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RESUMEN

En la actualidad, las personas estin interesados en consumir alimentos que, aparte de su valor nutricional, tengan
beneficios adicionales como el prevenir enfermedades. El uso de los probidticos como parte de los alimentos o en la
fermentacion de los mismos, es un drea en amplio desarrollo en la industria de alimentos lo que origina un marcado
inter¢s por las bacterias dcido lacticas y sus metabolitos. Ademas, en el campo de la biopreservacion delos alimentos,
resulta interesante analizar el uso de las bacteriocinas de las bacterias acido lacticas como una alternativa para
sustituir, al menos parcialmente, a los conservantes quimicos. La prevencién de la ocurrencia de enfermedades en los
individuos y la biopreservacién de los alimentos han motivado que el mundo industrial y el cientifico se interese por
conocer con mayor detalle el modo de accion de los probiodticos y de las bacteriocinas en particular para otorgar
confianza al consumidor.

Palabras claves: Bacterias lacticas, bacteriocinas, biopreservacion.
SUMMARY

Atpresent, the people are interested in consuming foods that, aside from their nutritional value, have additional bene-
fits like coming up diseases. The use of the probiotic ones like part of foods or in the fermentation of the same, is an
area in ample development in the food industry which originates a noticeable interest by the lactic bacteria acid and its
metabolites. In addition, in the field of biopreservacion of foods, it turns out interesting to analyze the use of the
bacteriocinas of the lactic bacteria acid like an alternative to replace, at least partially, to the chemical preservatives.
The prevention of the occurrence of diseases in the individuals and the biopreservacion of the foods has motivated that
the industrial world and the scientist is interested to in detail know the way action of the probiotic ones and of the
bacteriocinas in particular to grant confidence to the consumer.
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Introduccion

En los Gltimos afios la seguridad alimentaria ha tenido
un auge asombroso y particularmente la microbioldgi-
ca de los alimentos ha experimentado un desarrollo
creciente. Uno de estos avances es la utilizacion de
biopeptidos con actividad antimicrobiana que derivan
de la sintesis ribosomal presentes en las bacterias
lacticas denominados Bacteriocinas.

Son las bacteriocinas derivadas de los procesos fisiolo-
gicos y/o metabolicos de las bacterias lacticas (BAL)
las que en la actualidad tienen un gran interés por la
industria alimentaria debido a su capacidad de inhibir
el crecimiento de los microorganismos patégenos y
deterioradores de los alimentos (Yang v Ray, 1994 ).

Las bacteriocinas se encuentran clasificadas a nivel del
material genético o de su plasmido bacteriano (Klaen-
hammer, 1993; Kanatani efal., 1995). Una bacteriocina

puede ser producida por diferentes géneros bacteria-
nos, pero también una misma especie bacteriana puede
presentar varios plasmidos que codifiquen diferentes
tipos de bacteriocinas (Quadri et al., 1994). La funcién
esencial de las bacteriocinas es la de generar una
descompensacion o desequilibrio de protones a nivel
de la membrana citoplasmatica generando dafio e
incapacidad a las bacterias patégenas y deterioradoras
de los alimentos de seguir multiplicindose.

Ya en 1953 Jacocb v colaboradores, propusieron el
termino “hacteriocinas” con el objetivo de relacionar a
un grupo representativo de sustancias orgdnicas de
naturaleza proteica que presentan actividad antimicro-
biana producidas por bacterias grampositivas y gram-
negativas. Los criterios que primaron para que estas
sustancias sean consideradas bacteriocinas fueron la
presencia de un componente de proteina bioldgicamen-
te activo y un modo de accion bactericida.
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Son las bacterias lacticas en la actualidad las mds
estudiadas con referencia a la produccidn de biopépti-
dos activos o bacteriocinas para la aplicacién en la
biopreservacion alimentaria industrial y/o biomédico.

CLASIFICACION DE LA BACTERIOCINAS
LACTICAS

Las bacteriocinas de las bacterias lacticas (BAL)
constituyen un grupo de sustancias antimicrobianas
derivadas de la sintesis ribosomal, la mayoria no esta
bien caracterizada pero podemos mencionar las
siguientes: naturaleza quimica, peso molecular, com-
posicion de aminodcidos, termorresistencia, estabili-
dad al pH, espectro de accion antibacteriano como las
principales caracteristicas a considerar dentro de su
clasificacion.

La clasificacion de las bacteriocinas de las bacterias
lacticas fueron establecidas en 4 clases (Klaenhammer,
1993) tomando en consideracidn su estructura y natura-
leza quimica, peso molecular, secuencia de aminoaci-
dos modificados, estabilidad térmica y modo de accion
antibacteriano:

Clasel:

Lantibioticos, Son bacteriocinas de peso molecular
pequefio (<5KDa) que contiene aminoacidos poco
comunes y modificados post-traduccionalmente.

ClaseII:

Bacteriocinas de peso molecular pequefio (<10KDa),

termoestable, que no presenta aminodcidos modifica-

dos y que actia a nivel de la membrana citoplasmatica.

Las bacteriocinas de la Clase Il se dividen en:

e Clase Ila: Péptidos que presentan en su extremo
N-terminal la secuencia YGNGV (donde Y es
tirosina, G es glicina; N ¢s asparragina; y, V es
valina), denominada sccuencia consenso y que
muestra una potente actividad inhibitoria frente a
Listeria spp.

e C(Clase IIb: Bacteriocinas que necesitan para ser
activadas de dos péptidos diferentes de forma
simultdnea y que actilen mediante un mecanismo
de formacion de poros o canales de paso a nivel de
lamembrana citoplasmatica.

e Clase Ilc: Bacteriocinas tiol-activadas o péptidos
que para ejercer su actividad antimicrobiana requie-
ren de residuos de cisteina, representadas vinica-
mente por lactococcina B (Venema et al., 1993).

Clase III:

Bacteriocinas de alto peso molecular (>30KDa), se
inactivan a temperaturas de entre 60°C y 100°C durante
una exposicion entre 10 a 15 minutos (termolabiles). La
mayoria de estas bacteriocinas son producidas por el
géncro Lactobacilius(Klaecnhammer, 1993).

ClaselV:

Son bacteriocinas més complejas debido a que presen-
tan en su composicion estructural una proteina y una o
mas fracciones de lipidos y/o carbohidrato necesarios
para su actividad biologica de inhibicion bacteriana.

En los dltimos afios se han caracterizado bioquimica-
mente y genéticamente nuevas bacteriocinas a partir de
las bacterias lacticas (Klaenhammer, 1993). Reciente-
mente se ha propuesto una nueva clasificacién para las
bacteriocinas (Ness et al., 1996) en la cual se mantienen
las clases I, T y IIT establecidas por Klaenhammer y se
sugiere que se debe completar la caracterizacion bioqui-
mica de las bacteriocinas comprendidas en la clase IV
las que presentan una parte proteica y lipidica o glucosi-
dica antes de ser consideradas como bacteriocinas.

Finalmente estos autores han propuesto agrupar a las

bacteriocinas de la clase Il en los siguientes grupos:

e (IIa): bacteriocinas del tipo pediocina o péptidos
que contienen la secuencias consenso (YGNGV)
en suextremo N terminal y que muestra una poten-
te actividad antimicrobiana frete a Listeria.

e (IIb): bacteriocinas que requieren para ser activa-
das la presencia simultinea de dos péptidos dife-
rentes.

e (II¢): bacteriocinas secretadas a nivel de la ruta
GSP (General Secretory Pathway) dependiente de
un péptido serial.

Las bacteriocinas de la clase I y Il han sido las més
estudiadas y mejor caracterizadas, debido a sus caracte-
risticas fisicoquimicas son excelentes candidatas para
ser empleadas como biopreservantes en la industria
alimentaria.

EFECTO DE LAS BACTERIOC}NAS SOBRE
LA MEMBRANA CITOPLASMATICA
BACTERIANA

Las bacteriocinas tienen la capacidad de actuar sobre
las bacterias sensibles, desestabilizan y permeabilizan
sumembrana citoplasmatica por medio de la formacion
de poros transitorios o canales
16nicos que causan una reduccion
de la fuerza motriz de la célula
debido a la interaccidn con poli-
meros anidnicos que constituyen
la pared celular (Grande et al,
2005). La composicion y distri-
bucién de los fosfolipidos de la
membrana citoplasmatica influye
en la eficiencia de la asociacion de
la bacteriocina con el citoplasma,
su incersion y la formacién del
poro transitorio, es por este
fendmeno que se debe la resisten-

(Tomada de Klijn, 2001)
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CLASIFICACION DE LAS BACTERIOCINAS LACTICAS

Bacteriocinas

Microorganismo productor

Referencia

CLASE I (lantibioticos)

De Vuyst y Vandamme (1994)
De Vuyst y Vandamme (1994)

Nisina A L. lactis
Nisina Z L. lactis
Salivaricina A S. saltvarius 20P3

Estreptococcina A-FF22
Lacticina 481 (1)
Lactococcina Dr (1)
Camocina U149
Lactocina S

CLASE I

Grupo Ila (tipo pediocina)

Pediocina PAT (2)
Pediocina AcH (2)
Leucocina A-UAL187
Mesentericina Y 105
Sakacina A (3)
Curvacina A (3)
Sakacina P (4)
Sakacina 674 (4)
Bavaricina A
Acidocina A
Carnobacteriocina BM 1
Carnobacteriocina B2
Enterocina A

S. pyogenes FF22

L. lactis CNRZ481

L. lactis ADRIAS5L030
C. piscicola U149

Lb. Sake 145

P, acidilactici PAC-10
P acidilactici H

Le. gelidum UALIST
Le. mesenteroides Y105
Lb. sake LB706

Lb. curvaius LTH673
Lb. sake LTH673

Lb. sake LB674

Lb. bavaricus MI401
Lb. acidophilus TK9201
C. piscicola LVI7B

C. piscicola LVITB

E. faecium CTC492

Grupo IIb (sistema de dos peptidos)

Lactococcina M
Lactococcina G
Lactacina F
Plantacina S
Termofilina L3
Plantacinas EF vy JK
Acidocina J1132

Grupe Ilc (sec-dependientes)

Acidocina B
Divergina A
Bacteriocina 31°

CLASE I
Helveticina

L. cremoris 984

L. lactis LM2081

Lb. johnsonii

Lb. plantarum LCPOI0
S. thermophilus SFil3
Lb. plantarum C1I

Lb. acidophilus JCM1132

Lb. acidophilus M46
C. divergens LV13
E. faecalis YII7

Lb. helveticus 481

Ross et al. (1993)
Jack et al. (1994)
Piard et al. (1992)
Dufour etal. {1991)
Stoffels ct al. (1992 b)
Mortvedt et al. (1991)

Henderson et al. (1992)
Bhunia et al. (1998)
Hasting et al. (1991)
Hechard et al. {1992)
Holck et al. (1992)
Tichaczek et al. (1992)
Tichaczek et al. (1992)
Holck et al. (1994a)
Larsen st al. (1993)
Kanatani et al. (1995)
Quadri at al. (1994)
Quadri at al. (1994)
Aymerich et al. (1996)

Van Belkum et al.. (1991a)
Nissen-Meyer ct al. (1992)
Allison et al. (1994)
JimenzDiaz et al. (1995)
Marciset et al. (1997)
Diep et al. (1996)

Tahara et al. (1996)

Leer et al. (1995)
Worobo et al. (1995)
Tomita et al. {1996}

Caseicina 80 Lb. casei B8O

Joerger y Klaenhammer (1986}
Rammelsberg et al. (1990)

Las bacteriocinas con el mismo numero entre paréntesis tienen idéntica secuencia de aminoacidos; "Esta
bacteriocina puede incluirse también dentro del grupo [la; "Bacteriocinas de la clase 1 que no s¢ pueden
incluir en ningiin grupo. Tomado de: Ness et af. (1996). Todas las referencias son citadas por Ness ef al.

(1996).

cia de los microorganismos a las bacteriocinas (Cintas
efal,2001).

La actividad de inhibicion bacteriana se emite en la fase
logaritmica temprana y la fase estacionaria (Ogunban-
wo et al., 2003 ) por lo que a la hora de aplicar las bacte-
riocinas a un alimento a partir de un cultivo iniciador o
para su purificacidon, es importante considerar las
etapas de velocidad maxima de produccién de [a bacte-
riocina es la fase logaritmica, con el fin de aumentar la
efectividad del proceso de accion de estos compuestos
frente a microorganismos deterioradores y/ o patoge-
nos importantes. Las bacterias lacticas productoras de
bacteriocinas se autoprotegen de la toxicidad de sus

68

compuestos mediante la expresion de una proteina de
inmunidad especifica. Es de acuerdo con el tipo de
alimento que se quiere preservar con bacteriocinas, que
dependera de su almacenamiento, para lograr que todos
los efectos en conjunto permitan la aplicacion efectiva
de estos biopreservantes, lo que podria requerir de la
combinacién con otros métodos de conservacion como
la refrigeracion, un método utilizado para extender la
vida 0til de alimentos perecibles como lacteos y camnes,
siendo  Listeria monocytogenes v Pseudomonas
ejemplos importantes de microorganismos que causan
deterioro bajo refrigeracion y que deben controlarse
(Rodgers, 2001). Asi, la bacteria puede seguir reprodu-
ciendose y liberando mas compuestos biopreservantes
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en cl alimento, lo cual da estabilidad al producto y logra
periodos de vida Gitil mas amplios.

UTILIDAD DE LAS BACTERIOCINAS EN LA
INDUSTRIAALIMENTARIA

La necesidad de ofrecer alimentos minimamente
procesados y el creciente rechazo actual hacia los
aditivos quimicos por parte del consumidor han llevado
a la industria alimentaria a reconsiderar el potencial
antibacteriano de las bacteriocinas de las bacterias
lacticas como una nueva estrategia de biopreservacion
alimentaria.

De todas los sustancias antibacterianas producidas por
las bacterias lacticas, las bacteriocinas aparecen como
las mas adecuadas desde un punto de vista biotecnolo-
gico para ser utilizadas como biopreservantes de grado
alimentario (De Vuyst y Vandame, 1994).

En principio, su naturaleza peptidica permite su degra-
dacién por las enzimas digestivas, resultando asi
presuntivamente inocuas para el consumidor y su
ecologia microbiana intestinal, su espectro de accién
incluye a los potenciales patdogenos y deterioradores
asociados a los alimentos (Bacillus cereus, Staphylo-
coccus aureus, Listeria monocylogenes, y Clostridium
sp., etc.). Sus propiedades fisico-quimicas las hacen
resistentes a los tratamientos térmicos y cambios de pH
que sufren los alimentos durante su fabricacion y
almacenamiento v, ademads, su pequefio tamafio mole-
cular permite la difusidn en sistemas semisolidos,
propios de lamayoria de los productos alimentarios.

Adicionalmente, las bacterias licticas ofrecen la posibi-
lidad de producir las bacteriocinas in situ durante el
proceso de fabricacion. De hecho, se ha demostrado que
muchos de los cultivos iniciadores utilizados en siste-
mas alimentarios producen bacteriocinas (Nettles y
Barefoot, 1993). Por lo tanto, se podria evitar la adicion
directa de una preparacién pura de la bacteriocina, que
implicaria un mayor gasto econémico. La inclusion de
cepas bacteriocinogénicas en los cultivos iniciadores
puede realizarse de la siguiente manera: Primero utili-
zar la cepa productora como cultivo iniciador puro y
segundo como cultivo iniciador mixto, combinando la

cepa productora con una segunda especie microbiana
resistente a la bacteriocina y responsable, al menos en
parte, de la fermentacién (Daeschel et al., 1991; Harris
etal.,1992).

Se aplica con éxito en distintos productos y sistemas
alimentarios, con especial referencia a la inhibicion de
Listeria y otros patogenos psicrofilos. La nisina tam-
bién se utiliza para disminuir la intensidad de los
tratamientos térmicos de los alimentos enlatados
(Fowler y Gasson, 1991), para controlar la fermenta-
cién malolactica en vinos (Daeschel ef al., 1991) y para
evitar el crecimiento de bacterias lacticas durante Ia
fabricacion de la cerveza (OGDEN et al., 1988).

En la actualidad la nisina es la Gnica bacteriocina
legalmente autorizada como conservante en aproxima-
damente 50 paises (Delves-Broughton et al., 1996). En
Espafia y en el resto de los paises de la Unién Europea,
la nisina estd autorizada como aditivo alimentario
(E234) en quesos fundidos hasta una concentracion
maximade 12.5 mg/kg de producto final.

Eluso de la nisina en productos carnicos ha sido menos
efectivo. No obstante, otras bacteriocinas como las
pediocinas se presentan como buenas candidatas en
cstos sistemas (Nielsen et al., 1990; Foegeding et al.,
1992). Teniendo en cuenta que existe el precedente de
la nisina, aprobada por la Food and Drug Adminstration
(FDA, 1988) como conservante alimentario.

CONCLUSIONES

El campo de la biopreservacion de los alimentos,
resulta interesante analizar el uso de las bacteriocinas
de las BAL como una alternativa para sustituir, al
menos parcialmente, a los preservantes quimicos. La
prevencién de la ocurrencia de enfermedades en los
individuos y la conservacion de los alimentos han
motivado que el mundo industrial y el cientifico se
interese por conocer con mayor detalle el modo de
accion de los probidticos y de sus bacteriocinas en
particular para otorgar confianza al consumidor. Dia-
riamente se descubren mas bacteriocinas y se analizan
sus mecanismos de accion a nivel molecular. No cabe
duda que en los proximos afios se tendra un mejor
entendimiento de estos péptidos que permitan aprove-
char al maximo su potencial en beneficio del hombre.
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