADN o
desnaturalizacion del ADN. Estos fragmentos amplificados de ADN, de longitud
idéntica, pero secuencia diferente, pueden visualizarse electroforéticamente debido a
su diferente comportamiento de difusion en un sistema de gel que contiene un
gradiente de desnaturalizantes. La DGGE y su electroforesis en gel de gradiente de
temperatura (TGGE), se desarrollaron para analizar comunidades microbianas en
productos lacteos fermentados, basandose en diferencias especificas entre
secuencias de amplicones de ARNr 16S producidos por PCR. Si se utiliza el ADN
total de una comunidad microbiana en la amplificacion por PCR, estas técnicas
pueden proporcionar el perfil de la diversidad genética de las poblaciones dominantes.
Si en su lugar se usa ARN total, los perfiles revelan las poblaciones metabdlicamente
activas. Aunque TGGE y DGGE son utilizados particularmente para la deteccion de
mutaciones de base Unica y polimorfismos de ADN gendmico, clonado y amplificado
por PCR, tanto la PCR-DGGE como la PCR-TGGE se utilizan para estudiar la
diversidad y dinamica de los microorganismos en las fermentaciones de alimentos y
para perfilar los patdégenos directamente en las muestras de alimentos (Tamang,
2014).
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Tipificacién Multilocus de Secuencias (MLST)

La MLST es una técnica de epidemiologia molecular que permite la tipificacion
bacteriana mediante la identificacion de polimorfismos, tras la amplificacion y
secuenciacion de fragmentos de entre 300-500 pb de 7 genes conservados,
diferentes para cada especie bacteriana. Se trata de una técnica sencilla, objetiva y
facilmente reproducible que permite identificar asociaciones clonales y establecer
relaciones evolutivas. Sin embargo, no presenta una alta capacidad discriminativa

(Red de laboratorios para la vigilancia de microorganismos resistentes, 2020).

La tipificacion de secuencias multilocus de genes de mantenimiento, determina
directamente las variaciones de la secuencia de ADN en un conjunto de genes
fundamentales para llevar a cabo las funciones celulares basicas, y caracteriza las
cepas por sus perfiles alélicos Unicos. Las diferencias de nucleétidos entre cepas se
pueden comprobar en un numero variable de genes, generalmente siete,
dependiendo del grado de discriminacién deseado. Se han propuesto genes de
mantenimiento como marcadores moleculares alternativos a los genes de ARNr 16S
para la identificacion de especies de BAL: genes rpoA y pheS para Enterococcus y
Lactobacillus; atpA y pepN para especies de Lactococcus; y dnaA, gyrB y rpoC para
especies de Leuconostoc, Oenococcus y Weissella.

El analisis filogenético basado en las secuencias de genes de mantenimiento es un
enfoque superior a la secuencia del gen ARNr 16S para la discriminacién de cepas
de BAL, estrechamente relacionadas de los alimentos fermentados étnicos (Tamang,
2014).

Microarreglos

Los microarreglos son una tecnologia que permiten la deteccion de microorganismos
en diferentes tipos de muestras bioldgicas (tejidos, proteinas y material genético) y de
miles de moléculas de manera simultanea por ensayo, a diferencia de lo que ocurre
con otras técnicas de biologia molecular (PCR, Western blot, Northern blot o Southern
blot) en las cuales so6lo se pueden analizar un namero limitado de moléculas por

ensayo.

En términos generales, un microarreglo se encuentra integrado por dos partes, el

material biolégico o sintético denominado como prueba y el soporte solido (también
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llamado chip) donde se adhiere el material biol6gico. Entre los materiales mas usados
como soporte solido encontramos plastico, vidrio, gel, silicon, membranas porosas y
oro (Medina y Espinosa, 2009). Ademas, a las muestras se afiaden tintes
fluorescentes llamados Cy3 y Cy5 que se unen al ADN, para que generen la

fluorescencia.

Este método consiste en colocar miles de secuencias génicas y una muestra que
contiene ADN o ARN en lugares determinados sobre el chip. El apareamiento de las
bases complementarias entre la muestra y las secuencias de genes en el chip
producird una cantidad de luz (fluorescencia) que se puede medir. Las areas del chip
gue producen luz identifican los genes que se expresan en esa muestra (National

Human Genome Research Institute, 2023).

La versatilidad de esta técnica permite utilizarla en estudios de dosis-respuesta, para
establecer perfiles de expresion diferencial de genes en condiciones experimentales
distintas (enfermedades, tratamientos, etc.), en el andlisis de polimorfismos,
presencia de metilaciones, mutaciones puntuales, identificacion de blancos
terapéuticos, etc. ElI desconocimiento de sus aplicaciones y los elevados costos de
las pruebas, hacen que esta tecnologia no sea comunmente utilizada (Medina y
Espinosa, 2009).
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CAPITULO 2. Produccion de compuestos antimicrobianos por las bacterias
lacticas. Descripcion general.

Un metabolito es un compuesto producido durante el metabolismo del
microorganismo. Las bacterias acido lacticas producen una serie de metabolitos, que

pueden cumplir ciertas funciones en los alimentos.

Los metabolitos primarios estan involucrados en el crecimiento, desarrollo y
reproduccion del organismo, por lo que son un componente clave en el mantenimiento
de procesos fisioldégicos normales. Estos metabolitos se forman tipicamente durante
la fase de crecimiento como resultado del metabolismo energético, y se consideran
esenciales para un crecimiento adecuado. Algunos ejemplos de metabolitos primarios
incluyen alcoholes como etanol, 4cido lactico y ciertos aminoacidos (Madigan, et al.,
2015).

Los metabolitos secundarios son compuestos organicos producidos a partir de
excedentes de metabolitos primarios. Los metabolitos secundarios no juegan un papel
en el crecimiento, desarrollo y reproduccion, y normalmente se forman al final o cerca
de la fase estacionaria del crecimiento. Muchos de los metabolitos secundarios
identificados tienen un papel en la funcion ecoldgica, incluidos los mecanismos de
defensa, supervivencia propia en el ambiente que lo rodea al servir como antibiéticos

o producir pigmentos (Ramirez, 2016).

En la cadena de produccion de alimentos existen riesgos de infeccion por patdégenos
generalmente implicados en enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), por
ejemplo, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes o los
géneros Salmonella, Campylobacter y Shigella. Por lo que se necesita un control
microbiolégico estricto para impedir que estos lleguen al consumidor. Para inactivar
estas bacterias se han estudiado diversas estrategias, por ejemplo, sistemas de
bioconservacion, tecnologias no térmicas o combinaciones de ellas. El empleo de
bacterias acido lacticas (BAL) o de sus metabolitos son un ejemplo importante de

tratamientos de bioconservacion.
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Las BAL son consideradas seguras y se utilizan en muchos paises en la produccién

de alimentos fermentados. Se caracterizan por la produccion de sustancias

antimicrobianas (acidos lactico y acético, metabolitos) y de numerosas bacteriocinas,

en las cuales se fundamenta su potente accidon probidtica, antimicrobiana y

bioconservadora.

La bioconservacién de alimentos por medio de bacteriocinas producidas por bacterias

del género Lactobacillus ha resultado exitoso en alimentos como la carne, para el

control de ciertos microorganismos patogenos, entre ellos Salmonella spp. vy

Escherichia coli.

2.1 Compuestos antimicrobianos

Acido lactico: Es generado por BAL homofermentativas a través de la ruta
Embden-Meyerhoff-Parnas, al convertir un mol de glucosa en dos mol de &cido
lactico. Este producto es utilizado como acidulante, agente buffer o inhibidor
de esporas de bacterias en una amplia variedad de alimentos procesados
como pan, dulces, bebidas no alcohdlicas, sopas, productos lacteos,
mermeladas, gelatinas y mayonesas (Parra, 2010). Se prefiere la produccién
de &cido lactico por lactobacilos homofermentativos para reducir el pH mas
rapidamente ya que esto puede inhibir el crecimiento de microorganismos

indeseables y mejorar la calidad de la fermentacion (Giraffa, 2014).

Acido propionico: Se produce por bacterias heterofermentativas que son
utilizadas en la industria de quesos, dénde el acido lactico es transformado en
acido propionico y acético con desprendimiento de CO2, el cual forma hoyos
en quesos como el Emmental, Suizo y Gruyere (Parra, 2010).

Acido citrico (intermediario): En mantequillas y quesos, las BAL
heterofermentativas transforman el acido citrico en compuestos que brindan
aroma caracteristico de estos productos como la acetoina y el diacetilo
producido por Leuconostoc citrovorum Yy Streptococcus diacetilactis,
respectivamente. Estos compuestos, asi como imparten aroma y sabor a los
productos lacteos también tienen un efecto antimicrobiano, pues el

acetaldehido es capaz de inhibir la division celular en Escherichia coli, y el
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diacetilo inhibe levaduras, asi como bacterias Gram negativas y Gram positivas
(Parra, 2010).

Diacetilo: Las bacterias productoras de aroma son principalmente cepas de
Leuconostoc citrovorum. Estas bacterias fermentan el 4cido citrico y producen
diacetilo (2,3-butanodiona) que es el componente caracteristico del aroma de
las mantequillas. El crecimiento de las cepas de Leuconostoc citrovorum es

estimulado por el acetaldehido (Fernandez y Rafecas, 1985).

Etanol: Es producido por BAL heterofermentativas, las cuales son organismos
generalmente tolerantes al etanol, teniendo una mayor resistencia que la
mayoria de las bacterias. Sin embargo, se sabe poco sobre el papel que juega
la tolerancia al etanol en el deterioro de la cerveza, ya que existen diversos
obstaculos en la cerveza que deben superarse para que un organismo pueda
crecer y causar deterioro (Pittet, 2011). En un estudio realizado en 2016 para
la produccién de etanol por microorganismos intestinales seleccionados y
bacterias del acido lactico, se reporta que las mayores cantidades de etanol
fueron producidas por Saccharomyces cerevisiae en presencia de fructosa y
Lactobacillus fermentum con glucosa. Debido a que manitol-deshidrogenasa
se expresa en L. fermentum, la produccion de etanol cuando el metabolito es

fructosa se redujo significativamente (Elshaghabee et al., 2016).

Acido acético: Las especies heterofermentativas obligadas utilizan solamente
la ruta dependiente de fosfocetolasa para metabolizar azlcares, y ademas de
acido lactico, producen cantidades significativas de acido acético y/o etanol
con la generacion de dioxido de carbono. Las pentosas son metabolizadas
mediante la via fosfocetolasa para producir 4cidos organicos, como el acido
acético (Parra, 2010).

El acido acético puede ser producido por BAL homofermentativas facultativas,
en las que se encuentra Streptobacterium, asi como por BAL
heterofermentativas obligadas, donde se incluye al grupo Betabacterium
(Agurto, 2008).
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El vinagre es un producto alimenticio que contiene acido acético y otros
componentes. El acido acético ha sido reconocido por sus propiedades
funcionales, como su actividad antimicrobiana, entre otros (Gomes et al.,
2018).

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

aeruginosa Yy Staphylococcus aureus (Parra, 2010).

Bacteriocinas: Son péptidos bioactivos con efecto bactericida o
bacteriostatico. Algunas bacteriocinas de BAL pueden inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas Gram positivas y negativas. También pueden inhibir el

crecimiento de algunas especies de levaduras (Parra, 2010).

Exopolisacaridos (EPS): son polisacaridos de cadena larga con
ramificaciones, formados por unidades de azUcares. Estas unidades de azucar
son principalmente, glucosa, galactosa y ramnosa en diferentes proporciones.
Las BAL al ser reconocidas como seguras, GRAS, son candidatas para la
produccion de EPS funcionales. Ademas, BAL son caracterizadas porque
convierten una gran proporcion de su fuente de carbono proveniente de
azucares fermentables, a acido lactico, pero también porque son capaces de
desviar una pequefia proporcion de azucares fermentables hacia la biosintesis
de EPS, dependiendo de las condiciones de cultivo y composicion del medio
(Parra, 2010).

Los polisacaridos pueden ser divididos en dos grupos: homopolisacaridos
compuestos por un monosacarido como el dextrano, y heteropolisacéaridos
compuestos de diferentes azlcares como glucosa, galactosa, ramnosa,
manosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y acido gluconico.

El factor que afecta el comportamiento reolégico del coagulo de caseina es la

produccion de EPS proporcionado por los cultivos iniciadores. Algunos cultivos
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de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbruekii son capaces de
producir polisacaridos de alto peso molecular con diferentes estructuras.

Los exopolisacaridos (EPS) desempefian un papel importante en la industria,
en la produccién de derivados lacteos fermentados, en particular en la
produccién de yogurt, queso, crema fermentada, entre otras. Su aporte
contribuye a la textura, reologia, sabor, percepcion sensorial y estabilidad final
del producto. Ademas, los EPS han sido utilizados extensivamente como geles,
emulsificantes y suspensiones de estabilizantes; otro beneficio fisioldgico
incluye la colonizacién gastrointestinal de bacterias probioticas incrementando

la residencia de los EPS en el tracto gastrointestinal.

2.2 Estudios de casos de bioconservacion por BAL

Un estudio realizado por la Asociacion Argentina de Microbiologia tuvo como objetivo
evaluar la capacidad inhibitoria de Lactobacillus spp. frente a patégenos implicados
en enfermedades de transmision alimentaria (ETA), como E. coli O157:H7,
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus. Para ello se tomaron muestras de las
distintas etapas de la cadena productiva porcina. De dichas muestras se aislaron en
total 78 cepas bacterianas, de las cuales 27 (34.61%) tuvieron caracteristicas
fenotipicas y genotipicas correspondientes al género Lactobacillus spp.; el 85.18% de
ellas present6 capacidad inhibitoria frente a por lo menos una de las cepas patégenas
evaluadas. Dichos resultados indican que los microorganismos aislados representan
una potencial alternativa para inactivar a los patdgenos presentes en los alimentos y

asi brindar alimentos mas seguros a los consumidores (Ruiz et al., 2017).

Por otro lado, Trias et al., (2008) estudiaron el potencial bioconservador de varias
cepas bacterianas del acido lactico aisladas de frutas y verduras frescas (Leuconostoc
mesenteroides, Lactococcus lactis y Weissella spp.). Las cepas se probaron en
manzanas golden delicious dafiadas fisiolégicamente y en cortes de hojas de lechuga
iceberg inoculados artificialmente con patdgenos transmitidos por los alimentos. El
tratamiento de ambos productos con cepas antagonistas redujo el recuento celular de
Salmonella Typhimurium y E. coli en 1000 UFC/g, mientras que el crecimiento de
Listeria monocytogenes se inhibié por completo. Estos resultados mostraron que las
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BAL son mas eficientes para controlar a las bacterias Gram positivas que a las Gram

negativas.

Alvarez et al. (2015) mencionan que se estudid la efectividad del probiético
Lactobacillus rhamnosus GG como bacteria antagonista aplicando un cultivo protector
en una cantidad de 108 UFC/ml en manzanas recién cortadas e inoculadas con
Salmonella y L. monocytogenes. Los resultados obtenidos mostraron que Salmonella
no se vio afectada por la presencia de L. rhamnosus GG, en cambio, la poblacion de
L. monocytogenes fue significativamente mas baja que los controles no tratados
durante el almacenamiento. Ademas, se demostro que la calidad de las manzanas no
se vio afectada por la adicion del probiotico y que los recuentos de L. rhamnosus GG
se mantuvieron por encima del nivel generalmente recomendado para la accion

probidtica, es decir, se mantuvo en 10 UFC/g.

32



CAPITULO 3. Bacteriocinas: clasificacion, mecanismos de accién y métodos

para su estudio

3.1 Definicién

De acuerdo con Madigan et al. (2015), las bacteriocinas son proteinas que inhiben o
matan especies estrechamente relacionadas o incluso cepas diferentes de la misma
especie. Estos agentes, son analogos a los antibidticos, pero con un espectro mas
estrecho de actividad. Otra definicibn mas especializada es la que proponen Parente
y Ricciardi (1999), las bacteriocinas son productos primarios o modificados, liberados
extracelularmente de la sintesis ribosémica bacteriana, que pueden tener un espectro
relativamente estrecho de actividad bactericida, caracterizada por la inclusion de
algunas cepas de la misma especie que la misma bacteria productora, y contra las
cuales la cepa productora tiene algiin mecanismo de proteccion especifica.

Técnicamente, las bacteriocinas son péptidos sintetizados por bacterias con
capacidad antimicrobiana. Tienen de 20 a 60 aminoacidos de longitud, catiénicos e
hidréfobos, capaces de inhibir tanto a las bacterias que provocan el deterioro de los
alimentos como a las bacterias patégenas, Gram negativas y positivas, por lo que
proporcionan una nueva estrategia para combatir estos microorganismos (Kumariya
et al., 2019).

Los genes que codifican a las bacteriocinas y las proteinas necesarias para
procesarlas y transportarlas se encuentran normalmente en plasmidos. Por ejemplo,
Escherichia coli produce bacteriocinas llamadas colicinas, que se unen a receptores
especificos en la superficie de células susceptibles y las matan al alterar el
funcionamiento de la membrana. Otras colicinas son nucleasas que degradan el ADN

0 el ARN de cepas susceptibles.

Con base en estudios extensos de las colicinas producidas por bacterias Gram
negativas, se propusieron seis criterios para caracterizar las proteinas
antimicrobianas producidas por organismos Gram positivos. Aunque los estudios
sobre las proteinas antimicrobianas producidas por las bacterias del acido lactico

frecuentemente citan estos criterios:
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Las bacteriocinas deben ser proteinas. Esta es la Gnica caracteristica absoluta

de las bacteriocinas y generalmente se demuestra por la accion de proteasas
y la pérdida de la actividad antimicrobiana. Sin embargo, dado que los péptidos
también pueden ser inactivados por proteasas, existe cierto debate sobre el
tamafio que debe tener un péptido antes de convertirse en una proteina. Se
sugiere que si el polimero se elabora ribosomicamente mediante la
transcripcion de un gen Unico que posteriormente se traduce en proteina,
entonces es una proteina. Sin embargo, si el polimero se elabora
enziméticamente mediante la condensacion de amino&cidos (como es el caso
de la gramacidina), debe considerarse un péptido. En el caso de moléculas
mas grandes, la inactivacién de la actividad antibacteriana por una 0 mas
proteasas es prueba suficiente de que un inhibidor microbiano es proteinico y,
por lo tanto, una bacteriocina. Deben usarse inhibidores de la sintesis de
proteinas para determinar si los pequefios polimeros de aminoacidos son

proteinas o péptidos.

Las bacteriocinas pueden tener accion bactericida o bacteriostatica. Si bien las

primeras caracterizaciones sugirieron que muchas bacteriocinas son
bactericidas, en 1977, se sefalé que la nisina es un antimicrobiano débil y es
esporostatico o bacteriostatico. Muchas bacteriocinas inicialmente son
caracterizadas como bactericidas en sistemas modelo, pero mas tarde han
demostrado ser bacteriostaticas en aplicaciones alimentarias. Dado que
muchos inhibidores microbianos ampliamente utilizados inhiben el crecimiento
de patdégenos sin matarlos, y el modo de accion bactericida es a menudo una
funcidon del sistema en estudio mas que una caracteristica inherente de la
molécula, por lo que este criterio no es esencial para la definicion de

bacteriocinas (Montville y Kaiser, 1993).

El requisito de que las bacteriocinas tengan sitios de union especificos es
responsable de la especificidad de una bacteriocina, es decir, que actien
contra patégenos especificos y puedan usarse para distinguirlas de otros
antimicrobianos de amplio espectro, como los acidos organicos y la mayoria

de los antibioticos en general. Informes sobre formulaciones de nisina que
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inhiben los organismos Gram negativos y la eficacia de las bacteriocinas contra
esferoplastos y protoplastos sugieren que los sitios de unién no necesitan ser
muy especificos.

El enlace plasmidico de las colicinas sugiri0 que las bacteriocinas estan
mediadas por plasmidos. Esto se ha encontrado para Pediococcus
pentosaceus, Lactobacillus acidophilus, Lactococcus lactis, Carnobacterium
piscicola y Pediococcus acidilactici. Sin embargo, Joerger y Klaenhammer en
1986 descubrieron que el gen de helviticina J se encuentra en el cromosoma
de Lactobacillus helveticus. De hecho, relativamente pocas bacteriocinas
producidas por lactobacilos estdn mediadas por pldsmidos y algunas se
encuentran en el cromosoma, siendo mas estables. La ubicacién del gen que
codifica una proteina antimicrobiana especifica a menudo es dificil de
determinar. Por ejemplo, se ha presentado evidencia que sugiere que el gen
que codifica la nisina, que durante mucho tiempo se pensé que estaba en un
plasmido, reside en el cromosoma de Lactococcus lactis ATCC 11454,

Por tanto, la localizacion del gen no es un criterio Util para su clasificacion como

bacteriocina.

- El criterio de que las bacteriocinas deben producirse por biosintesis, sugiere
gue la célula que produce la bacteriocina debe morir en el proceso de liberacién
de la bacteriocina. Este requisito puede haber sido el resultado de una
orientaciébn hacia el metabolismo secundario generada por décadas de
investigacion en antibiéticos. Sin embargo, las bacteriocinas se producen como

proteinas durante la fase de crecimiento sin la lisis del organismo productor.

- El criterio final sugiere que las bacteriocinas son activas contra un amplio
espectro de bacterias estrechamente relacionadas, es decir, muchas proteinas
antimicrobianas producidas por bacterias Gram positivas son efectivas contra
géneros de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas (Montville y
Kaiser, 1993).

Las excepciones a los seis criterios son tan numerosas que Konisky (1982) concluyé
gue solo hay dos requisitos verdaderos para definir a las bacteriocinas:

1. Su naturaleza proteica.
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2. Su falta de letalidad para las células que las producen (es decir, no son

proteinas suicidas).

Hay varios mecanismos diferentes mediante los cuales las bacterias se protegen a si
mismas del efecto adverso de sus propias bacteriocinas. Uno es la modificacion
postraduccional, ya que, después de que la proteina se sintetiza como un pre-
péptido, algunos residuos de aminoacidos se procesan postraduccionalmente para
generar la molécula de proteina activa. Este es el caso de la nisina, con la generacion
de los aminoacidos tioéter lantionina y 3-metil-lantionina. Otras bacteriocinas
procesan un precursor en muchos casos, dividiendo la prebacteriocina en una

bacteriocina activa y una proteina de inmunidad (Montville y Kaiser, 1993).

3.2 Nomenclatura

La nomenclatura de las bacteriocinas es sencilla. Asi como "asa" se usa en la
nomenclatura de enzimas, el sufijo "cina" se usa para denotar actividad
bacteriocinogénica. El sufijo "cina" se agrega al nombre del género de la especie. Por
ejemplo, las colicinas se aislaron originalmente de Escherichia coli, las monocinas
son proteinas antimicrobianas producidas por Listeria monocytogenes, la subtilina es
producida por Bacillus subtilis y la estafilocina por Staphylococcus aureus. Las letras
secuenciales asignadas en el orden de descubrimiento se utilizan después del
nombre de la bacteriocina para diferenciar las bacteriocinas Unicas producidas por
diferentes cepas de la misma especie. Por ejemplo, la lactacina F fue la sexta

bacteriocina reportada para una especie de lactobacilos (Montville y Kaiser, 1993).
3.3 Clasificacion

Las bacteriocinas se clasifican segln su estructura quimica, masa molecular,
susceptibilidad enzimatica, genética, mecanismo de destruccion microbiana,

termoestabilidad, cepas productoras, actividades antimicrobianas y la presencia de

residuos de aminoacidos modificados postraduccionales (Kaskoniené, 2017).
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Un gran numero de bacteriocinas son producidas por bacterias Gram positivas y se
clasifican segun su estructura quimica y mecanismo de accion como antimicrobianos
(Alvarez et al., 2015).

La clasificacidén de las bacteriocinas de las bacterias Gram positivas se complica por
su heterogeneidad y, por tanto, dado que el nimero de bacteriocinas identificadas ha
seguido aumentando, los esquemas de clasificacion han tenido que evolucionar

continuamente (Rea et al., 2011).

Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas, incluidos los géneros
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus,
Carnobacterium y algunos miembros del género Streptococcus, han sido objeto de
especial atencion, ya que al ser bacterias que son GRAS, significa que sus péptidos
asociados pueden emplearse en una gran variedad de formas, incluida la
conservacion de alimentos, la seguridad alimentaria y la medicina tanto humana como

veterinaria.

La nisina A, producida por Lactococcus lactis es la mas caracterizada de todas las
bacteriocinas, y el interés significativo en la investigacion relacionada con las
bacteriocinas se puede rastrear en gran medida al desarrollo exitoso de nisina a partir
de la observacion de su actividad inhibidora de una cepa de L. lactis contra
Lactobacillus bulgaricus, hasta su aprobacion por agencias regulatorias, como agente

bioprotector para alimentos.

Debido al amplio enfoque en las bacteriocinas producidas por BAL, se han sugerido
varios esquemas de clasificacion que son ampliamente aplicables a otras
bacteriocinas de bacterias Gram positivas. Los primeros intentos para clasificar a las
bacteriocinas de BAL implicaron colocar bacteriocinas individuales en uno de ocho
grupos en funcion de su resistencia al calor, rango de hospedadores, sensibilidad a
la tripsina y el grado de reactividad cruzada entre varias combinaciones de
bacteriocina y hospedante.

Este enfoque fue reemplazado por el desarrollado por Klaenhammer (1993), quien

agrupo a las bacteriocinas en cuatro clases distintas con mas subclases. Estas
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agrupaciones han formado la base de todos los esquemas de clasificacion posteriores

para las bacteriocinas de bacterias Gram positivas (Tabla 3).

Tabla 3. Esquema de clasificacion original de Klaenhammer (Rea et al., 2011).

Grupo Descripcion Caracteristicas
distintivas
Clase | Bacteriocinas modificadas | Contiene los aminoacidos
postraduccionalmente. inusuales lantionina, -

metil lantionina y residuos
deshidratados.

Clase Il Péptidos no modificados. | Péptidos activos de
membrana,
termoestables, pequefios
(<10 kDa).

Clase llI Proteinas no modificadas. | Proteinas termolabiles

grandes (> 30 kDa), a
menudo con actividad
enzimatica.

Clase IV Proteinas complejas. Contienen restos de
lipidos o carbohidratos.

Las bacteriocinas se clasificaron inicialmente en cuatro clases como lo muestra la
Tabla 3. Sin embargo, la cuarta clase de bacteriocinas, que consta de grandes
complejos con restos de carbohidratos o lipidos, ha sido reemplazada y se denominé
bacteriolisinas, las cuales comprenden leuconocina S y lactocina 27. Por tanto, las

bacteriocinas se reclasifican principalmente en tres clases:

e Bacteriocinas de clase I: se componen tipicamente de 19 a 50 aminoacidos
y se modifican extensamente después de la traduccion, lo que da como
resultado aminoacidos no estandar, como lantionina, B-metil-lantionina y
dehidroalanina (Kumariya et al., 2019).

La clase | se divide en subclases segun sus similitudes estructurales:

-Subclase la lantibidticos, son péptidos relativamente alargados, flexibles y
cargados positivamente; generalmente actian formando poros en las
membranas citoplasmaticas de especies diana sensibles. La nisina forma parte

de este grupo.
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-Subclase Ib laberintopeptinas, son caracteristicamente globulares, de
estructura mas rigida y tienen carga negativa o neutra. Ejercen su accion
interfiriendo con reacciones enzimaticas esenciales de bacterias sensibles
(Parada et al., 2007).

-Subclase Ic sactibidticos, contienen enlaces caracteristicos de azufre en el
carbono alfa mediados por modificaciones postraduccionales (Mathur et al.,
2015).

Bacteriocinas de clase Il:

La clase Il consta de bacteriocinas peptidicas sin residuos modificados y se ha
dividido en tres subclases, clase lla, Ilb y llc. Las bacteriocinas de tipo
pediocina de un péptido antilisterial, que tienen secuencias de aminoacidos
muy similares se asignan a la clase lla, mientras que las bacteriocinas de un
péptido no similar a la pediocina que no muestran similitud de secuencia con
las bacteriocinas de tipo pediocina se colocan en la clase llc. La clase llb
contiene las bacteriocinas de dos péptidos, estas bacteriocinas son Unicas
porque consisten en dos péptidos muy diferentes y la actividad antimicrobiana
Optima requiere la presencia de ambos péptidos en cantidades
aproximadamente iguales. Desde el primer aislamiento de una bacteriocina de
dos péptidos en 1992, la lactococcina G, se han identificado, aislado y
caracterizado al menos 14 bacteriocinas de dos péptidos producidas por BAL
(tabla 4).

Tabla 4. Descripcion general de las bacteriocinas de dos péptidos caracterizadas

genética y bioquimicamente (Oppegard et al., 2007).

Bacteriocina

Bacteria productora

Lactococcina G
Enterocina 1071
Lactococcina Q
Plantaricina E/F
Plantaricina J/K
Plantaricina S
Plantaricina NC8
Lactacina F
Brochocina C
Termofilina 13

Lactococcus lactis LMGT2081
Enterococcus faecalis FAIR-E 309
Lactococcus lactis QU 4
Lactobacillus plantarum C11
Lactobacillus plantarum C11
Lactobacillus plantarum LCP010
Lactobacillus plantarum NC8
Lactobacillus johnsonii VPI111088
Brochothrix campestris ATCC 43754
Streptococcus thermophilus Sfil3
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ABP-118

Mutacina IV
Lactococcina MN
Lactocina 705
Leucocina H

Lactobacillus salivarius subsp. salivarius
UCC118

Streptococcus mutans UA140
Lactococcus lactis 9B4

Lactobacillus casei CRL 705
Leuconostoc MF215B

e Bacteriocinas clase

Las constituyen las bacteriocinas grandes vy

termolabiles, de ellas hay poca informacion disponible. La colicina es uno de

los ejemplos de bacteriocinas de clase Il producidas por E. coli. Las

bacteriocinas de clase Ill también incluyen helveticina M, helveticina J y

enterolisina A, producidas por Lactobacillus crispatus, Lactobacillus helveticus

y Enterococcus faecalis, respectivamente. La helveticina M se ha caracterizado

recientemente y se sabe que altera la pared celular de las bacterias Gram

positivas y la membrana externa de las bacterias Gram negativas, por lo que

es eficaz contra las bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Las clases de bacteriocinas y sus atributos se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Clasificacion de bacteriocinas (Kumariya et al., 2019).

Clase Caracteristicas Ejemplo Mecanismo | Recepto | Productores
de accion res
Lantibiéticos (< 5 kDa Nisina Permeabiliza | Lipido Il | L. lactis
la | péptidos que contienen cion de
lantionina y B metil membranas
lantionina). por formacion
| de poros.
Lantibioticos Laberinto | No conocido | No Actinomadura
Ib | carbaciclicos que peptina Al conocido | namibiensis
contienen laberintina y
labionina.
Sactibidticos Turicina No conocido | No B.
Ic | (antibitticos que CD conocido | thuringiensis
contienen azufre en
carbono alfa).
Pequefios péptidos Pediocina Manosa | P.
estables al calor, PA-1, permeas | pentosaceus,
sintetizados en forma sakacinas a P. acidilactici
lla | de precursores quese |AyP, y
procesan después de
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dos residuos de glicina, | zeucocina Lactobacillus
activos contra Listeria, A. sakei
tienen una secuencia
de consenso de
YGNGV-CenelN
Il terminal. Permeabiliza
cién de
Sistemas de dos Lactococci | membranas | UppP L. lactis
componentes: se nas G, por formacion | (fosfatas | subsp.
llb | requieren dos péptidos | plantaricin | de poros. ade cremoris, Lb.
diferentes para formar |aEFy pirofosfat | plantarum
un complejo de plantaricin o de
poracion activo. aJK undecapr
enilo)
Bacteriocinas Gassericin Transpor | L. gasseri, E.
llc | circulares. aA, tador faecalis, L.
enterocina ABC garvieae
AS-48,
garvicina
ML
Bacteriocinas no Bactofenci Metalope | L. salivarius,
IId | modificadas, lineales, na A, ptidasa L. lactis
sin lider, no pediocinas. | LsbhB. subsp. Lactis
Moléculas grandes Helveticin No Lb. crispatus,
i sensibles al calor. aM, conocido | L. helveticus,
helveticina E. faecalis
Jy
enterolisin
aA
3.4 Sintesis

Los genes para la produccion de bacteriocinas activas generalmente se encuentran

en grupos de operones, alojados en el genoma, plasmidos u otros elementos

genéticos moviles. La expresion de estos operones es inducible y requiere la

presencia de péptidos autoinductores regulados por quorum sensing, el cual es un

mecanismo de regulacién de la expresion genética en respuesta a la densidad de

poblacién celular.

La expresion esta regulada a menudo por un sistema regulador de dos componentes

y, en algunos casos, por un sistema regulador de tres componentes. Transportadores

como los del tipo ABC y los exportadores sec-dependientes se utilizan para la

secrecion de bacteriocinas.
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La acumulacién extracelular de un factor de induccion es detectada por un sistema
de transduccion de sefiales de dos componentes que consta de una histidina quinasa,
ubicada en la membrana que fosforila un regulador de respuesta, el cual a su vez
interactia con promotores de cambios estructurales, biosintéticos y operones
reguladores e induce la expresion génica. Por ejemplo, la nisina lantibi6tica
autorregula su propia produccion, es decir, sirve como un autoinductor para su
expresion activando el sistema regulador de dos componentes. Sin embargo, algunas
bacteriocinas son excepciones pues tienen su propia forma de regular su expresion,
tal es el caso de LsbB, una bacteriocina de clase Il sin péptido sefial, que regula su
expresion aumentando la estabilidad del ARN tres veces, dando como resultado el

aumento de su expresion en 30 veces.

Las bacteriocinas se sintetizan como precursores, se transportan y se fragmentan
para generar la forma madura. Dependiendo del tipo de bacteriocina, la modificacién
puede variar. La produccion ocurre de forma natural durante la fase logaritmica del
desarrollo bacteriano o al final de esta, guardando relacion directa con la biomasa

producida (Kumariya et al., 2019).

Un estudio reciente mostro que la produccion de brevicina 174A y la auto-resistencia
estan controladas por dos proteinas reguladoras de la transcripcion, donde sirven

como autorregulador positivo (Noda et al., 2018).

Ademas, diversos estudios han demostrado que la concentracion de acido acético
mejora la produccion de bacteriocinas. En el caso de Lactobacillus, el acido acético
activa la sintesis de bacteriocinas ya que controla el quorum sensing (Kang et al.,
2022).

3.5 Mecanismo de accién
La sensibilidad de los microorganismos a las bacteriocinas se debe a su interaccion
con la superficie y membrana celular bacterianas. La permeabilizacién celular y la

formacion de poros es un mecanismo importante por el cual las bacteriocinas atacan

a las bacterias diana.
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El modo de accidén de las bacteriocinas puede ser bactericida o bacteriostatico,
determinado por la muerte o extension de la fase logaritmica, respectivamente. En la
actualidad, se distinguen al menos cuatro tipos de actividad antibacteriana de las

bacteriocinas, que incluyen:

actividad bactericida debido a la formacion de poros en la membrana celular

inhibicién de la biosintesis de componentes de la pared celular

efecto sobre la actividad de enzimas autoliticas

inhibicion del desarrollo de esporas bacterianas

La propiedad anionica de la membrana celular bacteriana que brinda la
fosfatidiletanolamina, el fosfatidilglicerol, los lipopolisacéaridos, el acido lipoteicoico y
la cardiolipina, es el objetivo comun explotado por las bacteriocinas catidnicas. Las
bacteriocinas tienen configuraciones de modo que los grupos cargados positivamente
interactian electrostaticamente con la superficie de la célula bacteriana cargada
negativamente, mientras que las superficies hidrofobas estan alineadas hacia la
membrana y atraviesan la bicapa lipidica. Después de perforar la bicapa lipidica, los

péptidos se polimerizan para formar complejos (Kumariya, 2019).

Las bacteriocinas inducen la permeabilizacion de la membrana celular de la bacteria
diana, mediante la formacién de poros selectivos de iones que provocan la disipacion
de la fuerza protén motriz, el agotamiento del ATP intracelular, la fuga de los sustratos
intracelulares, y eventualmente la muerte celular. En el caso de la enterocina, esta
crea agujeros localizados en la pared celular y la membrana de L. monocytogenes,

por lo tanto, provoca el colapso de la fuerza proton motriz.

Las bacteriocinas requieren que la molécula de acoplamiento, como el lipido Il o la
manosa permeasa del sistema de fosfotransferasa (Man-PTS), interactie con las
membranas como se observa en la figura 3. Sin embargo, es posible que algunas
bacteriocinas no requieran receptores diana para el acoplamiento. La bacteriocina
circular Garvicina ML derivada de DCC43 Lactococcus garvieae, utliza el
transportador ABC de maltosa y la permeasa como receptores. Mientras que las
moléculas de acoplamiento mejoran la conductividad y la estabilidad de los poros de
los lantibidticos, los receptores de la membrana diana pueden determinar la

especificidad de las bacteriocinas de clase Il.
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Algunos estudios sugieren que el modo de accion de las bacteriocinas depende de la
concentracion. Las bacteriocinas de clase I, que son lantibioticos con residuos de
lantionina y metil-lantionina, forman anillos de tioéter intramoleculares. Las
bacteriocinas de clase Il son pequefias y poseen un espectro estrecho de actividad
bactericida. Los lantibioticos forman poros en el modelo de "cufia" (wedge-like),
mientras que las bacteriocinas de clase Il aumentan la permeabilidad de la membrana

mediante un poro de "duela de barril" (barrel stave) o un mecanismo de "alfombra"

(figura 3) (Kumariya et al., 2019).

Nisina Pediocina Bacteriocinas

i : de bacterias G+
Plantaricina C Sakacina

Colicinas

Filtracion de contenidos
fuera Lipidoll  Man-PTS celulares (iones, ATP)
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el l l l L

Inhibicion de la £ i i6 ibicic
S Formacion Lisis Formacion Formacion Actividad Inhibicién de
sintesis de de poros ll de poros de poros o sintesis de
e celular nucleolitica -
peptidoglucano proteinas

Figura 3. Descripcion general del modo de accion de las bacteriocinas (Karpinski &
Szkaradkiewicz, 2016).

3.6 Mecanismos de resistencia

Todos los organismos tienen una tendencia inherente a adaptarse al entorno
cambiante. Por lo tanto, las bacterias diana también desarrollan componentes para
resistir estas bacteriocinas en una exposicién persistente, o que conduce a la

resistencia a las bacteriocinas.

Los informes sobre el desarrollo de resistencia por parte de varias bacterias
patdgenas o que deterioran los alimentos, contra bacteriocinas como la nisina y la
pediocina, han implicado que el aumento de la resistencia puede comprometer el
papel potencial de estos péptidos antimicrobianos en la bioconservacion. Si las
bacteriocinas se vuelven ineficaces, sera un gran problema para el sector alimentario.
Por lo tanto, es necesario comprender el mecanismo de la funcion de la bacteriocina

y su degradacion para abordar el problema de la resistencia.
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Dado que la carga de la superficie de la membrana bacteriana y la fluidez de la
membrana son las dos propiedades bacterianas explotadas por las bacteriocinas
durante el ataque, la manipulacion de estas propiedades hace que las bacteriocinas
sean ineficaces, lo que genera resistencia a las bacteriocinas. Sin embargo, muchos
estudios han demostrado que la resistencia a las bacteriocinas puede superarse
mediante el uso de la combinacion de diferentes bacteriocinas y/o bacteriocinas con
otros compuestos antimicrobianos. Ademas, la potencia de las bacteriocinas se puede

incrementar mediante bioingenieria (Kumariya et al., 2019).

En la siguiente tabla se enlistan algunos ejemplos de bacterias que han desarrollado

resistencia a diversos tipos de bacteriocinas.

Tabla 6. Resistencia contra diferentes bacteriocinas en varios microorganismos
(Kumariya et al., 2019).

Bacteria Resistencia contra bacteriocinas

E. faecalis Pediocina, nisina, divercina V41, lacticina 3147
S. aureus Nisina, lacticina 3147

L. monocytogenes Nisina, leucocina A, pediocina, mesenterocina
E. faecium Mundticina KS

La pared celular de las bacterias Gram positivas consiste en un peptidoglicano
multicapa relativamente grueso. La lisostafina de Staphylococcus simulans
biovariedad staphylolyticus puede cortar los puentes cruzados de pentaglicina del

peptidoglicano de S. aureus.

Segun Vadyvaloo (2004), las bacterias diana pueden evadir las bacteriocinas
mediante la neutralizacion de la carga negativa neta de la pared celular. En la tabla 7
se presentan los cambios que se conocen hasta el momento en la célula bacteriana

al adquirir resistencia frente a bacteriocinas.
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Tabla 7. Mecanismos de resistencia desarrollados en bacterias contra diferentes

péptidos antimicrobianos cationicos (AMPs en inglés) (Vadyvaloo, 2004).

AMPs

Bacteria

Razones sugeridas de resistencia

Pediocina

E. faecalis

Cambios en la composicion de acidos
grasos en la membrana, incremento del
contenido de D-alanina en la pared de
acido teicoico; incremento en el contenido
de L-lisina de la membrana de
fosfolipidos.

Leucocina A

L. monocytogenes

Cambios en la composicion de acidos
grasos en la membrana, incremento del
contenido de D-alanina en la pared de
acido teicoico; incremento en el contenido
de L-lisina de la membrana de
fosfolipidos.

Nisina

C. difficile, L. lactis, S.

pneumoniae, E. faecalis.

D- alanilacién de acidos teicoicos.

L. monocytogenes

Cambios en la composicion de la
membrana lipidica.

S. bovis

Mayor contenido de 4cidos teicoicos

S. aureus

Incremento en el nUmero de copias del
operén dit

Mesenterocina
52A

Leuconostoc y
Weissella

Cambios en la composicién de acidos
grasos en la membrana.

Mundticina E. faecium Cambios en la composicion de acidos

grasos en la membrana.

3.6.1 Cambios en los receptores de membrana que sirven como molécula de

acoplamiento para las bacteriocinas

Se han propuesto y descrito diferentes mecanismos de accidon para diversas
bacteriocinas, como: la formacién de poros, el retraso de la sintesis de la pared

celular, de acidos nucleicos o de proteina.

Las bacteriocinas, dependiendo de sus tipos, se adhieren al lipido II, sistema
permeasa manosa fosfotransferasa, undecaprenil pirofosfato fosfatasa (UppP),
transportador ABC de maltosa, permeasas 0 proteasas unidas a membranas
la expresion del gen del sistema de

dependientes de zinc. Por ejemplo,
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fosfotransferasa especifico de manosa (Man-PTS) fue baja en L. monocytogenes
resistente a bacteriocina, lo cual indica que la densidad baja de los receptores afecto
la union de la bacteriocina. La garvicina ML requiere el complejo transportador ABC
de maltosa como receptor, ya que su ausencia provoca resistencia en la familia

Enterococcaceae (Gabrielsen, 2012).

3.6.2. D-alanilacion de acidos teicoicos de la pared celular

Los acidos teicoicos son polimeros de glicerol o ribitol unidos mediante enlaces
fosfodiéster. Estos acidos se encuentran sélo en la pared celular de las bacterias
Gram positivas, tales como Staphylococci, Streptococci, Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium y Listeria, extendiéndose sobre la superficie de la capa de
peptidoglicano. Los &cidos teicoicos estan cargados negativamente, por lo que
contribuyen a la carga negativa de la pared celular de bacterias Gram positivas. Esta
carga negativa disminuye al haber cambios en la composicion del acido teicoico, lo
cual genera a su vez, resistencia a las bacteriocinas.

Los &cidos teicoicos conforman la capa mas externa de la pared celular y es por esto
por lo que se les adjudica un rol protector ya que funciona como barrera para obstruir
poros y cavidades entre las cadenas de peptidoglicano o al modificar las propiedades
fisicoquimicas de la pared para impedir el pasaje de bacteriocinas, antibioticos,

agentes surfactantes y fagos (Palomino, 2011).

El esqueleto de ribitol-fosfato del acido teicoico se puede esterificar con D-alanina
para formar un enlace éster de D-alanilo. Es decir, la D-alanilacién, al alterar la
conformacion de los acidos teicoicos resulta en un incremento de la densidad de la
pared celular y reduce la penetracion de péptidos antimicrobianos cationicos a través

de la pared celular (Sanchez, 2015).

Por ejemplo, la resistencia a la daptomicina en S. aureus ha sido parcialmente
aportada por el acido teicoico D-alanilado. El operdn dItABDC es el responsable de la
D-alanilacién de los acidos teicoicos, y se ha encontrado que la inactivacion de este
operon dit en S. aureus confiere sensibilidad a las bacteriocinas. Ademas, la

eliminacion de dItA en E. faecalis y S. pneumoniae resulté en la ausencia de D-alanina
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en los acidos teicoicos, lo que hizo que la cepa fuera mas sensible a las bacteriocinas
(Kumariya et al., 2019).

3.6.3. L-lisinilacion de fosfolipidos de la membrana celular

Como los &cidos teicoicos se convierten en un agente de virulencia por D-alanilacion,
algunas bacterias modifican los fosfolipidos anionicos con L-lisina para producir
lisilfosfatidilglicerol (L-FG), un fosfolipido basico que imparte una carga positiva neta
a la membrana citoplasmética, que puede proteger de las bacteriocinas, incluso del
lipopéptido daptomicina. La lisina esterifica a uno de los dos grupos hidroxilo del
fosfatidilglicerol y los grupos amino libres imparten una carga positiva neta a L-FG. Se
ha observado un aumento del contenido de lisina de los fosfolipidos de membrana en
cepas altamente resistentes de L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, entre otras.
La proteina MprF, factor de resistencia a péptidos mdultiples, cataliza la transferencia
de residuos de lisina del lisilF-ARNt a fosfatidilglicerol (FG), el cual tienen un papel
importante en la resistencia a los péptidos bacterianos (Thedieck et al., 2006). De
hecho, MprF puede modificar el fosfatidilglicerol bacteriano, el lipido cargado
negativamente, con lisina o alanina, para cambiar la carga de la superficie de la
membrana. Dichos lipidos de membrana que contienen aminoacidos son
caracteristicos de las condiciones de estrés y la adaptacion a las condiciones
ambientales cambiantes. Nuevos lipidos de hidroxilisina en bacterias del suelo como
Pseudomonas spp. han sido detectados como una estrategia de supervivencia contra

el estrés por pH y temperatura (Kumariya et al., 2019).

3.6.4. Cambios en la composicion de acidos grasos de la membrana celular

La mayor proporcion de &cidos grasos saturados y acidos grasos de cadena
ramificada en las variantes resistentes a las bacteriocinas se explica como una
adaptacion hacia una mayor rigidez de la membrana, menor fluidez, lo que impide la
penetracion de las bacteriocinas en la célula. Curiosamente, los patégenos adoptan
la misma estrategia para escapar de los antibiéticos como la ampicilina, el
cloranfenicol, la eritromicina y la tetraciclina. Mientras que los péptidos
antimicrobianos catidénicos (AMPs, en inglés) generados por Bacillus, Paenibacillus y

Pseudomonas se usan como antibioticos, los AMPs generados por BAL se usan como
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conservadores de alimentos. Las polimixinas, la daptomicina y la surfactina, se
encuentran entre los lipopéptidos ciclicos de origen bacteriano con usos antibiéticos
(Kumariya et al., 2019).

3.7 Purificacion y caracterizacion de bacteriocinas

Las bacteriocinas son compuestos proteicos que son liberados al medio extracelular
por lo que, generalmente el primer paso para su purificacion consiste en la obtencion
y concentracion del sobrenadante libre de células. Ciertas bacteriocinas se
encuentran en su estado nativo en forma de complejos macromoleculares o
agregados inespecificos, de elevado tamafio molecular (30-300 kDa), que pueden
enmascarar total o parcialmente su actividad antimicrobiana durante el proceso de
purificacion, asi como inducir a errores en la determinacion de su tamafio molecular.
Por otro lado, la caracterizacién de las bacteriocinas va en funcion de que tan puras
se encuentren, es decir, para definir la estructura quimica de una bacteriocina se
requiere tanto de una purificacibn homogénea como de una adecuada recuperacion

de esta.

En primera instancia, la capacidad bacteriocinogénica de las BAL suele evaluarse
mediante pruebas biolégicas que detectan la actividad antimicrobiana que estos
péptidos ejercen en los microorganismos indicadores, como son los métodos de

difusion en agar y el de doble capa.

Para determinar la naturaleza proteica de los compuestos con actividad
antimicrobiana, los sobrenadantes de los cultivos de las cepas presuntamente
productoras de bacteriocinas suelen someterse a diversos tratamientos enzimaticos
y térmicos, con el fin de establecer su estructura quimica y su termorresistencia. La
naturaleza cationica e hidrofoba de las bacteriocinas también es util para la
purificacion, ya que esta caracteristica sirve para su recuperacion a partir de caldos
de fermentacion complejos que contienen altos niveles de péptidos, 10+30 g/L
comparado con una concentracion de bacteriocinas de 10+100 mg/L, (Parada et al.,
2007).
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Concretamente, las bacteriocinas de un tamafio molecular pequefio y altamente
apolares, interaccionan facilmente con el material extracelular de las células lisadas
(fragmentos de la pared celular y micelas de los acidos lipoteicoicos) o con otros
componentes apolares del medio de cultivo (ej. lipidos y acidos grasos del agente
tensoactivo no idnico Tween 80). En estos casos, los complejos macromoleculares se
pueden separar mediante el uso de agentes disociantes como la Urea o el tensoactivo
anionico dodecilsulfato sédico (SDS), por ultrafiltracion, o eliminando el material
lipidico mediante extracciones con metanol-cloroformo o etanol-dietiléter (Parada et
al., 2007). Luego de recuperadas las bacteriocinas del sobrenadante, éstas se pueden
concentrar mediante técnicas que permitan la separacion de las diversas fracciones
en funcion de su tamafio o naturaleza quimica, siendo las mas empleadas las

siguientes:

l. la separacion mediante dialisis o ultrafiltracion.

Il. la precipitacion de las proteinas empleando sales, como el sulfato de

amonio, o acidos, como el acido clorhidrico.

lll. la extraccién de las proteinas con solventes organicos, como el etanol,

isopropanol, n-butanol, cloroformo, entre otros.

Los protocolos de purificacién en el laboratorio generalmente incluyen un paso de
precipitacion con sulfato de amonio, seguido de varias combinaciones de
cromatografia de intercambio i6nico y de interaccion hidrofébica, con un paso final de
purificacion por HPLC de fase inversa (RP-HPLC) (Parente y Ricciardi, 1999).

Asimismo, la concentracion puede realizarse mediante liofilizaciéon, con el
inconveniente de que esta técnica no elimina los componentes del medio de cultivo ni
aquellos que pueden interferir posteriormente en la purificacion. El proceso de
concentracion, aunque es necesario para reducir el volumen inicial de trabajo y
recuperar las bacteriocinas del medio, no es selectivo, por lo que para obtener
bacteriocinas con un alto grado de pureza, las muestras deben someterse a otras
técnicas que permitan separar las bacteriocinas de las restantes fracciones proteicas,

basandose en sus propiedades y caracteristicas fisicoquimicas.
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Hasta la fecha, el protocolo de purificacion que mayor difusion ha alcanzado en el
campo de las bacteriocinas de BAL se basa en las propiedades generales de muchos
de estos agentes antimicrobianos, péptidos de pequefio tamafio molecular, cationicos

a pH 7.0 e hidréfobos, y consta de 4 etapas basicas:

Etapa 1. Precipitacion de las proteinas con sulfato de amonio.

Etapa 2. Cromatografia de intercambio catiénico.

Etapa 3. Cromatografia de interaccién hidrofébica.

Etapa 4. Cromatografia de fase reversa en un sistema HPLC o FPLC.

Este protocolo ha sido aplicado con éxito para la purificacién, de lactococcina G,
pediocina PA-1, sakacina P, curvacina A, bavaricina A, enterocinas L50A y L50B, los
lantibioticos nisina A y carnocina Ul49, entre otras. Algunos autores han incorporado
una etapa de cromatografia de filtracion en geles previa a la de intercambio cationico,
y han purificado exitosamente diversas bacteriocinas como el lantibiético lactocina S
y sistemas de dos péptidos, como la lactacina F y la plantaricina S (Parada et al.,
2007).

En 1991, se propuso un protocolo similar para purificar la leucocina A-UAL 187

producida por Leuconostoc gelidum, que incluye los siguientes pasos:

Paso 1. Precipitacion de las proteinas con HCI pH 2.5

Paso 2. Cromatografia de interaccion hidrofébica

Paso 3. Cromatografia de filtracion en gel

Paso 4. Cromatografia de fase reversa en un sistema de HPLC.

Alternativamente, se han desarrollado métodos basados en la capacidad de ciertas
bacteriocinas para adsorberse a las membranas externas de las células productoras.
En general, esta metodologia implica el ajuste del pH de los cultivos a 6.0, para que
se produzca la maxima adsorcion de moléculas de bacteriocina; a continuacion, se
recogen las células por centrifugacion y se reajusta el pH de la suspensién celular
resultante a 2.0 aproximadamente, valor en que se suele conseguir la maxima

liberacion de moléculas de bacteriocina. Una vez obtenida la suspension con las
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bacteriocinas, ésta se dializa, se concentra por liofilizacién y se aplica a una columna
de fase reversa acoplada a un sistema HPLC. Con esta metodologia, sus autores
purificaron la pediocina PA-1, la leucocina Lcm 1, la nisina y la sakacina A, obteniendo
una recuperacion al final del proceso de 106%, 96.2%, 93.3% y 44.3%,

respectivamente (Parente y Ricciardi, 1999).

Los compuestos de silice porosos también se pueden usar para adsorber
bacteriocinas, como: nisina, pediocina PO2, brevicina 286 y piscicolina 126), de los
caldos de fermentacién. Los mejores resultados se obtuvieron con Micro-Cel E, el cual
es un silicato de calcio sintético. Las bacteriocinas adsorbidas seguian activas en los
organismos objetivo y podian dejar de adsorberse con dodecilsulfato de sodio (SDS)
al 0.1%, obteniendo de 110 a 130 veces de purificacion. Desafortunadamente, la
remocion de SDS por precipitacion fria, es solo parcial, del 60 al 70% (Parente y
Ricciardi, 1999).

Por otro lado, en 1998 se desarroll6 un sistema de purificaciéon simple de dos pasos,
basado en el uso del detergente Triton 114, con la particion de fases y
adsorcion/desorcion en una resina de intercambio catiénico. Tras la adicién de 2% de
Triton 114 a los sobrenadantes, la divercina V41 se acumulé en la fase del detergente
y se recuperd con una pureza >95 %, después de la absorcion en una resina de
intercambio cationico, lavado y elucién con NaCl 0.7 mol/L. Se confirm6 que el método
era eficaz en la recuperacion de mesenterocina Y105 y nisina (Parente, et al, 1999).

En un estudio realizado en la Universidad Libre de Barranquilla, Colombia, se buscé
aislar, identificar y evaluar la actividad antimicrobiana de bacteriocinas producidas por
microorganismos nativos del ecosistema de Manglar de la Ciénaga de Mallorquin. En
dicho estudio se aislaron cepas nativas del ecosistema de Manglar, a las cuales, se
aplicé el método de purificacion y extraccion de proteinas con sulfato de amonio para
obtencion de bacteriocinas, se realizo la cuantificacion de proteinas por el método de
Lowry y la evaluacion de la actividad antimicrobiana por método de difusion en placa
de Kirby y Bauer que se describe a continuacion (Carboné y Cuan, 2017).
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Prueba de susceptibilidad de Kirby-Bauer o técnica de difusién en agar

Este es un método cualitativo, que se caracteriza por ser facilmente estandarizable y
gue esta indicado para microorganismos no exigentes de crecimiento rapido.
Partiendo de una muestra clinica, siempre se debe realizar un cultivo puro para poder
comenzar el estudio de la sensibilidad antibiotica. Para esto se utiliza la técnica de
aislamiento en placas que contengan un medio adecuado para la cepa en estudio, al
cual ademas se le deben otorgar las condiciones atmosféricas especificas de esa
cepa.

En este método se coloca de manera uniforme un indculo estandar del
microorganismo en una caja de Petri que contenga agar Mueller-Hinton. Se puede
realizar en tubo de ensayo, en placas de Petri 0 en platos cuadrados y sobre la
superficie de agar previamente inoculada con el microorganismo por estudiar, se
colocan discos de papel filtro impregnados con el antibiotico. El antibiético difunde del
disco hacia el agar, produciéndose zonas de inhibicion de desarrollo alrededor de
aqguellos discos que contienen antibioticos a los cuales los organismos estudiados son

susceptibles (Carbond y Cuan, 2017).

Otros métodos utilizados para determinar la sensibilidad antimicrobiana son dilucion
en agar, macrodilucion en caldo, microdilucion en caldo, Epsilon test (E test) y
métodos automatizados como el Sistema Automatizado Vitek de BioMerieux (Herrera,
1999).
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CAPITULO 4. Bioconservacién de alimentos, ejemplos. Normatividad.

La bioconservacion es un medio natural de conservacion que implica el uso de
microorganismos o de sus metabolitos. Entre otros microorganismos, las BAL tienen
un gran potencial para su uso en la bioconservacion, ya que producen una serie de
compuestos antimicrobianos activos como acidos organicos, peroxido de hidrégeno,

bacteriocinas, entre otros (Kumariya et al., 2019).

A pesar de que se ha demostrado que muchas bacteriocinas producidas por BAL son
muy eficaces contra los microorganismos patdgenos y de deterioro tanto in vitro como
in vivo, actualmente la nisina es la bacteriocina mas utilizada y autorizada por la FDA
para uso alimentario en una forma parcialmente purificada.

Aunque algunas bacteriocinas de clase Il pueden ser mas efectivas que la nisina
contra algunos patégenos transmitidos por los alimentos, como Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes, todavia se necesitan pruebas definitivas sobre su
eficacia y estabilidad en los alimentos. Por lo que, en algunos casos, puede ser mas
sencillo y econdmico utilizar en el procesamiento de alimentos un ingrediente que
haya sido previamente fermentado con cepas bacterianas productoras de
bacteriocina o que la bacteriocina se produzca en el mismo alimento afiadiendo
cultivos de Lactiplantibacillus plantarum WHE92 y Lb. sakei BJ-33 al momento de su
elaboracion, los cuales se usan en la produccion de queso y productos carnicos,
respectivamente. Pero en varios productos alimenticios, el crecimiento de BAL puede
ser indeseable, por lo que la adicién directa de las bacteriocinas en el producto

alimentario es una alternativa mas viable.

Por otro lado, los bajos rendimientos y altos costos pueden limitar la produccion
comercial de bacteriocinas distintas a la nisina. La explotaciéon adecuada, tanto de la
biomasa celular, como de la bacteriocina puede resultar en un aumento de la

rentabilidad del proceso (Kumar et al., 2022).

4.1 Aplicaciones en la industria

En los ultimos afos, se ha mostrado un gran interés con respecto al potencial para

extender la durabilidad de los alimentos utilizando compuestos producidos por
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microorganismos, incluidas las bacteriocinas. Estos compuestos poseen propiedades
atractivas para poder utilizarlos como conservadores de alimentos ya que son
insipidos, no manifiestan olor ni color y penetran facilmente en la estructura de los
productos alimenticios.

Sin embargo, antes de utilizar una nueva bacteriocina para que desempefie un papel
como bioconservador a escala industrial, deben realizarse investigaciones detalladas

sobre ella 'y deben aceptarse legalmente como complementos alimenticios.

Las tres aplicaciones tipicas de las bacteriocinas para la bioconservacion de
alimentos incluyen:

1. La adicién de bacteriocinas purificadas a los productos alimenticios.

2. La inoculacién de un producto alimenticio con BAL, que producira bacteriocinas en
el mismo producto.

3. Eluso de un ingrediente en el procesamiento de alimentos que ha sido previamente

fermentado con cepas bacterianas productoras de bacteriocina.

Sin embargo, se estan ideando mas opciones para afiadir bacteriocinas
indirectamente en los alimentos y que desempefien un papel bioconservador en los
alimentos, por ejemplo, las microcinas y colicinas producidas por varias cepas de E.
coli juegan un papel importante en la prevencion de infecciones por Salmonella en
pollos. Ademas, las células de E. coli son capaces de sobrevivir y producir microcinas
en condiciones de déficit de alimento, ambiente &cido y en presencia de enzimas
proteoliticas. Por lo que, las colicinas y las microcinas se pueden usar para combatir
infecciones producidas por la cepa enterohemorragica de E. coli O157:H7, cuyo
reservorio incluye al ganado. Esta cepa produce la toxina shiga, quién es
particularmente peligrosa para los niflos. En los casos de esta cepa, la
antibioticoterapia induce una secrecion aun mas intensa de toxina shiga, aumentando
asi la virulencia bacteriana. Las microcinas y colicinas manifiestan su actividad frente
a cepas productoras de toxina shiga y frente a otras cepas de E. coli de serotipo O,
ligadas a enfermedades humanas. Por lo tanto, la adicion de cultivos bacterianos
productores de colicina y microcina al alimento del ganado puede reducir
significativamente los niveles de patdgenos en el tracto alimentario del ganado y de
esta manera prevenir infecciones con cepas patdégenas en humanos (Karpinski y

Szkaradkiewicz, 2016).
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Otro patégeno importante que puede contaminar los alimentos es Listeria
monocytogenes. La actividad contra L. monocytogenes se ha observado por la cepa
L. lactis DPC4275, que produce lactacina 3147, utilizada en la produccion de un queso
madurado. La nisina en combinacion con otras sustancias antibacterianas, por
ejemplo, con pediocina, o en combinacion con tecnologias de procesamiento
apropiadas, también inhibe eficazmente el desarrollo de L. monocytogenes (Karpinski
y Szkaradkiewicz, 2016).

La aplicacion de cultivos iniciadores productores de bacteriocinas en masa madre
para aumentar la competitividad, en embutidos fermentados con efecto antilisterial y
en quesos también con accidn antilisterial y efectos anticlostridiales, se han estudiado

en fermentaciones in vitro de laboratorio, asi como en plantas piloto.

Por otro lado, se ha probado agregar bacteriocinas en las peliculas que recubren por
dentro a los envases primarios para que los alimentos puedan protegerse contra el
deterioro. Es decir, en un envase normal, el material del envase primario y el producto
alimenticio estan en contacto directo, lo que a veces permite el crecimiento
microbiano, pero la pelicula impregnada con compuestos antimicrobianos tiene como
objetivo evitar dicha contaminacién, para ello es indispensable que la pelicula que
recubre al envase primario esté en contacto directo con la superficie del alimento para
gue las bacteriocinas penetren en él. Se ha demostrado que esta penetracion lenta
de las bacteriocinas desde la pelicula de envasado es mas ventajosa que sumergir y
rociar los alimentos con bacteriocinas. En caso de inmersion o pulverizacion, la
actividad antimicrobiana se reduce (Kirtonia et al., 2021).

Un ejemplo similar es el desarrollo de una pelicula comestible adicionada con nisina
y natamicina con efecto antimicrobiano en queso panela en la Universidad de
Guanajuato, México. Esta pelicula fue elaborada a partir de biopolimeros que
contienen carbohidratos, proteinas y lipidos. En este estudio se obtuvo como
resultado que la pelicula mas efectiva fue la que solo contenia natamicina, ya que la
nisina no presenta efecto antifiingico ni tampoco se observé un efecto sinérgico entre

ambos antimicrobianos en las condiciones analizadas (Alvarado et al., 2022).
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4.1.1. Nisina

El descubrimiento de la nisina, la primera bacteriocina utilizada a escala comercial
como conservador de alimentos, se remonta a la primera mitad del siglo XX (Parente
y Ricciardi, 1999). Actualmente esta bacteriocina es la mas conocida y

comercialmente utilizada.

Es producida por Lactococcus lactis y pertenece al grupo de los lantibiéticos A, tiene
una forma alargada y afecta a las células sensibles mediante alguno de sus dos
modos de accién antimicrobiana; ya sea uniéndose al lipido Il y subsecuentemente
inhibiendo la sintesis de la pared celular o formando poros en la membrana
citoplasmatica; este dafio a la membrana da como resultado la pérdida de contenido
intracelular y el agotamiento de la fuerza protén motriz (Davidson y Zivanovic, 2003).
Ademas, tras la exposicion a la nisina, las células sensibles manifiestan alteraciones

en la sintesis de ADN, ARN, proteinas y polisacaridos.

Su actividad antimicrobiana es so6lo contra bacterias Gram positivas como
Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, L. monocytogenes,
Micrococcus, Pediococcus, Staphylococcus y Mycobacterium, asi como esporas y
formas vegetativas de Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Clostridium
sporogenes. Pero al no inhibir bacterias Gram negativas, levaduras ni mohos, a
menudo se usa en combinacién con otros métodos de conservacion sinérgicos,
conocidos como tecnologia de obstaculos, como un pH bajo y concentraciones altas
de sal. No obstante, la actividad de la nisina se puede alterar bajo el efecto de
condiciones fisiologicas, como el pH, la fuerza idnica, la temperatura y la fase de
crecimiento de las células diana. De este modo, la nisina al ser ingerida es inactivada
por la tripsina y la pancreatina del sistema digestivo, por lo que no tendria ningan

efecto sobre la microbiota intestinal (Karpinski y Szkaradkiewicz, 2016).

En tecnologia de alimentos, la solucion de nisina y las nanoparticulas de pectina, asi
como, lipidos solidos cargados con nisina se utilizan ampliamente como
bioconservadores, debido a su actividad antimicrobiana contra diversos patégenos
transmitidos por los alimentos, los cuales han mostrado ser estables, no toxicos,

seguros y altamente eficientes (Krivorotova et al., 2016).
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A nivel industrial, la nisina ha sido utilizada para desempefiar las siguientes funciones

de inhibicioén:

1. Inhibicion de bacterias resistentes al calor como B. cereus, B.
stearothermophilus, C. botulinum, L. monocytogenes y S. aureus, presentes en
productos lacteos, helados, queso procesado pasteurizado, huevos, carne,
salchichas envasadas al vacio, hamburguesas de res, mariscos, bebidas,
alimentos enlatados y aderezos para ensaladas.

2. Aumentar la vida util de la carne de pollo, jugo de tomate, leche y jugo de
naranja.

3. Lareduccién de pérdida de peso y también el aumento de la vida util de queso
Ricotta, utilizando recubrimientos comestibles de galactomananos de fuentes
no convencionales que incorporan nisina para combatir a L. monocytogenes.

4. Control del desarrollo de listeria con peliculas de caseinato de sodio con nisina
incorporada en queso rojo mini Babybel.

5. Inhibicién de L. monocytogenes en salmén ahumado en frio en una atmdsfera
de 1000 ppm de nisina y dioxido de carbono.

6. Combinaciones de nisina con &acidos organicos o sales para controlar L.
monocytogenes en mortadela de cerdo rebanada almacenada a 4 °C en
envases al vacio.

7. Inhibicién de E. coli y L. monocytogenes en carne fresca de res envasada al
vacio, tratada con nisiha 0 nisina combinada con &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA).

8. Actividad antimicrobiana de la nisina, la reuterina y el sistema lactoperoxidasa
sobre L. monocytogenes y S. aureus en cuajada, un producto lacteo semisolido
fabricado en Espafia.

9. Inhibicién del crecimiento de L. monocytogenes por la nisina en jamén de pavo
listo para comer almacenado a 4 °C durante 63 dias.

10.Efecto antibacteriano de la nisina y las nanoparticulas de quitosano/alginato
cargadas con nisina como bioconservador hibrido sobre el crecimiento de S.
aureus en muestras de leche cruda y pasteurizada.

11.La actividad antimicrobiana de la nisina frente a S. aureus y la influencia en las

propiedades fisicoquimicas del queso Tradicional Minas Serro.
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12.Efecto combinado de alta presion y nisina o lisozima en la inactivacion de
esporas de Alicyclobacillus acidoterrestris en jugo de manzana.

13.La nisina A extendio la vida util del postre lacteo refrigerado alto en grasa, un
pudin a base de leche.

14.Uso de microparticulas de pectina con alto contenido de alginato, nisina y
nanocompuestos de polipropileno/montmorillonita que sirven como
compuestos antimicrobianos naturales en la tecnologia alimentaria.

15.Sinergismo antilistérico del aceite esencial de hoja de Metasequoia
glyptostroboides con nisina en leches enteras y descremadas.

16.En México se afiadio la nisina microencapsulada a partir de Lactococcus lactis
UQ2 (Patifio, 2014) en queso tipo panela y también se desarrollé una pelicula
comestible de nisina y natamicina con efecto antimicrobiano para este mismo
producto (Alvarado et al., 2022).

4.1.2. Pediocina

Las pediocinas son bacteriocinas producidas por Pediococcus acidilactici. No son
toxicas, no son inmunogénicas, son resistentes a la irradiacion y son activas
principalmente contra las formas vegetativas de L. monocytogenes y no sobre las
bacterias esporuladas, de hecho son conocidas como las bacteriocinas En
tecnologia de alimentos, se utilizan contra patdgenos transmitidos por alimentos y
para aumentar la vida util de productos lacteos, cremas, requeson, carne fresca,
salchichas semisecas, salchichas de res, salchichas de Frankfurt, aderezos para
ensaladas y vinos (Mogosanu et al., 2017).

P. acidilactici y P. pentosaceus se han utilizado en fermentaciones naturales y
controladas para conservar verduras, embutidos, masas y jugos de fruta. Sin
embargo, dado que los pediococcus normalmente no pueden fermentar la lactosa,
sus aplicaciones para conservar la leche estan restringidas.

Por otro lado, P. halophilus, también conocido como Tetragenococcus halophila,
juega un importante papel en la conservacion del miso y la salsa de soya, de hecho,
se le llama el pediococo de la soya. Estas bacterias son homofermentativas y
tolerantes a la sal, metabolizan el citrato y el malato durante la fermentacién del acido

lactico de la elaboracion de salsa de soya (Papagianni y Anastasiadou, 2009).
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4.1.3. Reuterina

Producida por Lactobacillus reuteri, la reuterina es un compuesto antimicrobiano que
tiene formas hidratadas, no hidratadas y diméricas como el 3-hidroxipropionaldehido
(3-HPA). En la naturaleza, el 3-HPA se produce a partir de glicerol en una reaccion
dependiente de la coenzima B12 la cual es catalizada por la enzima glicerol
deshidratasa (Stevens et al., 2011).

La reuterina es resistente a las enzimas proteoliticas y lipoliticas, es activa frente a
algunos patdgenos transmitidos por los alimentos como Clostridium spp., E. coli, L.
monocytogenes, Salmonella spp. y Shigella spp. Se utiliza como bioconservador de
alimentos, principalmente en carnes, en salmon ahumado en condiciones de
refrigeracion contra L. monocytogenes, para el control de células vegetativas y
esporas de varias cepas del género Clostridium, como: C. beijerinckii, C. butyricum,
C. sporogenes, C. tyrobutyricum y en productos lacteos (Mogosanu et al., 2017).

4.1.4. Otros péptidos antimicrobianos derivados de bacterias

Las sakacinas y la lactocina S son péptidos antimicrobianos derivados de bacterias
producidas por diferentes cepas de Lactobacillus sakei.

Las sakacinas A, G, P incluyen bacteriocinas de clase lla biosintetizadas por
Lactobacillus sakei (cepas DSMZ 6333, 2512 y CCUG 42687, respectivamente), con
importantes aplicaciones como conservadores naturales, debido a la inhibicién de
microorganismos patdégenos presentes en la carne como L. monocytogenes. En 2013,
se identificaron y caracterizaron tres nuevas sakacinas (D98a, D98b y D98c),
producidas por L. sakei D98 en aislado de Shubo (malta de arroz). La sakacina A
purificada exhibio efectos liticos contra las paredes celulares aisladas de L.
monocytogenes. Las sakacinas se utilizan ampliamente para la bioconservaciéon y la
inhibicién del crecimiento del patégeno alimentario L. monocytogenes en la industria

carnica.

Por otro lado, la lactocina S, un lantibiético producido por L. sakei cepa L45, aislada
de salchichas fermentadas de forma natural, inhibi6 las BAL y algunos
microorganismos patdogenos Gram positivos transmitidos por los alimentos, como; C.

botulinum, C. sporogenes, L. monocytogenes y S. aureus.
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Ademas, la lactocina 3147, una bacteriocina de amplio espectro producida por una

cepa de Lactococcus lactis inicialmente aislada de un grano de kéfir irlandés y las

enterocinas L50 y AS48, mostraron aplicaciones potenciales en tecnologia de

alimentos contra algunos patdgenos transmitidos por los alimentos, como L.

monocytogenes y S. aureus, y contra bacterias que deterioran los alimentos como C.

tyrobutyricum, en productos lacteos, carne, embutidos y mariscos (Mogosanu et al.

2017).

Por otro lado, ademas de la industria de alimentos las bacteriocinas también son

utilizadas en el campo de la medicina. En la tabla 8, se muestran algunos ejemplos:

Tabla 8. Aplicaciones médicas de algunas bacteriocinas (Karpinski y Szkaradkiewicz,

2016).
Enfermedad / Bacteriocina Cepa productora
Infeccion
Mastitis bovina Nisina A Lactococcus lactis subsp. lactis

Uberolisina Streptococcus uberis 42

Mastitis humana Nisina A Lactococcus lactis subsp. lactis
Enfermedades Nisina F Lactococcus lactis subsp. lactis
cutaneas Gallidermina Staphylococcus gallinarum

Epidermicina N101
Enterocina 96
Hiracina IM79
Plantaricina MG

Tu3928

Staphylococcus epidermidis 224
Enterococcus faecalis WHE96
Enteroccus hirae DCH5
Lactobacillus plantarum KLDS1.
0391

Caries bucales

Mutacina 1140

Streptococcus mutans

gastrointestinales

Piscicolina 126 y

Carnobacteriocina BM1

Pediocina PA-1

Enfermedades Subtilosina A Bacillus amyloliquefaciens
periodontales
Enfermedades Avicina A Enterococcus avium

Carnobacterium maltaromaticum
UAL307
Pediococcus acidilactici UL5

4.2 Costos de bacteriocinas comerciales

Ya hemos mencionado los usos que se le dan a las bacteriocinas mas utilizadas en

la industria de alimentos y a algunas de ellas también en el campo médico. Por lo que
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en la tabla 9 se enlistan los precios de las bacteriocinas con mayor disponibilidad en
el mercado, sin embargo, se debe considerar que los precios son aproximados, es
decir, pueden variar de un proveedor a otro y que los precios presentados son al
menudeo, no a nivel industrial. Cabe sefalar, que no son tan faciles de adquirir via

internet.

Tabla 9. Costos aproximados de bacteriocinas mas comerciales.

Bacteriocina Cantidad Costo Referencia
(MXN)
500 g $ 1,999 Mercado libre,
Nisina en polvo 1 Kg (pedido $1763.53 México, 2024
minimo de 100 Made-in-China, China,
Kg) 2024
Pediocina PA-1, 1mg $ 27,602.31 | My Bio Source,
proteina California, 2024
recombinante
Reuterina, vendido 30 cépsulas $178.00 Farmacia Clicks,
como probidtico Sudafrica, 2024
Colicina-E1 (cea), 1mg $32,272.18 | My Bio Source,
proteina California, 2024

recombinante

4.3 Normatividad

Segun la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos, la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) debe autorizar un aditivo
alimentario antes de que pueda utilizarse en alimentos en el mercado.

Las bacteriocinas purificadas que se agregan a los alimentos como conservadores
estdn reguladas por la FDA como aditivos alimentarios o0 como sustancias
generalmente reconocidas como seguras (GRAS).

Los microorganismos agregados a los alimentos, como la levadura en la elaboracion
del pan, el vino y la cerveza, y las bacterias utilizadas para la produccion de productos
lacteos, carnicos y vegetales fermentados, han sido consumidos de manera segura
por los seres humanos desde hace cientos de afios. Estos microorganismos son
generalmente reconocidos como seguros por la FDA, pero no son autorizados para

aplicaciones especificas, sin embargo, no se evalian como sustancias GRAS. La
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agencia los considera un componente integral de los alimentos fermentados v,
aunque se usan de manera segura para un proposito, se debe documentar la
seguridad si se van a usar para un propadsito diferente. Las solicitudes de aprobacion
de cepas productoras de bacteriocinas modificadas genéticamente se manejan caso

por caso aplicando las reglamentaciones que ya estan en uso (Harlander, 1993).

A continuacion, se analiza el aspecto regulatorio de las bacteriocinas y algunos de los
criterios que la FDA podria considerar importantes para documentar la seguridad y
otorgar la aprobacién para el uso de cultivos iniciadores modificados genéticamente
o bacteriocinas derivadas de la fermentacién como conservadores naturales en los

alimentos.

Las bacteriocinas purificadas que se agregan a los alimentos como conservadores
deben estar reguladas por la FDA como aditivos alimentarios o compuestos GRAS.
Si la bacteriocina es una sustancia para la que no se pudo establecer un historial de
uso antes del afio 1958, el fabricante debera presentar una peticion de aditivo
alimentario que contenga informacion detallada sobre las propiedades fisicas y
quimicas de la bacteriocina, evidencias de que la sustancia es segura para las formas
en que se utilizard, incluidos los alimentos en los que se utilizara, los niveles de uso
previstos y su seguridad (CFR, 2022). Sucesivamente, la FDA publicara un aviso de
las peticiones bajo revision en el Registro Federal publico. Luego, se evalla la peticion
y otros datos e informacién disponibles para determinar si el aditivo alimentario es
seguro en las condiciones de uso propuestas. La inocuidad de los aditivos
alimentarios debe estar respaldada por fundamentos cientificos que demuestren que
su uso cumple con el estandar de seguridad de la FDA y tener una certeza razonable

de que no causan dafio (FDA, 2023).

Si tras la evaluacién, la FDA esta de acuerdo en que el uso propuesto es seguro, la
agencia emitird una regulacion sobre aditivos alimentarios que describa el aditivo y
las condiciones en las que se puede utilizar, ademas, de que se autoriza que el aditivo
alimentario cumple con el estandar de seguridad para uso alimentario. Las
regulaciones sobre aditivos alimentarios se encuentran en el Cédigo de Regulaciones
Federales (CFR) de Estados Unidos. Estas regulaciones pueden especificar los tipos

de alimentos en los que se puede usar el aditivo alimentario, las cantidades maximas
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gue se pueden usar en esos alimentos y como se debe identificar en las etiquetas de
los productos alimentarios. Los fabricantes también deben limitar la cantidad de
aditivos alimentarios para lograr el efecto deseado (FDA, 2023).

Si se puede documentar que la bacteriocina estaba presente en el suministro de
alimentos antes de 1958 y se ha consumido de manera segura, hay dos opciones
disponibles; el fabricante podria autoafirmar que la bacteriocina es GRAS vy usar, 0
podria presentar una peticibn GRAS vy solicitar que la FDA confirme el ingrediente
como GRAS.

La FDA administra y mantiene un inventario publico donde se enumeran todas las
peticiones de aditivos alimentarios bajo revision activa de la FDA o que se presentan,
pero no estan activas porque se identificaron deficiencias durante la revisiéon (FDA,
2023).

Obtener la aprobacion de un nuevo aditivo alimentario puede ser costoso y llevar
mucho tiempo, ya que la carga de la prueba de seguridad recae en el peticionario. Si
se puede presentar un caso razonable de que la sustancia es un ingrediente GRAS,
la documentacion de seguridad se basa en el historial de uso seguro.

Segun Harlander (1993), la FDA requiere los siguientes datos acerca de la
bacteriocina para archivarla:
1. ldentidad y uso propuesto.
Se requiere nombre o sinbnimos de la bacteriocina, estructura y formula
guimica, peso molecular, pureza y limites de impurezas en la preparacién de
la bacteriocina que se agregara a los alimentos y subproductos potenciales o
productos de degradacion, asi como sensibilidad de la bacteriocina al pH,

temperatura y digestion proteolitica.

2. Descripcion del proceso de manufactura.
La seguridad de las bacteriocinas producidas a través de la fermentacion
dependera de todos los pasos del proceso, incluido (a) el organismo de origen,
sus caracteristicas y como se ha desarrollado para realizar la funcién prevista;
(b) el proceso de fermentacion, incluidos los sustratos y otros materiales de

crecimiento y las condiciones de crecimiento; (c) los procedimientos de
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aislamiento y todas las etapas del proceso de purificacién, cuando
corresponda; y (d) la estandarizacion final del producto. Cabe resaltar que las
buenas practicas de manufactura deben ser fundamentales en cualquier
proceso productivo. Ademas, se deben identificar las impurezas y establecer

las especificaciones para cada producto.

Métodos analiticos.

El fabricante debe proporcionar descripciones detalladas de los
procedimientos analiticos utilizados para determinar la presencia, potencia y
estabilidad de la bacteriocina y sus productos de degradacién presentes en los
alimentos. Los métodos analiticos deben ser especificos, precisos, exactos y
confiables, y deben poder ser realizados en laboratorios estandar por personal
capacitado en procedimientos de laboratorio de rutina. Deben proporcionarse
todos los datos acumulados respecto de bacteriocinas purificadas, asi como

los datos de sistemas alimentarios reales.

Eficacia.

Debe proporcionarse evidencia de que la bacteriocina funciona como un
agente antimicrobiano contra patdgenos especificos transmitidos por los
alimentos u organismos de deterioro en los niveles esperados de adicion. La
bacteriocina debe probarse en varios niveles de adicién en aquellos productos
alimenticios para los que se solicitara la aprobacion.

Ingesta estimada.

Debe determinarse la ingesta diaria estimada de bacteriocinas en los productos
alimenticios a complementar. Si la bacteriocina se utiliza en varios productos
alimenticios diferentes, se debe proporcionar una estimacion de la cantidad
gue el consumidor tipico podria ingerir de todas las fuentes. Los peticionarios
deben saber si un segmento particular de la poblacion consume niveles
relativamente altos de un producto especifico al que se agregaran

bacteriocinas.
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6. Evaluaciones de seguridad y pruebas de toxicidad.
Aunque las bacteriocinas se han consumido de manera segura en los
alimentos durante décadas, la FDA podria tener cierta preocupacion sobre las
propiedades toxicologicas y alergénicas que podrian estar asociadas con
niveles elevados de bacteriocinas en los productos alimenticios. La cantidad
de bacteriocina que debe agregarse a los alimentos para lograr su
conservacion debe compararse con la cantidad producida naturalmente en los
alimentos por los organismos productores de bacteriocina. Si el nivel que se
agrega es significativamente mas alto que el que se produce naturalmente,

puede ser necesaria una evaluacion de seguridad adicional.

Cabe resaltar que la nisina es la Unica bacteriocina registrada en el Cédigo de
Regulaciones Federales Titulo 21 de la FDA dentro del listado de compuestos GRAS,
el cual es de libre consulta a través del sitio web:
https://www.ecfr.gov/current/title-21/chapter-l/subchapter-B/part-184

En este apartado se especifica que la preparacion de nisina se deriva de
fermentaciones de cultivos puros de ciertas cepas de Lactococcus lactis Grupo N
Lancefield. Lancefield es un sistema de clasificacion que agrupa los cocos Gram
positivos catalasa (-) segun la composicion de los hidratos de carbono de los
antigenos bacterianos que se encuentran en sus paredes celulares y en la expresion
de beta-hemodlisis en placas de agar sangre (Facklam, 2002).

Este apartado ademas menciona que la nisina se usa como un agente antimicrobiano,
pues inhibe el crecimiento de esporas de Clostridium botulinum y la formacién de
toxinas en quesos para untar pasteurizados. Sin embargo, la FDA dicta que el agente
antimicrobiano debe usarse en niveles que no excedan las buenas practicas de
manufactura, es decir, no se debe exceder las 250 partes por millébn de nisina en un

producto alimenticio terminado (CFR, 2022).

La nisina esta aprobada para su uso en mas de 40 paises y se ha utilizado como
conservador de alimentos por mas de 50 afios. Durante muchos afios, la forma de
nisina mas disponible comercialmente es el producto Nisaplin™, de la compafiia
productora de alimentos Danisco y DuPont, que contiene 2.5 % de ingrediente activo
de nisina, 77.5 % de NaCl y leche descremada en polvo que comprende 12 % de

proteina 'y 6 % de carbohidratos. Actualmente, la nisina esta permitida en alimentos
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como pudines de sémola y tapioca en una cantidad de 3 mg/kg, 12.5 mg/kg en quesos
procesados y 10 mg/kg en queso mascarpone.

Estudios demuestran que la nisina es segura para el consumo humano con una
ingesta diaria admisible (IDA) de 2.9 mg/persona/dia. El Comité Conjunto de Expertos
en Aditivos Alimentarios de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (JECFA) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
recomiendan limites de ingesta diaria de 60 mg de nisina pura para una persona de
70 kg (Karpinski y Szkaradkiewicz, 2016).

Como conservador de alimentos, la nisina tiene el c6digo 184.1538 asignado por la
FDA, mientras que, en la Union Europea, por la Directiva 95/2/EC sobre aditivos
alimentarios distintos de colorantes y edulcorantes, le asigno el cédigo E-234 y en
México, COFEPRIS la identifica como 7-1-70.

Por otro lado, la pediocina es otro AMP producido por Pediococcus spp. Una
preparacion comercial de pediocina PA-1 de Pediococcus acidilactici conocida como
Alta ™ 2341 tiene el potencial de extender la vida util de una variedad de productos
listos para consumir, particularmente al inhibir el crecimiento de L. monocytogenes
(Kumariya et al., 2019). Un estudio realizado en la Universidad de lowa, Estados
Unidos, demostré que la poblacién de L. monocytogenes se redujo mediante la
adicion de pediocina en salchichas tipo Frankfurt, en dicho experimento, las muestras
almacenadas a 4°C con pediocina evitaron eficazmente el crecimiento de L.
monocytogenes durante 7 semanas Yy redujeron su crecimiento hasta por 12 semanas
(Chen et al., 2003).

67



CONCLUSIONES

La informacién recopilada en este trabajo de investigacion brinda un amplio
conocimiento acerca de las bacteriocinas; como lo es su produccion, modo de accién
contra otras bacterias, métodos de purificacion, y sus aplicaciones como aditivos

alimentarios en la conservacion de alimentos.

Por lo que se concluye que las bacteriocinas producidas por BAL si tienen el potencial
para ser usadas como bioconservadores alimenticios, ya que por medio de la
formacion de poros permeabilizan la membrana citoplasmética de bacterias
causantes del deterioro en alimentos y algunos patdégenos, principalmente Listeria
monocytogenes, inhibiendo su reproduccion y con ello evitando la descomposicion
temprana de algunos productos alimenticios. Sin embargo, también pueden llevar a
cabo la biosintesis de componentes de la pared celular; afectar la actividad de

enzimas autoliticas o inhibir el desarrollo de esporas bacterianas.

Ademas, mediante el metabolismo de BAL, se producen compuestos antimicrobianos
de importancia para la conservacion de alimentos; el mas comudn es el &cido lactico,
el cual provoca el decremento del pH inhibiendo asi, el crecimiento de otros

microorganismos.

Ciertas bacteriocinas, como la nisina y pediocina, juegan un papel relevante en la
conservacion de alimentos, ya que al ser de consumo seguro para los humanos
(GRAS), han sido vistas como una alternativa mas natural de frenar el deterioro de

alimentos lacteos y fermentados.

La aplicacion de las bacteriocinas ha ido mas enfocada en productos lacteos y
fermentados, pero se ha estado trabajando en expandir su uso en la industria

alimentaria. De igual forma, han sido de importancia en el campo médico.
Las bacterias productoras de bacteriocinas pueden ser un componente de la
microbiota natural del producto alimenticio o bien pueden ser afiadidas como cultivo

iniciador.
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Los productos minimamente procesados al vacio y empacados en atmoésferas
modificadas MAP (Modified Atmosphere Packaging) pueden ser reformulados o
redisefiados para asegurar el crecimiento de cepas de Lactobacillus spp., productoras

de bacteriocinas, y asi ser conservados de una forma mas natural.

Por otro lado, se ha probado insertar bacteriocinas en las peliculas de los envases
para que los alimentos puedan ser protegidos contra el deterioro. En esta alternativa

el envase primario estaria conservando al producto alimenticio.
El estudio de otras bacteriocinas sigue latente para llevar su uso a la industria no solo

de alimentos, sino también en aplicaciones médicas, de una manera innovadora,

brindando a los alimentos un concepto cada vez mas natural.
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GLOSARIO

- Agar MRS: Fue desarrollado por Man, Rogosa y Sharpe, y por su formulacion
permite el adecuado desarrollo de lactobacilos y otras bacterias acido lacticas
(Britania Lab, 2021).

- AMPs: Antimicrobial peptides, traducido al espafiol como péptidos antimicrobianos.
Son proteinas de origen natural que tienen propiedades antibioticas.

- BAL: Bacterias acido lacticas.

- DAP: &cido diaminopimélico.

- Envasado en atmoésfera modificada, Modified atmosphere packaging (MAP): Se
basa en alterar la composicion de los gases en contacto con un alimento sustituyendo
el aire de un envase de alimento sellado por mezclas gaseosas estrictamente
controladas, que contienen didxido de carbono, nitrégeno y otros. Ayuda a mejorar la
vida util de los alimentos.

- FPLC: tipo de cromatografia liquida que purifica biomoléculas grandes como
proteinas, nucleétidos y péptidos.

- GRAS: por sus siglas en inglés, generalmente reconocido como seguro es una
designacion de la Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos de
gue un quimico o sustancia afiadida a los alimentos es considerada segura por
expertos bajo las condiciones de su uso previsto.

- HPLC: tipo de cromatografia liquida que separa compuestos de pequefio peso
molecular.

- HPLC de fase inversa (RP-HPLC): técnica sensible y versatil que se utiliza para
separar y analizar proteinas, fragmentos de proteinas y péptidos.

- Man-PTS: Sistema manosa fosfotransferasa; es un receptor de membrana
responsable de la sensibilidad de Listeria monocytogenes a la pediocina PA-1 (Liyan
et al., 2022).

- Montmorillonita: mineral del grupo de los silicatos, subgrupo filosilicatos y dentro de
ellos pertenece a las llamadas arcillas.

- Quorum sensing: mecanismo de regulacion de la expresion genética en respuesta a

la densidad de poblacion celular.

70



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

1. Agurto, T. y Ramos, J. (2008). Bacterias acido lacticas: biopreservante de los

alimentos. Biotempo, 8, 54-64.

2. Alegre, I, Vifas, I., Usall, J., Anguera, M., y Abadias, M. (2011). Microbiological
and physicochemical quality of fresh-cut apple enriched with the probiotic strain

Lactobacillus rhamnosus GG. Food Microbiology, 28, 59-66.

3. Alvarado, J., Cabrera, E, Garcia, V., Guerrero, J., Cano, W., Martinez, M. y
Rodriguez, G. (2022). Desarrollo de una pelicula comestible de nisina y
natamicina con efecto antimicrobiano en queso panela . Jévenes en la Ciencia,
16, 1-9.

4. Alvarez, M. V., Moreira, M. del R., Roura, S. I., Ayala, J. F., y Gonzélez, G. A.
(2015). Using natural antimicrobials to enhance the safety and quality of fresh
and processed fruits and vegetables. En: T.M. Taylor. ed. Handbook of Natural
Antimicrobials for Food Safety and Quality, Woodhead Publishing, 287-313.

5. Aymerich, T., Martin, B., Garriga, M. & Hugas, M. (2003). Microbial Quality and
Direct PCR Identification of Lactic Acid Bacteria and Nonpathogenic
Staphylococci from Artisanal Low-Acid Sausages. Applied Environmental
Microbiology, 69(8), 4583-4594.

6. Bactibase. (2016). A database dedicated to bacteriocins. [En linea]. Disponible
en:__http://bactibase.hammamilab.org/main.php# (Ultimo acceso el 02 de
diciembre de 2021)

7. BD Difco, (2022). M17 Agar - M17 Broth. [En linea]. Disponible en
https://leqgacy.bd.com/europe/requlatory/Assets/IFU/Difco BBL/218561.pdf

(Ultimo acceso el 22 agosto de 2023).

71


http://bactibase.hammamilab.org/main.php
http://bactibase.hammamilab.org/main.php
https://legacy.bd.com/europe/regulatory/Assets/IFU/Difco_BBL/218561.pdf

8. Biolog, (2022). Identificacion microbiana. [En linea]. Disponible en

https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/

(Ultimo acceso el 07 de mayo de 2023).

9. Bioser, (2023). M 17  Agar. [En  linea). Disponible  en
https://www.bioser.com/productos/m-17-agar-98p/ (Ultimo acceso el 22 agosto
de 2023).

10.Britania Lab, (2021). M.R.S. Agar. [En linea]. Disponible en:
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl 6092dd2543f1d

.pdf (Ultimo acceso el 22 agosto de 2023).

11.Carbon¢, V., y Cuan, A. (2017). Determinacion de bacteriocinas en muestras
de consorcios microbianos nativos de ecosistemas de manglar en el
departamento del Atlantico, como fuente potencial de nuevos tratamientos
biomédicos. Biociencias, 12(1), 37 — 51.

12.Cardozo, M., Ramén, L., Poutou, R., Carrascal, A. y Corina, D. (2013).
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) para la diferenciacion

molecular de Listeria monocytogenes. Universitas Scientiarum, 18(2), 203-222.

13.CFR, (2022). CFR - Code of Federal Regulations Title 21. [En linea]. Disponible
en
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CERSearch.cfm?fr=1
84.1538 (Ultimo acceso el 02 de marzo de 2023).

14.Chatterjee, B., Mondal, D., y Bera, S. (2021). Diaminopimelic acid and its
analogues: Synthesis and biological perspective. Journal Pre-proof
Tetrahedron, 132403.

15.Chen, C., Sebranek, J., Dickson, J. & Mendonca, A. (2004). Use of Pediocin
(Alta ™ 2341) for control of Listeria Monocytogenes on Frankfurters. Journal Of

Muscle Foods, 15(1), 35-56.

72


https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/
https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/
https://www.biolog.com/products-portfolio-overview/microbial-identification/
https://www.bioser.com/productos/m-17-agar-98p/
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_6092dd2543f1d.pdf
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_6092dd2543f1d.pdf
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=184.1538
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=184.1538
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=184.1538
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cdrh/cfdocs/cfcfr/CFRSearch.cfm?fr=184.1538

16.Condalab. (2019). Agar APT (All Purpose Tween). [En linea]. Disponible en

https://www.condalab.com/int/es/medios-de-cultivo-deshidratados/1294-

11567-agar-apt-all-purpose-tween.html (Ultimo acceso el 30 de septiembre
de 2021).

17.Cornell University. (2021). Dairy Foods Science Notes, Lactic Acid Bacteria —
Homofermentative and Heterofermentative. [En linea] (actualizado en agosto
de 2010). Disponible en

https://foodsafety.foodscience.cornell.edu/sites/foodsafety.foodscience.cornell

.edu/files/shared/documents/CU-DFScience-Notes-Dairy-Cultures-
HomoHeteroferm-10-08.pdf (Ultimo acceso el 02 de octubre de 2021).

18.Daba, G. M., & Elkhateeb, W. A. (2020). Bacteriocins of lactic acid bacteria as
biotechnological tools in food and pharmaceuticals: Current applications and

future prospects. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 28.

19. Daeschel, M. (2014). Applications and Interactions of Bacteriocins from Lactic
Acid Bacteria in Foods and Beverages. En: G. D. Hoover & L. R. Steenson eds.

Bacteriocins of Lactic Acid Bacteria. Academic Press, 63-91.

20.Davidson, P.M. & Zivanovic, S. (2003). Food Preservation Techniques. The use

of natural antimicrobials, 5-30.

21.De Angelis, M. & Gobbetti, M. (2016). Lactobacillus spp.: General
Characteristics. Encyclopedia of Dairy Sciences, 2011, 78-90.

22.De Muynck, C., Leroy, A. |. J., De Maeseneire, S., Arnaut, F., Soetaert, W., &
Vandamme, E. J. (2004). Potential of selected lactic acid bacteria to produce
food compatible antifungal metabolites. Microbiological Research, 159(4), 339—
346.

23.De Vuyst, L., & Leroy, F. (2007). Bacteriocins from Lactic Acid Bacteria:
Production, Purification, and Food Applications. Journal of Molecular
Microbiology and Biotechnology, 13(4), 194-199.

73


https://www.condalab.com/int/es/medios-de-cultivo-deshidratados/1294-11567-agar-apt-all-purpose-tween.html
https://www.condalab.com/int/es/medios-de-cultivo-deshidratados/1294-11567-agar-apt-all-purpose-tween.html
https://www.condalab.com/int/es/medios-de-cultivo-deshidratados/1294-11567-agar-apt-all-purpose-tween.html
https://www.condalab.com/int/es/medios-de-cultivo-deshidratados/1294-11567-agar-apt-all-purpose-tween.html
https://foodsafety.foodscience.cornell.edu/sites/foodsafety.foodscience.cornell.edu/files/shared/documents/CU-DFScience-Notes-Dairy-Cultures-HomoHeteroferm-10-08.pdf
https://foodsafety.foodscience.cornell.edu/sites/foodsafety.foodscience.cornell.edu/files/shared/documents/CU-DFScience-Notes-Dairy-Cultures-HomoHeteroferm-10-08.pdf
https://foodsafety.foodscience.cornell.edu/sites/foodsafety.foodscience.cornell.edu/files/shared/documents/CU-DFScience-Notes-Dairy-Cultures-HomoHeteroferm-10-08.pdf
https://foodsafety.foodscience.cornell.edu/sites/foodsafety.foodscience.cornell.edu/files/shared/documents/CU-DFScience-Notes-Dairy-Cultures-HomoHeteroferm-10-08.pdf
https://foodsafety.foodscience.cornell.edu/sites/foodsafety.foodscience.cornell.edu/files/shared/documents/CU-DFScience-Notes-Dairy-Cultures-HomoHeteroferm-10-08.pdf

24.Drider, D., & Rebuffat, S. (2011). Prokaryotic Antimicrobial Peptides. France:
Springer.

25.Elshaghabee, F., Bockelmann, W., Meske, D., De Vrese, M., Walte, H.,
Schrezenmeir, J. & Heller, K. (2016). Ethanol production by selected intestinal
microorganisms and lactic acid bacteria growing under different nutritional

conditions. Frontiers in microbiology, 7(47).

26. Endo, A. & Dicks, L. (2014). Physiology of the LAB. En W. Holzapfel & B. Wood.
eds. Lactic Acid Bacteria: Biodiversity and Taxonomy. United Kingdom: Wiley-
Blackwell, 13-30.

27. Endo, A., Dicks, L., Bjorkroth, J., & Holzapfel, W. H. (2014). The family

Leuconostocaceae. En Lactic Acid Bacteria, 377-380. US: Wiley-Blackwell.

28.Esquivel, I., Guerrero, R., Mendoza, J., y Navarrete, A. (1987). Introduccion a
la tecnologia de alimentos. México: E.N.C.B. del I.P.N., 489-495.

29.Facklam R. (2002). What happened to the streptococci: overview of taxonomic

and nomenclature changes. Clinical Microbiology Reviews, 15(4): 613-30.

30.FDA. (2023). Understanding How the FDA Regulates Food Additives and
GRAS Ingredients. [En linea] Disponible en: https://www.fda.gov/food/food-

additives-and-gras-ingredients-information-consumers/understanding-how-

fda-requlates-food-additives-and-gras-ingredients (Ultimo acceso el 30 de
marzo de 2024).

31. Felis, G. E., & Pot, B. (2014). The family Lactobacillaceae. En Lactic Acid
Bacteria, 245-247. US: Wiley-Blackwell.

32.Fernandez, C. y Rafecas, M. (1985). Origen del diacetilo en las mantequillas;

interés de su determinacion. Revista de Agricultura, pp. 13.

74


https://www.fda.gov/food/food-additives-and-gras-ingredients-information-consumers/understanding-how-fda-regulates-food-additives-and-gras-ingredients
https://www.fda.gov/food/food-additives-and-gras-ingredients-information-consumers/understanding-how-fda-regulates-food-additives-and-gras-ingredients
https://www.fda.gov/food/food-additives-and-gras-ingredients-information-consumers/understanding-how-fda-regulates-food-additives-and-gras-ingredients

33.Fernandez, E. (1981). Microbiologia sanitaria de agua y alimentos.
Guadalajara: Universidad de Guadalajara (EDUG).

34.Fernandez, E. y Hernandez, M. (1985). Aplicacion del medio APN en el
recuento de bacterias lacticas en quesos frescos no pasteurizados y
requesones, Guadalajara: UDG.

35.Gabrielsen, C., Brede, D.A., Hernandez, P.E., Nes, I.F., Diep, D.B. (2012). The
maltose ABC transporter in Lactococcus lactis facilitates high-level sensitivity
to the circular bacteriocin garvicin ML. Antimicrobial Agents Chemotherapy, 56,
2908-2915.

36.Galvez, A., Abriouel, H., Lopez, R. y Nabil Ben, O. (2007). Bacteriocin based
strategies for food biopreservation, International Journal of Food Microbiology,
120, 51-70.

37.Gilarova, R., Voldfich, M., Demnerova, K., Cefovsky, M., & Dobias, J. (1994).
Cellular fatty acids analysis in the identification of lactic acid bacteria.
International Journal of Food Microbiology, 24(1-2), 315-319.

38. Giraffa, G. (2014). Overview of the ecology and biodiversity of the LAB. En W.
Holzapfel & B. Wood. eds. Lactic Acid Bacteria: Biodiversity and Taxonomy.
United Kingdom: Wiley-Blackwell, 45-54.

39.Gomes, R., Borges, M., Rosa, M., Castro-Gomez, R. y Espinosa, A. (2018).
Acetic Acid Bacteria in the Food Industry: Systematics, Characteristics and
Applications, Food Technology and Biotechnology. 56(2), 139-151.

40.Guo, X., Ma, L., Qiao, Z., Luo, L., Zhang, Y., Wang, X., & Lu, X. (2024). The
antibacterial mechanism of the novel bacteriocin LpH25 and the synergistic
preservation effect of this bacteriocin and Nisin in fresh milk. LWT - Food
Science and Technology Journal, Vol. (194).

75


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gomes%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30228790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borges%20Md%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30228790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosa%20Md%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30228790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Castro-G%26%23x000f3%3Bmez%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30228790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spinosa%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30228790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6117990/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6117990/

41.Harlander, S. K. (1993). Regulatory Aspects of Bacteriocin Use. Bacteriocins of
Lactic Acid Bacteria, 233-247.

42.Herrera, M. (1999). Pruebas de sensibilidad antimicrobiana, metodologia de

laboratorio. Revista Médica del Hospital Nacional de Nifios, vol. (34).

43.Holzapfel, W. & Wood, B. (2014). Lactic Acid Bacteria: Biodiversity and
Taxonomy. United Kingdom: Wiley-Blackwell.

44.Holzapfel, W., & Wood, B. (2014). Introduction to the LAB. Lactic Acid Bacteria,
US: Wiley-Blackwell.

45.Honrada, R., Zendo, T. & Sonomoto, K. (2022). Multiple bacteriocin production
in lactic acid bacteria. Journal of Bioscience and Bioengineering, 134(4), 277-
287.

46.Hoy, M. (2013). Insect Molecular Genetics, An Introduction to Principles and
Applications (3 ed). US: Academic Press.

47.Humble, M.W., King, A. & Phillips, I. (1977). APl ZYM: un sistema simple y
rapido para la deteccidon de enzimas bacterianas. Revista de Patologia Clinica,
30(3), 275-277.

48.Jay, M. (1992). Microbiologia Moderna de los Alimentos, 3° edicién, Espafia:
Acribia.

49.Kang, J., Zhang, W., Sun, R., Song, G., Ping., W & Ge, J. (2022). Acetate
Secretion Induces Bacteriocin Synthesis and Activates the Transcriptional

Regulators rgg and rpoD. Fermentation, 8(10):524.

50.Karpinski, T. M., & Szkaradkiewicz, A. K. (2016). Bacteriocins. Encyclopedia of
Food and Health, 312-319.

76



51.Kirtonia, K., Salauddin, M., Bharadwaj, K. K., Pati, S., Dey, A., Shariati, M. A.
& Sarkar, T. (2021). Bacteriocin: A new strategic antibiofilm agent in food

industries. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, 36.

52.Konisky J. (1982). Colicins and other bacteriocins with established modes of
action. Annual Review of Microbiology; vol. 59(2), pp. 171-200.

53.Krivorotova, T., Cirkovas, A., Maciulyte, S., Staneviciene, S., Budriene, S. &
Serviene, E. (2016). Nanoparticulas de pectina cargadas con nisina para la
conservacion de alimentos. Hidrocoll alimentario, 54, 49 — 56

54.Kumar, D., Thakur, M., Singh, S., Tripathy, S., Kumar, A., Baranwal, D., Patel,
A., Shah, N., Lara, G., Kareem, A., Chavez-Gonzalez, M., Flores, C., Aguilar,
C. & Srivastav, P. (2022). Bacteriocins as antimicrobial and preservative agents

in food: Biosynthesis, separation and application. Food Bioscience, 46.

55.Kumariya, R., Garsa, A. K., Rajput, Y. S., Sood, S. K., Akhtar, N., & Patel, S.
(2019). Bacteriocins: Classification, synthesis, mechanism of action and
resistance development in food spoilage causing bacteria. Microbial
Pathogenesis, 128, 171-177.

56.La Torre, I. (2011). Caracterizacion bioquimica y tecnolédgica de cepas acido
lacticas aisladas de leche cruda de oveja en el proceso de elaboracion de

gueso artesano de Teruel. Tesis de licenciatura.

57. Lawson, P. A. (2014). The family Aerococcaceae. En Lactic Acid Bacteria, 71—
74. US: Wiley-Blackwell.

58.Madigan, M., Martinko, J., Bender K., Buckley D. & Stahl D. (2015). BROCK.
Biologia de los microorganismos. Madrid, Espafia: Pearson Education.

59.Mahrous, H., Mohamed, A., EI-Mongy, M., El-Batal A., & Hamza, H, (2013).

Study Bacteriocin Production and Optimization Using New Isolates of

77



Lactobacillus spp. Isolated from Some Dairy Products under Different Culture
Conditions, Food and Nutrition Sciences, 4(3), 342-356.

60.Marconi, E., Sorrentino, E., Mastrocola, L., & Coppola, R. (2000). Rapid
Detection of meso-Diaminopimelic Acid in Lactic Acid Bacteria by Microwave
Cell Wall Hydrolysis. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48(8), 3348—
3351.

61. Masoodi, K., Magbool, S., Saba, R. (2021). Chapter 19 - Polymerase chain
reaction (PCR) En Advanced Methods in Molecular Biology and Biotechnology.
A Practical Lab Manual, pp. 109-116. India: Academic Press.

62.Mathur, H., Rea, M., Cotter, P., Hill, C., & Ross, P. (2015). The sactibiotic
subclass of bacteriocins: an update. Current Protein and Peptide Science,
16(6), 549-58.

63.Mathur, S. & Singh, R. (2005). Antibiotic resistence in food lactic acid bacteria
- a review. International Journal of Food Microbiology. 105, 281-295.

64.Medina., E. y Espinosa, F. (2009). Microarreglos: Tecnologia con aplicaciones
en el campo de la salud humana. Alergia, asma e inmunologia pediéatricas.
18(2), 52-59.

65.Mogosanu, G., Grumezescu, A., Bejenaru, C., Everard & Bejenaru, L. (2017).
Natural products used for food preservation. En: A. M., Grumezescu, ed. Food

preservation. London: Academic Press, 365-411.

66. Montville, T. J., & Kaiser, A. L. (1993). Antimicrobial Proteins: Classification,
Nomenclature, Diversity, and Relationship to Bacteriocins. En: T. J. Montville,
y A. L. Kaiser. eds. Bacteriocins of Lactic Acid Bacteria, London: Academic
Press, 1-22.

67.Narvhus, J.A. & Axelsson, L. (2003). Lactic Acid Bacteria, Encyclopedia of
Food Sciences and Nutrition (Second Edition), Academic Press, 3465-347.

78



68.National Human Genome Research Institute. (2023, mayo 25). Tecnologia de
Microarrays (Chips de ADN O ARN). [En linea]. Disponible en

https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de

microarrays#:~:text=La%20tecnoloqg%C3%ADa%20de%20microarrays%20es

,en%20contacto%20con%20el%20chip (Ultimo acceso el 28 de mayo de
2023).

69.Noda, M., Miyauchi R., Danshiitsoodol N., Matoba Y., Kumagai T. &
Sugiyama M. (2018). Expression of genes involved in bacteriocin production
and self-resistance in Lactobacillus brevis 174A is mediated by two regulatory

proteins, Applied and Environmental Microbiology, 84, 2707-2717.

70.0ppegard, C., Rogne, P., Emanuelsen, L., Kristiansen, P. E., Fimland, G., &
Nissen-Meyer, J. (2007). The Two-Peptide Class Il Bacteriocins: Structure,
Production, and Mode of Action. Journal of Molecular Microbiology and
Biotechnology, 13(4), 210-219.

71.0rtiz, M. (2006). Identificacion bioquimica de bacterias acido lacticas aisladas
a partir de productos lacteos en el estado de Hidalgo. Tesis de licenciatura.

Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo.

72.Palomino, M. (2011). Modificaciones en la envoltura de Lactobacillus casei
durante el crecimiento bajo estrés osmoético. Tesis doctoral. Universidad de

Buenos Aires.

73.Papagianni, M. & Anastasiadou, S. (2009). Pediocins: The bacteriocins of
Pediococci. Sources, production, properties and applications. Microbial Cell

Factories, vol. 8, (3).
74.Parada, J., Caron, C., Medeiros, A. & Soccol, C. (2007). Bacteriocins from

lactic acid bacteria: purification, properties and use as biopreservatives,

Brazilian Archives of Biology and Technology, 50, 521-542.

79


https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de%20microarrays#:~:text=La%20tecnolog%C3%ADa%20de%20microarrays%20es,en%20contacto%20con%20el%20chip
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de%20microarrays#:~:text=La%20tecnolog%C3%ADa%20de%20microarrays%20es,en%20contacto%20con%20el%20chip
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de%20microarrays#:~:text=La%20tecnolog%C3%ADa%20de%20microarrays%20es,en%20contacto%20con%20el%20chip
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de%20microarrays#:~:text=La%20tecnolog%C3%ADa%20de%20microarrays%20es,en%20contacto%20con%20el%20chip
https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Tecnologia-de%20microarrays#:~:text=La%20tecnolog%C3%ADa%20de%20microarrays%20es,en%20contacto%20con%20el%20chip

75.Parente, E., & Ricciardi, A. (1999). Production, recovery and purification of
bacteriocins from lactic acid bacteria. Applied Microbiology and Biotechnology,
52(5), 628—638.

76.Parra, R. (2010). Review. Bacterias Acido Lacticas: Papel funcional en los
alimentos. Revista Biotecnologia en el Sector Agropecuario y Agroindustrial,
8(1), 93-105.

77.Patifio, H. (2014). Micro encapsulacion de nisina a partir de Lactococcus
lactis UQ2 y su incorporacién en queso tipo panela. Tesis de maestria.

Universidad Autbnoma de Querétaro.

78. Pikuta, E. (2014). The family Carnobacteriaceae. En Lactic Acid Bacteria, 107—
108. US: Wiley-Blackwell.

79.Pittet, V., Mafiana, K. & Ziola, B. (2011). Ethanol Tolerance of Lactic Acid
Bacteria, Including Relevance of the Exopolysaccharide Gene Gtf. Journal of

the American Society of Brewing Chemists, 69(1).

80.Ramirez, R., Urztia, M., Camacho, A., Tsuzuki, G. y Esquivel, R. (2015).

Técnicas basicas de microbiologia y su fundamento. México: Trillas.

81.Red de laboratorios para la vigilancia de microorganismos resistentes. (2020).
Tipificacion bacteriana mediante Multi Locus Sequence Typing (MLST). [En
linea]. Disponible en

https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gic

oyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-1-004-
01.%20Protocolo_tipificacion MLST.pdf (Ultimo acceso el 27 de abril de 2023).

82.Ruiz, M., Colello, R., Padola, N. y Etcheverria, A. (2017). Inhibitory capacity of
Lactobacillus spp. against pathogens involved in foodborne diseases. Revista
Argentina de Microbiologia, 49(2), 174-177.

80


https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-the-American-Society-of-Brewing-Chemists-0361-0470
https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-the-American-Society-of-Brewing-Chemists-0361-0470
https://www.researchgate.net/journal/Journal-of-the-American-Society-of-Brewing-Chemists-0361-0470
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
https://www.isciii.es/QueHacemos/Servicios/DiagnosticoMicrobiol%C3%B3gicoyProgramasVigilancia/Documents/RedLabRa-I-004-01.%20Protocolo_tipificacion_MLST.pdf
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S032575411630116X#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03257541
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03257541
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03257541
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03257541/49/2
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03257541/49/2
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03257541/49/2

83. Saavedra, L., & Sesma, F. (2011). Purification Techniques of Bacteriocins from
Lactic Acid Bacteria and Other Gram-Positive Bacteria. En Prokaryotic
Antimicrobial Peptides, 99-113.

84.Sanchez, M. (2016). Mecanismos de accidén de péptidos antimicrobianos y
mecanismos de resistencia de los patdgenos. Revista de la Asociacion
Bioquimica Argentina, vol. 80 (1), 36-43.

85. Schillinger, U., & Holzapfel, W. H. (2003). Chapter 8: Culture media for lactic
acid bacteria. En U. Schillinger & W.H. Holzapfel eds. Progress in Industrial

Microbiology, Karlsruhe: Elsevier Science, 127-140.

86.Southern, E. M. (1975). Detection of specific sequences among DNA fragments
separated by gel electrophoresis. Journal of Molecular Biology, 98(3), 503-517.

87.Starmer, J.R. (1979). The lactic acid bacteria: microbes of diversity. Food
technology, 60-64.

88. Stevens, M., Vollenweider, S., Lacroix, C., y Zurich, E. (2011). The potential of
reuterin produced by Lactobacillus reuteri as a broad spectrum preservative in
food. En Protective Cultures, Antimicrobial Metabolites and Bacteriophages for
Food and Beverage Biopreservation, (129-160). Suiza: Woodhead Publishing.

89. Svec, P., & Franz, C. (2014). The family Enterococcaceae. En Lactic Acid
Bacteria, 171-173. US: Wiley-Blackwell.

90.Tamang, J. (2014). Biochemical and modern identification techniques,

Microfloras of Fermented Foods. Encyclopedia of Food Microbiology, 250-258.
91.Tamay, L., Ibarra, C. y Velasquillo, C. (2013). Fundamentos de la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) y de la PCR en tiempo real. Investigacion en
discapacidad, 2(2), 70-78.

81



92.Thedieck, K., Hain, T., Mohamed, W., Tindall, B. J., Nimtz, M., Chakraborty, T.,
& Jansch, L. (2006). The MprF protein is required for lysinylation of
phospholipids in listerial membranes and confers resistance to cationic
antimicrobial peptides (CAMPs) on Listeria monocytogenes. Molecular
Microbiology, 62(5), 1325-1339.

93. Toit, M., Huch, M., Cho, G.-S., & Franz, C. (2014). The family
Streptococcaceae. En Lactic Acid Bacteria, 445-446. US: Wiley-Blackwell.

94.Trias, R., Baferas, L., Badosa, E., y Montesinos, E. (2008). Bioprotection of
golden delicious apples and iceberg lettuce against foodborne bacterial
pathogens by lactic acid bacteria. International Journal of Food Microbiology,
123, 50-60.

95.Udhayashree, N., Senbagam, D., Senthilkumar, B., Nithya, K., & Gurusamy, R.
(2012). Production of bacteriocin and their application in food products. Asian

Pacific Journal of Tropical Biomedicine, 2(1), 406—410.

96.Vadyvaloo, V., Arous, S., Gravesen, A., Héchard, Y., Chauhan-Haubrock, R.,
Hastings, J.W. & Rautenbach, M. (2004). Cell-surface alterations in class lla
bacteriocin-resistant Listeria monocytogenes strains, Microbiology Society,
150, 3025-3033.

97.Valenzuela, R., Cortez, R., Zazopulos, M. y Carmi, J. (2012). Determinacion
del perfil de acidos grasos de bacterias del género Vibrio por cromatografia de
gases. Scientia Chromatographica; 4(4):271-280.

98.Yang, R., Johnson, M., Ray, B. (1992). Novel method to extract large amounts
of bacteriocins from lactic acid bacteria. Applied Environmental Microbiology,
58, 3355-3359.

99.Zheng, J., Wittouck, S., Salvetti, E., Franz, C. & Harris H. (2020). A taxonomic
note on the genus Lactobacillus: Description of 23 novel genera, emended

description of the genus Lactobacillus Beijerinck 1901, and union of

82



Lactobacillaceae and Leuconostocaceae. Taxonomic description. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 70, 2782—2858.

100. Zou, J., Jiang, H., Cheng, H., Fang, J., & Huang, G. (2018). Strategies

for screening, purification and characterization of bacteriocins. International

Journal of Biological Macromolecules, 117, 781-789.

101. Zouhir, A., Hammami, R., Fliss, I. et al. 2010. A New Structure-based.
Classification of Gram-positive Bacteriocins. The Protein Journal, 29, 432—439.

83



