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RESUMEN ]

Las bacteriocinas representan un sustituto poten-
cial de conservantes quimicos, debido a que son
producidas por bacterias dcido lacticas (BAL), las
cuales son consideradas GRAS (generalmente re-
conocidas como seguras, por sus siglas en inglés),
qgue tienen un papel importante en la preserva-
cion y fermentaciéon de alimentos. El uso de las
bacteriocinas como bioconservantes se atribuye
a sus caracteristicas como inhibir numerosos mi-
croorganismos patégenos, su accién en amplios
rangos de pHs y termoestabilidad, proponiéndo-
se diferentes aplicaciones de las bacteriocinas
en alimentos, ya sea en forma concentfrada, en
algun sustrato de grado alimentario o agregan-
do la bacteriocina a un soporte, actuando éste
como reservorio y difusor del péptido antimicro-
biano concentrado a la comida. El propdsito de
este trabajo es el conocimiento general sobre
bacteriocinas, y resaltar su uso potencial como
bioconservante en alimentos.
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ABSTRACT ]

The bacteriocins represent a potential substitute
for chemical preservatives, because they are
produced by lactic acid bacteria (LAB) which
are considered GRAS (Generally recognized
as safe), that have an important role in the
preservation and fermentation of food. The use
of bacteriocins as biopreservatives is attriouted
to its characteristics as inhibiting numerous
pathogens microorganisms, their action in wide
ranges of pHs and thermostability, proposing
different applications of bacteriocins in foods
may be in concentrated form or in a food-
grade substrate or adding the bacteriocin to a
support acting as a reservoir and diffuser to this
concentrated anfimicrobial peptide to the food.
The purpose of this work is the general knowledge
of bacteriocins, and to highlight its potential use
as biopreservative on food.

INTRODUCCION I

Debido a los problemas de salud atribuidos a los
aditivos quimicos alimentarios de origen sintético
y los beneficios que aportan los alimentos “natu-
rales” y “fradicionales”, la industria alimentaria
enfrenta desafios que incluyen la demanda de
productos alimenticios que no contengan conser-
vantes quimicos, libres de microorganismos pato-
genos y con larga vida en anaquel. En este caso,
las bacteriocinas son una opcién atractiva como
parte de la solucién a estos problemas (Lopez et
al., 2008), las cuales son péptidos con actividad
antimicrobiana, segregadas por un gran nimero
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Figura 1. Estructura primaria de la nisina A. Donde Abu = 4cido aminobutirico, Dha = dehidroalanina,
Ala-S-Ala = lantionina, Dhb = dehidrobitirina (B-metildehidroalanina), Abu-S-Ala = B-metil lantionina. En la posicién 27
se indica con una flecha la sustitucién del aminoacido Histidina por Asparagina, se convierte de nisina A en nisina Z.
Fuente: Adaptada de Abriouel et al., (2011).

de bacterias para inhibir el crecimiento de otros
microorganismos competidores (Monroy et al.,
2009).

Las bacteriocinas mds estudiadas son las pro-
ducidas por bacterias dcido ldcticas (BAL) (Rojas y
Vargas, 2008). Se han realizado gran cantfidad de
estudios centrédndose en la inhibicion de microor-
ganismos patdégenos para el humano. De mane-
ra que el propdsito de esta revisidn es introducir
alos lectores en el estudio y conocimiento sobre
bacteriocinas, resaltando la importancia de és-
tas como posible sustituto de los conservantes
quimicos en alimentos.

Generalidades de las bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos con actividad an-
timicrobiana, segregadas por un gran nimero de
bacterias para inhibir el crecimiento de otros mi-
croorganismos competidores (Monroy et al., 2009).
Generalmente, estos péptidos actian sobre la
membrana celular (Zapata et al., 2009). Existe una
gran diversidad de bacteriocinas reportadas en
la mayoria de las especies bacterianas, e incluso
dentro de una misma especie podrian producirse
distintos tipos de bacteriocinas (Cintas et al., 2001).

Las bacteriocinas mds estudiadas son las pro-
ducidas por BAL (Rojas y Vargas, 2008). Estas bac-
terias son reconocidas como GRAS, las cuales
participan en la fermentacién y conservacién de
alimentos, mejorando su calidad higiénica al inhi-
bir la flora competitiva, la cual incluye microorgo-
nismos patdgenos (Cintas et al., 2001), tales como
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Salmone-
lla, entre otras (Vazquez et al., 2009).

La produccién de las bacteriocinas depende
del crecimiento y actividad fisiolégica de la cepa
productora, estando correlacionada la biomasa
obtenida con la cantidad de bacteriocina pro-
ducida (Aasen et al., 2000).

Clasificacion de las bacteriocinas
Las bacteriocinas de BAL se clasifican de acuerdo
a sus caracteristicas bioquimicas y genéticas:

Clase I: Lantibiéticos. Pequenos péptidos (<5 kDal)
activos a nivel de membrana, termoldbiles, con-
tienen animodcidos poco comunes como la dihi-
droalanina, B-metil-lantionina y lantionina, debido
a modificaciones postraduccionales (Kemperman
et al., 2003).

Clase | a: Péptidos elongados, catidnicos, molé-
culas flexibles y anfipdticas. De masa molecular
variable entre 2-4 kDa y una carga neta positiva
(Zacharof y Lovitt, 2012). Ejemplos de este grupo
son la lacticina 3147 y la nisina; esta Ultima pro-
ducida por Lactococcus lactis subsp. Lactis, y re-
conocida por la FDA como GRAS. Es un péptido
de 34 aminodcidos (Figura 1), con dos variantes,
la nisina Ay la nisina Z (Sangronis y Garcia, 2007).
Clase | b: Péptidos con caracteristicas globula-
res, hidréfobos que interfieren inhibiendo reaccio-
nes enzimdticas esenciales en bacterias sensibles
(Deegan et al., 2006). Su masa molecular varia de
2-3 kDa, pueden tener carga negativa.

Clase II: No lantibidticos. Péptidos pequenos
(<10kDaq), lineales y sin modificaciones postraduc-
cionales, termoestables (Kemperman et al., 2003),
y con una estructura anfifilica helicoidal que per-
mite que actien a nivel de la membrana plasmaé-
tica, causando la muerte de la célula sensible.
Clase Il a: Son péptidos activos contra Listeria, tie-
nen la secuencia consenso en la regidon N-terminal
TGNGVXC (Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys) (Kemper-
man et al., 2003), ejemplos de éstas son pediocina
PA-1y sakacina P.

Clase Il b: Formadores de complejos, requieren de
dos péptidos para una mejor actividad antimicro-
biana y dar paso a la formacién de poros, miem-
bros de este grupo son lactococcina G, plantari-
cinas EF y JK, Lactacin F (Zacharof y Lovitt, 2012).
Clase Il c: Pequenos péptidos, termoestables, no
modificados y que son transportados por péptidos
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lider. Elemplos de éstas son divergicina A y acido-
cina B (Kemperman et al., 2003).

Clase lll: ReUne grandes péptidos (>30kDa) termo-
Idbiles, con actividad y estructura compleja (Lai et
al., 2002). Helveticina J. V, acidofilicina A y lacta-
cinas Ay B son ejemplos de estas bacteriocinas.
Clase IV: Bacteriocinas complejas son péptidos
con una parte proteica y una o mds fracciones
de lipidicas o glucidicas necesarias para su
actividad bioldégica (Kemperman et al., 2003).
Algunos ejemplos son lactocina S (g||copro’re|no)
y mesenterocina 52 (lipoproteinal).

Modo de accién

La mayoria de las bacteriocinas actian sobre Ia
membrana de células sensibles, desestabilizando
y permeabilizando mediante la formacion de ca-
nales o poros iénicos (Grande et al., 2005), que
van a dar salida a compuestos como fosfato, po-
tasio, aminodcidos, ATP, disminuyendo la sintesis
de macromoléculas y por consecuencia la muer-
te celular (Gonzdlez-Martinez et al., 2003).

Las bacteriocinas de la clase |, como es la ni-
sina, el modelo que se propone (Figura 2) es el
modo de accidn dual, la bacteriocina se une a la
pared celular mediante atracciones electrostdti-
cas (etapa 1). Después, la nisina se une al lipido
II, principal transportador de las subunidades de
peptidoglucano (principal compuesto de la po-

red celular), y utiliza esta molécula para anclarse
a la membrana celular (etapa 2). Luego, la bac-
teriocina cambia su orientacién en relacién con
la membrana y se inserta en ésta. Finalmente, la
union de diversos péptidos en el sitio de insercion
provoca la formacién de un poro transmembra-
nal que permite la salida de moléculas importan-
tes como aminodcidos y ATP, lo que lleva a la
bacteria a una rdpida muerte celular (etapa 3)
(Lopez et al., 2008).

Las bacteriocinas de la clase |l, su actividad
bactericida es mediante la desestabilizacion
de las funciones de la membrana celular de las
células sensibles (Gonzdlez-Martinez et al., 2003).

Las bacteriocinas de la clase lll, su modo de
accién es promover la lisis de la pared celular
de la bacteria sensible. Su regién N-terminal es
homdloga a una endopeptidasa involucrada
en la sintesis de la pared celular, mientras que la
region C-terminal es la que reconoce la célula
objetivo (Lai et al., 2002).

Resistencia a bacteriocinas

La resistencia puede existir de forma natural o
infrinseca, o bien generarse como resultado a la
exposicidén continua, alo que se le conoce como
resistencia  adquirida (Ennahar et al., 2000).
La resistencia de estos mutantes espontdneos

Pared celular

Lipido I

Membrana celular '

Subunidad de

Bacteriocina m—— (+)

QPP

sooasedosped | %99¢

peptidoglucano E — f @

| @ )

\L

O

Lipido I

$9900¢

Figura 2. Modelo que muestra el mecanismo de accién dual de la nisina de
Lactococcus lactis.
Fuente: Adaptado de Lopez et al. (2008).



INVESTIGACION

Y CIENCIA

DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE AGUASCALIENTES

NUmero 59, (64-70) Septiembre-Diciembre 2013

puede relacionarse con cambios en la pared
y membrana celular, como alteraciones en el
potencial eléctrico, la fluidez, la composicidon
y carga de lipidos de membrana o espesor de
la pared celular (Mantovani y Russel, 2001). Este
tipo de mecanismos se han estudiado mds en L.
monocytogenes, Listeria innocua, Streptococcus
pneumoniae vy Streptococcus bovis, donde
la resistencia se relaciona con cambios en la
pared y membrana celular, cambios como
variacion en la composicién de dcidos grasos de
la membrana, reduccién de la concentraciéon
de fosfolipidos, dificultando asi la formacién de
poros (Abee, 1995).

Para mejorar el potencial de las bacteriocinas,
Cintasetal. (2001) proponen el uso de mezclas de
bacteriocinas, y asi reducir la capacidad con la
qgue los microorganismos desarrollan resistencia.

Rango de accién de las bacteriocinas de bacte-
rias dcido lacticas

Las bacteriocinas actlan sobre microorganismos
relacionados o presentes en su ambiente (Gran-
de et al., 2006); esto hace que los microorganis-
mos patdégenos o de deterioro muestren diferen-

te sensibilidad ante la presencia de la bacterioci-
na. La nisina muestra amplio espectro de accién
hacia bacterias Gram-positivas, incluyendo S.
aureus y L. monocytogenes, también previene la
esporulacion de Bacillus spp. y Clostridium spp.
(Delves-Broughton, 1991). En la Tabla 1 se mues-
tran diferentes bacteriocinas, el alimento del cual
se qisld el microorganismo productor y el antago-
nismo sobre bacterias Gram positivas y negativas.

Aplicacion de las bacteriocinas en alimentos

Las bacteriocinas producidas por BAL son de
gran interés en la industria alimentaria, ya que
son producto GRAS y pueden ser usadas como
bioconservantes (Deegan et al., 2006). El estudio
de éstas se harealizado en alimentos fermentados
(Sharma et al., 2011), como el queso (Samelis et
al., 2010), en productos cdrnicos integrando la
bacteriocina en el envase (Siragusa et al., 1999),
entre otros.

Comunmente se usan tres métodos de apli-
cacion de la bacteriocina (Cheny Hoover, 2003):

1. Lainoculacién directa de BAL en el alimento
para producir bacteriocinas en el producto.

Tabla 1. Bacteriocinas de bacterias acido lacticas y sus antagonismos

Bacteriocina Microorganismo Ifuentfa de Antagonismo sobre Referencia
productor aislamiento
sakasakin 2 Lantobacillus sake C2 Bebida de col L aCIdop hilus, Stap hy lococcus, Gao et al., 2010
fermentada Sarcina flava, L. innocua
B. cereus, B. pumilus,
LPBM10 L. plantarum LPBM10 Leche B. subtilis, L. monocytogenes, Zapata et al.,
fermentada 2009
S. aureus
Weissella L. monocytogenes, Micrococcus Papagianni y
weissellin A paramesenteroides Salchichas luteus, L. innocua, Clostridium Papamichael,
DX Sporogenes 2011
plantaricina . . Messi et al.,
354 L. plantarum Salchichas Aeromonas hydrophila 2001
ST28MS y L. plantarum Melaza Escherichia coli y Acinetobacter | Todorov y Dicks,
ST26MS P baumannii 2005
Salmonella typhimurium, E. coli,
LPBM10 | L. plantarum LPBM10 Leche Klebsiella sp., Serratia Zapata et al,
fermentada 2009
Marcescens
Bacteriocina Enterococcus faecium Queso L. monocylogenes Tulini et al.,
130 mozzarella ’ g 2011
. . Papaya L. monocytogenes, L.
Bacteriocin Lactobacillus (Carica innocua. L. sakel. Enterococcus Todorov et al.,
ST16Pa plantarum ST16Pa T . 2011
papaya) faecalis
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2. Aplicaciéon de la bacteriocina purificada
o semipurificada como preservador en el
alimento.

3. Uso de un producto previamente fermentado
con la produccién de la bacteriocina como
un ingrediente en un alimento procesado.

La bacteriocina obtenida ex situ también se
puede aplicar en algun sustrato de grado alimen-
tario, o bien en preparaciones inmovilizadas, don-
de la bacteriocina se une a un soporte, actuando
éste como reservorio y difusor del péptido antimi-
crobiano a la comida; ademds, el soporte puede
proteger la bacteriocina de inactivacién, ya sea
de forma enzimdtica o por la interaccién de los
componentes del alimento (Ercolini et al., 2006).
Un método para preparar peliculas de embalaje
con bacteriocinas es incorporar a ésta directa-
mente en peliculas hechas a partir de proteinas
biodegradables (zeina de maiz o soya), o bien
adsorber o recubrir la superficie de un polimero
con la bacteriocina, por ejemplo la adsorcion de
nisina sobre polietileno, o en algunos otros poli-
meros como etileno, polipropileno, acetato de
vinilo, poliamida, cloruro de polivinilo y acrilicos
de poliéster (Deegan et al., 2006). Se ha demos-
frado que la combinacién del almacenamiento
a temperatura préoxima al punto de congelacion,
junto con el empleo de envases antimicrobianos,
resulta ser eficaz en la mejora de la calidad mi-
crobiolégica de piezas de carne, inhibiendo a
carnobacterias, Brochothrix thermosphacta y BAL
(Ercolini et al., 2010).

Actualmente, la nisina y pediocina PA-1 tie-
nen licencia para su uso como bioconservantes
(Simha et al., 2012). La nisina ha sido utilizada
como “nisaplina” (Danisco, 2013), la cual es una
preparaciéon con 2.5% de nisina, 7.5% de NaCl, le-
che seca sin grasa (12% proteina y 6% de carbo-
hidrato). Por otfro lado, la pediocina PA-1 se utili-
za en forma de “ALTA 2431" (Quest), la cual se
obtiene por fermentacion de la cepa productora
Pediococcus acidilactici (Ennahar et al., 2000).
La natamicina, cuyo nombre comercial es Nata-
mayx, inhibe mohos y levaduras y comercialmente
se aplica al queso rallado (Daview et al., 1997).
Oftro producto comercial es el "AvGard”, el cual

NUmero 59, (64-70) Septiembre-Diciembre 2013

inhibe patégenos Gram negativos y se aplica en
carnes. Estos productos se comercializan en di-
ferentes formulaciones para su uso en alimentos
especificos como carnes, mariscos, queso, pan y
bebidas (Danisco, 2013).

La pediocina AcH controla el crecimiento
de L. monocytogenes en empagques al vacio
de salchichas tipo Viena, donde se usa el nitrito
para estabilizar el color rojo de la carne e inhibir
el desarrollo de microorganismos esporulados
como C. botulinum; sin embargo, el nitrito puede
reaccionar con compuestos aminados de la
carne y producir nitrosaminas carcinogénicas.
En este caso, el uso de las bacteriocinas
representa una alternativa al nitrito. Ademds,
las bacteriocinas presentan estabilidad a
temperaturas de coccidn y son digeridas (por su
natfuraleza proteica) por las proteasas del tracto
gastrointestinal (Chen y Hoover, 2003).

A la fecha, gran variedad de bacteriocinas
han sido aplicadas con éxito, pero éstas sélo
representan una pequena fraccién de la
diversidad existente. La continua investigacién
conducird a la obtencidn de antimicrobianos
diversos y robustos (Snyder y Worobo, 2013).

CONCLUSIONES —

Las bacteriocinas producidas por BAL tienen be-
neficios potenciales para su uso en la industria de
los alimentos para la conservacion de los mismos.
Tienen un amplio rango de inhibicién contra mi-
croorganismos alterantes de la calidad de dife-
rentes alimentos. Al ser de origen protfeico, son
digeridas por proteasas en el tracto digestivo
humano, inactivdndose sin llegar a formar com-
puestos secundarios que pudieran ocasionar un
dano a la salud. De manera que representa una
intrigante drea de investigacion, dirigida hacia
el descubrimiento de nuevas bacteriocinas vy el
desarrollo de una rdpida caracterizaciéon, para
dar lugar a su comercializacién y uso dentro de
la industria alimentaria, representando asi la apli-
cacién de estos productos bioldgicos una alter-
nativa para la preservacion y obtencion de ali-
mentos seguros para el consumidor.
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