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RESUMEN

Las bacterias acido lacticas (BAL) se utilizan ampliamente en la produccién de alimentos
por su capacidad de sintetizar metabolitos que favorecen al desarrollo de caracteristicas sensoriales
deseadas y sustancias antimicrobianas como los acidos organicos y las bacteriocinas. Las
bacteriocinas de las BAL son péptidos antimicrobianos que inhiben bacterias filogenéticamente
relacionadas, aunque también pueden presentar actividad de amplio espectro. Estas caracteristicas
han atraido al interés cientifico para el desarrollo de nuevos métodos de conservacion de alimentos.
Por tanto, se realiz6 una revision bibliografica sistematizada con el objetivo de identificar y
analizar la evidencia cientifica disponible sobre el efecto antimicrobiano de las bacteriocinas
producidas por las BAL para conocer su espectro antimicrobiano y los métodos tecnoldgicos de
aplicacion en productos lacteos. Durante la fase blsqueda en las bases de datos PubMed,
Sciencedirect y Scopus, se recopilaron 29 articulos que fueron sometidos al andlisis y sintesis de
la informacién. Se determind que los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus y
Pediococcus son productores de bacteriocinas activas contra E. coli, Salmonella spp., Yersinia
spp., L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, C. perfringens y B. cereus, bacterias patdgenas que
contaminan frecuentemente los lacteos. Con la aplicacion de BAL bacteriocinogénicas o de sus
bacteriocinas como aditivos, incorporadas en films o recubrimientos comestibles se logra inhibir
efectivamente el crecimiento de patgenos causantes de enfermedades transmitidas por los
alimentos y agentes del deterioro a través de la liberacion de bacteriocinas activas sin afectar
significativamente las propiedades sensoriales y fisicoquimicas. De esta manera, la aplicacién de
las BAL bacteriocinogénicas constituye una alternativa a los conservantes artificiales y garantizan

la conservacion de los alimentos e inocuidad alimentaria.

Palabras claves: Bacteriocinas. Bacterias acido lacticas. Antimicrobiano. Conservacién. Lacteos.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are widely used in food production for their ability to synthesize
metabolites that favor the development of desired sensory characteristics and antimicrobial
substances such as organic acids and bacteriocins. LAB bacteriocins are antimicrobial peptides
that inhibit phylogenetically related bacteria, although they may also exhibit broad-spectrum
activity. These characteristics have attracted scientific interest for the development of new methods
of food preservation. Therefore, a systematized bibliographic review was carried out with the
objective of identifying and analyzing the available scientific evidence on the antimicrobial effect
of the bacteriocins produced by LAB in order to know their antimicrobial spectrum and the
technological methods of application in dairy products. During the search phase in the PubMed,
Sciencedirect and Scopus databases, 29 articles were collected and submitted to the analysis and
synthesis of the information. It was determined that the genera Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus and Pediococcus are producers of bacteriocins active against E. coli, Salmonella
spp., Yersinia spp., L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis, C. perfringens and B. cereus,
pathogenic bacteria that frequently contaminate dairy products. With the application of
bacteriocinogenic LAB or its bacteriocins as additives, incorporated into edible films or coatings,
it is possible to effectively inhibit the growth of pathogens that cause foodborne diseases and
spoilage agents through the release of active bacteriocins without significantly affecting the
sensory and physicochemical properties. In this way, BAL bacteriocins constitute an alternative to

artificial preservatives and guarantee food preservation and food safety.

Keywords: Bacteriocins. Lactic acid bacteria. Antimicrobial. Conservation. Dairy products
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INTRODUCCION

Las bacterias &cido lacticas (BAL) han sido empleadas por siglos en la produccion de
alimentos por su capacidad de generar caracteristicas sensoriales deseadas, incrementar la
digestibilidad e inhibir microorganismos causantes de deterioro y patdgenos (Tulini et al., 2016).
Conforman un grupo heterogéneo de bacterias gram positivas con metabolismo fermentativo que
liberan moléculas con propiedades antimicrobianas como: acidos organicos, peroxido de
hidrogeno, acetoina, diacetilo y bacteriocinas (Georgalaki et al., 2013; Ribeiro et al., 2014). Las
bacteriocinas de las BAL son compuestos antimicrobianos proteinicos sintetizados a través de
ribosomas como mecanismo de defensa que generalmente inhiben o eliminan a otras bacterias de
su grupo, aunque también pueden presentar actividad de amplio espectro (Georgalaki et al., 2013;
Tulini et al., 2016). En la produccion de derivados lacteos fermentados o madurados se afiaden
diferentes cultivos iniciadores de BAL, por lo tanto, la aplicacion de cepas bacteriocinogénicas
constituye un método de conservacion favorecedor debido a que simultaneamente al proceso de
fermentacion producen bacteriocinas. Por otro lado, estas también pueden ser purificadas o
semipurificadas y aplicadas directamente en la formulacién del alimento como aditivo (Silva,
Silva, & Ribeiro, 2018).

En América Latina, cada afio se pierde alrededor del 18% de los productos lacteos incluso
antes de que lleguen al mercado (Gustavsson, Cederberg, Sonesson, Otterdijk, & Meybeck, 2011).
Las causas del deterioro incluyen la manipulacion deficiente, el transporte o almacenamiento
inadecuados, la falta de capacidad de la cadena de frio (FAO, 2020), dando lugar a contaminacién
y desarrollo de microorganismos productores de enzimas proteoliticas y lipoliticas que confieren

al producto final un sabor amargo, rancio, afrutado y coagulan la caseina (Iramain et.al, 2005).

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
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Ademas, la produccion de gas es causante del efecto de “hinchamiento tardio” en los productos
lacteos envasados (Reginensi et.al., 2014).

En la actualidad, con el fin de controlar la calidad microbiol6gica de los lacteos,
efectivamente se utilizan procesos como: pasteurizacion, refrigeracion, y el uso de conservantes
quimicos (FAO, 2011). Con esto, se ha logrado evitar la proliferacién de microorganismos agentes
del deterioro, asi como, aquellos que son causantes de infecciones o intoxicaciones alimentarias.
No obstante, debido a los problemas de salud atribuidos a los aditivos alimentarios de origen
quimico, la tendencia de consumo de productos con ingredientes naturales se encuentra en auge.
Asimismo, existe un aumento de la demanda de alimentos minimamente procesados que aseguren
las propiedades nutritivas y sensoriales (Settier et al., 2020).

En los dltimos afios, la aplicacion de BAL bacteriocinogénicas han atraido al interés
cientifico, pues, demuestran un papel funcional en la conservacion de multiples alimentos,
incluidos los derivados lacteos por su capacidad de inhibir una variedad de microorganismos gram
positivos y negativos dentro de los cuales se encuentran los agentes del deterioro y patégenos
causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) (Fernandez, Chanci, Wilches, &
Cardona, 2014) (Silva et al., 2018).

Es relevante ampliar el conocimiento sobre el uso de las bacteriocinas, pues, ademés de
que Unicamente la nisina estd comercialmente disponible y ha sido designada como sustancia
generalmente reconocida como segura (GRAS) por la Administracion de alimentos y
medicamentos (FDA), su aplicacion no se ha extendido y se contintan utilizando aditivos quimicos
(Sonbol et al., 2020). A pesar de los beneficios de la nisina, existen algunas limitaciones en su

aplicacion, como la disminucion de estabilidad y, por lo tanto, la pérdida de actividad a pH de 7.0

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
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a 5.0 (un rango comun para los productos lacteos); ademas, su eficacia contra bacterias gram
negativas es baja (Liu et al., 2016) por lo que su uso no garantiza completamente la inocuidad de
los alimentos.

Por todo lo expuesto anteriormente, se realizé una revision bibliografica sistematizada con
el objetivo de identificar y analizar la evidencia cientifica disponible sobre el efecto antimicrobiano
de las bacteriocinas producidas por BAL en lacteos para conocer su espectro antimicrobiano y los
métodos tecnoldgicos de aplicacion. Con esto, se pretende establecer el uso de las bacteriocinas
de BAL como una alternativa a los conservantes artificiales que garantiza efectivamente la

conservacion de los alimentos e inocuidad alimentaria.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Revisar la evidencia cientifica disponible sobre el efecto antimicrobiano de las
bacteriocinas producidas por bacterias acido lacticas y los métodos de aplicacion desarrollados en
los ultimos 10 afios para conservar productos lacteos.
Objetivos especificos

- Identificar los géneros de BAL que producen bacteriocinas con efecto
antimicrobiano frente a microorganismos causantes del deterioro y de agentes etioldgicos de
enfermedades transmitidas por alimentos que se encuentran principalmente en lacteos.

- Exponer los métodos tecnoldgicos de aplicacion de las BAL productoras de
bacteriocinas en productos lacteos (leche, queso, yogur).

- Sintetizar la informacion obtenida mediante la sistematizacion de la basqueda y
andlisis de estudios cientificos originales que reporten el efecto antimicrobiano de las bacteriocinas

de BAL y/o su aplicacion.

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
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1. MARCO TEORICO

1.1 Bacterias acido lacticas
1.1.1 Caracteristicas generales

Las BAL conforman un grupo heterogéneo de bacterias grampositivas que tienen en comun
la propiedad metabolica de producir acido lactico (Coelho et al., 2014). Se encuentran distribuidas
ampliamente en la naturaleza en ambientes ricos en nutrientes, sobre todo, en alimentos crudos
(Abbasiliasi et al., 2012), pueden ser aisladas de la tierra, e incluso en el tracto digestivo y vaginal
de algunos mamiferos. Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes, el cual, estd conformado por
alrededor de 20 géneros, de los cuales destacan: Aerococcus, Alloinococcus, Carnobacterium,
Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactosphaera, Oenococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Weisella. Siendo los mas importantes en la produccion de alimentos: Lactobacillus,
Lactococcus, Bifidobacterium, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc (Ramirez, Veldzquez,
Ulloa, & Arce, 2011).

Son bacterias no toxigénicas, no producen oxidasa, catalasa y no reducen nitratos (Sanchez
& Tromps, 2014). Su requerimiento nutricional consiste en aminoacidos, carbohidratos simples
como glucosa y lactosa, &cidos nucleicos y vitaminas del grupo B, por lo tanto, crecen en medios
de cultivo complejos (Parra, 2010)
1.1.2 Caracteristicas morfoldgicas

En cuanto a la morfologia, la mayor parte de los géneros de este grupo son cocos o bacilos
gram positivos, no formadores de esporas, que son inmdviles y carecen de flagelos (Parra, 2010).
Macroscépicamente las colonias formadas en medios de cultivo sélidos como agar de Man,

Rogosa & Sharpe (MRS) (pH de 6.5 £ 0.2) a 37 °C en condiciones anaerobias por 24 h, presentan

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
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una gran variedad morfoldgica: bordes circulares o irregulares, ondulados o lisos; la superficie
convexa o plana; son de color blanco, amarillento o rojizo; y de aspecto pueden ser opacas,
cremosas o brillantes (Morales, Adriano, Galvez, Rosas, & Vazquez, 2020).

1.1.3 Caracteristicas metabolicas

Las BAL son microorganismos quimiétrofos, es decir que, la obtencion de energia se basa
en la oxidacion de compuestos quimicos, principalmente azlcares simples como las hexosas. Su
metabolismo es anaerdbico facultativo, en el que mediante la fermentacion de carbohidratos se
produce &cido lactico como metabolito principal. No poseen actividad respiratoria debido a la
carencia de enzimas citocromo, por lo que no utilizan la fosforilacién oxidativa con oxigeno como
aceptor de electrones. Pese a su metabolismo anaerobio, algunos géneros son aerotolerantes o
microaerdfilos, pues, son capaces de formar colonias en medios de cultivo sélidos ain en presencia
de oxigeno. A partir de los carbohidratos fermentables utilizados como fuente de energia, producen
acido lactico mediante la degradaciéon de hexosas a lactato (metabolismo homofermentativo) y
otros metabolitos como el acetato, etanol, formato, succinato y dioxido de carbono (metabolismo
heterofermentativo) (Parra, 2010).

Las rutas metabdlicas de las BAL para la fermentacion de carbohidratos son basicamente
dos: la fermentacion homoléctica, o también denominada ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
y la fermentacion heterolactica (Cervantes, 2020).

- Fermentacion homol@ctica o via glucolitica EMP

Se trata de un proceso metabdlico en el que se catabolizan gldcidos en ausencia de oxigeno

para obtener energia, sin oxidar totalmente la molécula hasta diéxido de carbono y agua, sino que,

se obtienen productos fermentativos. Basicamente en este proceso se transforma la glucosa en

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
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piruvato, el cual, puede seguir las distintas rutas metabolicas; en este caso, la fermentacién
homolactica (Fig. 3). En la primera fase de esta via se da la glucdlisis mediada por las enzimas
cinasay aldolasa, donde la glucosa es transformada en una hexosa fosfato y luego, a dos moléculas
de triosa fosfato. Posteriormente, se desarrollan 4 reacciones de fosforilacion que forman dos
moléculas de piruvato a partir de las dos triosas fosfato, a su vez, debido a la oxidacion de este
paso el cofactor NAD™ se reduce a NADH. Siguiendo con la fase fermentativa (Fig.4), NADH
dona los electrones captados y se oxida a NAD * para obtener el equilibrio redox, y mediante la
lactato deshidrogenasa el piruvato se reduce a lactato. De manera alternativa, puede darse la
descarboxilacién del piruvato para formar acetaldehido y por oxidacion de NADH se transforma

a etanol (Cervantes, 2020) (Carroll et al., 2016).

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
18



UCUENCA

Figura 1 Via glucolitica. Fuente: Carroll et al., (2016)
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Figura 2 Fase fermentativa. Fuente: Carroll et al., (2016)
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- Fermentacion heterolactica
Esta ruta depende de la enzima fosfocetolasa que interviene en el desdoblamiento de la
pentosa fosfato (proveniente de la descarboxilacion de glucosa 6-fosfato) para formar acetil fosfato
y triosa fosfato, moléculas que se transforman en etanol y lactato, respectivamente, mediante

subsecuentes reacciones fosforoliticas y de reduccion (Fig. 5) (Carroll et al., 2016).
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Figura 5 Reacciones de la fermentacion heterolactica. Fuente: Carroll et al., (2016)
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1.2 Productos metabolicos de importancia tecnoldgica
1.2.1 Metabolismo de citrato

Se da mediante fermentacion heteroléactica donde la degradacién del acido citrico resulta
en la formacién de productos finales metabdlicos como diacetilo, acetaldehido, acetoina, 2,3-

butanodiol y diéxido de carbono, que influyen significativamente en el aroma y la textura de los
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alimentos fermentados (Ribeiro et al., 2014), ademaés los productos de la fermentacion del citrato
presentan efecto antimicrobiano. Especies como Leuconostoc citrovorum y Streptococcus
diacetilactis presentan esta capacidad metabdlica y es aprovechada en la produccion de
mantequillay quesos madurados. No todas las BAL tienen la capacidad de metabolizar citrato, por
lo que este comportamiento puede diferir entre especies y cepas (Parra, 2010).

1.2.2 Produccién de acido propionico

BAL heterofermentativas son utilizadas por su capacidad de transformar acido lactico en
acido propionico y aceético, desprendiendo diéxido de carbono. Este ultimo produce la forma
ahuecada de algunos quesos (Parra, 2010).

1.2.3 Metabolismo de proteinas y compuestos nitrogenados

La actividad proteolitica de las BAL es limitada y depende de la cepa que se utilice en el
cultivo iniciador. Por lo tanto, se necesita la adicion de aminoacidos al medio de cultivo, pues, la
mayoria de BAL depende de por lo menos un aminoacido esencial para su crecimiento (Cervantes,
2020).

Algunas BAL son capaces de hidrolizar proteinas mediante un sistema proteolitico
conformado por: proteinasas ligadas a la pared celular, sistemas de transporte de oligopéptidos y
aminodcidos y peptidasas intracelulares; transformando asi los péptidos en aminoacidos libres, lo
que les permite asimilarlos, por ende, se desarrollan en alimentos proteicos. Esta caracteristica
resulta de interés en la industria de alimentos, sobre todo en la industria lactea, debido a que los
productos de la proteolisis de la caseina son moléculas que producen aroma como alcoholes,
ésteres, acidos y compuestos sulfurados (Cervantes, 2020). Es asi que, junto con la actividad

lipolitica permite la formacion de compuestos responsables de sabor y aroma en algunas
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variedades de quesos madurados, mediante la transformacion enzimética de aminoacidos y la
formacion de acidos organicos como el acido acético, propionico e isobutirico (Parra, 2010).
1.3 Clasificacion de las BAL
1.3.1 Clasificacién segun su metabolismo
En base a lo expuesto en la seccién anterior, las BAL pueden clasificarse segun las rutas
metabdlicas que utilizan en: homofermentativas y heterofermentativas.
- Homofermentativas
Son aquellas BAL que utilizan la ruta EMP para transformar 1 mol de glucosa en 2 moles
de &cido lactico y 2 ATP. Las BAL homofermentativas carecen de fosfatocetolasa, por lo que,
Unicamente pueden utilizar la via de EMP para la asimilacion de carbohidratos. Este grupo esta
conformado por los géneros: Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Vagococcus,
Streptococcus y algunos Lactobacillus (Cervantes, 2020) (Parra, 2010).
- Heterofermentativas
Son BAL que utilizan la via heterofermentativa o via de las pentosas fosfato para desdoblar
la glucosa y producir acido lactico, a su vez, cantidades significantes acido acético y/o etanol y
dioxido de carbono. Los géneros clasificados en este grupo son: Oenococcus, Weisella,
Carnobacterium, Lactosphaera, Leuconostoc, Streptococcus Yy Lactobacillus (Parra,
2010)(Ramirez, Velazquez, Ulloa, & Arce, 2011).
1.3.2 Clasificacion segun la temperatura de crecimiento
- Mesofilas
Son aquellas BAL que tienen su temperatura Optima de crecimiento en el rango de 20-

25°C. Entre las especies de esta clasificacion estan: Lactococcus lactis subsp lactis, Lactococcus

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
23



UCUENCA

lactis subsp cremoris, Lactococcus lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides subsp
cremoris, mismas que, pueden ser utilizadas en la produccion de kumis y quesos semi madurados
(Parra, 2010).
- Termdfilas

Su temperatura ideal de incubacion es de 40-45°C. Incluyen las especies: Lactobacillus
delbrueki subsp. bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
acidophillus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus, las cuales, pueden ser utilizadas en la produccion de yogur y quesos madurados
(Parra, 2010).
1.4 Bacteriocinas

Son péptidos o polipéptidos antimicrobianos de bajo peso molecular sintetizados
ribosémicamente por multiples bacterias, incluidas las BAL. Generalmente acceden a las células
diana uniéndose mediante receptores de la superficie celular (Todorov, 2018). Se ha encontrado
que varias cepas de BAL producen bacteriocinas con espectro frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas (Liu et al., 2016; Rahmeh et al., 2020).
1.4.1 Clasificacion de las bacteriocinas

Clase |

Son péptidos termoestables pequefios (<5 kDa) que presentan modificaciones
postraduccionales. Comunmente, son denominados como lantibioticos debido a la presencia de
anillos de lantionina y B-metilantionina que surgen por la condensacion entre el grupo sulfhidrilo
de cisteina y una molécula de serina deshidratada (dehidroalanina) o con treonina deshidratada

(dehidrobutirina), respectivamente (Renye & Somkuti, 2015).
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Los lantibidticos son subclasificados en base a su estructura y su modo de accién; la clase
la corresponde a péptidos alargados, anfifilicos, cationicos que actian mediante la formacion de
poros en la membrana celular de las células diana; dentro de esta clasificacion esta la nisina, que
es un péptido cationico de 3,5 kDa producido por Lactococcus lactis subsp. lactis (Goyal et al.,
2018). Existen dos variantes: nisina A y nisina Z, las cuales, tienen ligeras diferencias en su
solubilidad y su espectro inhibitorio debido a alteraciones en la distribucion de carga dentro de la
molécula, donde el aminoacido modificado de la nisina Z altera su carga eléctrica y se vuelve
polar, presentando un espectro inhibitorio méas alto que la nisina A debido a su mayor capacidad
de difusion (Perin et al., 2012).

Por otro lado, la clase Ib incluyen péptidos pequefios, globulares con carga negativa o sin
carga neta y se ha propuesto que acttan a través de la inhibicién de enzimas especificas (Renye &
Somkuti, 2015).

Clase 11

Este grupo de bacteriocinas se caracterizan por ser péptidos pequefios (<10kDa),
termoestables que no sufren modificaciones postraduccionales. Su actividad antimicrobiana radica
en su naturaleza catidnica, la cual, permite interacciones con lipidos aniénicos de la membrana
celular de las células diana, resultando en la formacion de poros y la subsecuente disipacion de la
fuerza proton motriz, deplecién de ATP, fuga de nutrientes y metabolitos (Renye & Somkuti,
2015).

Las bacteriocinas de clase Il han sido agrupadas segun su estructura y su modo de accion,
de esta manera, la clase Ila consiste en péptidos similares a pediocina que comparten una alta

especificidad por inhibir el crecimiento de L. monocytogenes; la mayoria de las bacteriocinas de
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clase lla matan a las células diana mediante la permeabilizacion de la membranay la fuga sucesiva
de metabolitos intracelulares (Sip et al., 2012). La pediocina PA-1 forma parte de la clase lla, es
eficaz contra L. monocytogenes mediante el reconocimiento del receptor de superficie celular del
lipido Il y su modo de accion se basa en la formacion de poros en la membrana celular del
microorganismo diana (Martinez et al., 2013). La clase Ilb se define como bacteriocinas de dos
componentes, las cuales, requieren la presencia de dos péptidos distintos para presentar actividad
antimicrobiana dptima. La clase llc corresponde a péptidos ciclicos y la clase Ild a péptidos

lineales simples no similares a pediocina (Renye & Somkuti, 2015).

1.5 Leche y sus derivados

La leche es el “producto de la secrecion mamaria normal de animales bovinos lecheros
sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos, sin
ningun tipo de adicion o extraccion, destinada a un tratamiento posterior previo a su consumo’
(INEN, 2012). A partir de la obtencion de la leche cruda, pueden ser aplicados diferentes
tratamientos para la obtencidn de un derivado lacteo, que por definicion es: el producto obtenido
mediante la transformacion de la leche por diferentes métodos, que puede contener aditivos
alimentarios y otros ingredientes funcionalmente necesarios para su elaboracion (FAO, 2022).
Dentro de este grupo de alimentos se encuentran el queso y el yogur, que son los productos lacteos
destinados a la revision en este trabajo.

El queso es un derivado lacteo que se obtiene mediante la coagulacion de las proteinas de
la leche (caseina) y su separacion del suero (FAO, 2022). El proceso de elaboracion del queso
puede partir con el tratamiento previo de la leche (pasteurizacion, normalizacion, pre-maduracién)

aunque esta fase es opcional; posteriormente se dan dos etapas basicas que son: la coagulacion y
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el desuerado, para pasar al moldeado y prensado. Por ultimo, dependiendo del tipo de queso se

puede proceder con el afinado o maduracion (Fig.1) (Gobierno de Espafa, 2013) (FAO, 2011).

Figura 3 Proceso de elaboracion de queso. Fuente: FAO, (2011). Nota. *:opcional.
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El yogur es un tipo de leche fermentada obtenida por medio de fermentacion lactica, que
segun el Codex Alimentarius puede ser elaborado a partir de productos obtenidos de la leche con
0 sin modificaciones en su composicion, por medio de la accion de microorganismos adecuados y
teniendo como resultado la reduccion del pH con o sin coagulacion (Fig. 2). Dichos
microorganismos pueden ser viables hasta la fecha de duracion minima, a menos que se aplique
tratamiento térmico al culminar la fermentacion. Los cultivos simbioticos de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus son empleados esencialmente para la

produccion de yogur (OMS, 2011).
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Figura 4 Procedimiento general de la elaboracion de yogur. Fuente: (Ruiz & Ramirez, 2009)
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Debido a que la leche presenta una actividad acuosa elevada (aproximada a 0,98) (Lépez
& Barriga, 2016) y a su composicion nutricional, constituye un medio 6ptimo para el desarrollo
microbiano. La contaminacion con microorganismos psicrotrofos como: Pseudomonas spp. que
producen enzimas proteoliticas y lipoliticas termoestables, capaces de resistir la pasteurizacion,
confieren al producto final un sabor amargo, rancio, afrutado y coagulan la caseina (Iramain et.al,
2005). Por su parte, géneros como Clostridium spp., y Bacillus spp, son agentes de descomposicién
productores de esporas y gas que se consideran causantes del efecto de ‘“hinchado tardio”
(Reginensi et.al., 2014).

La leche y sus derivados también pueden presentar agentes etioldgicos de ETA como:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp.

Campylobacter jejuni, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Brucella abortus y Streptococcus
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agalactiae (Aguilera, Urbano, & Jaimes, 2014), los cuales son capaces de producir: diarrea grave,
infecciones debilitantes como la meningitis, intoxicaciones agudas y enfermedades cronicas
(OMS, 2020).

1.6 Métodos de conservacion de lacteos

1.6.1 Métodos fisicos

- Refrigeracion: es una técnica de conservacion a corto plazo basada en la aplicacion de
frio (0-4°C) con el fin de disminuir la actividad enzimética y el crecimiento microbiano,
permitiendo conservar los lacteos durante al menos una semana (Juliarena & Gratton,
2003).

- Pasteurizacion: consiste en la aplicacion de calor a una temperatura inferior a 100°C.
Puede realizarse de dos maneras; a alta temperatura: 72-80°C durante 15 segundos y a
baja temperatura: alrededor de 62°C por 30 minutos. Mediante este proceso se
destruyen microorganismos patégenos y parcialmente los deméas microorganismos
presentes en la microbiota. Posterior al tratamiento se debe mantener en refrigeracion,
logrando conservarse hasta por 15 dias (Salvatierra, 2019).

- Esterilizacion: aplicacion de calor a temperaturas superiores a 100°C durante 15-20
segundos, eliminando todos los microorganismos presentes en la leche. Brinda un
tiempo de conservacion de 6 meses. Dentro de este método se categoriza la
ultrapasteurizacion (UHT), que consiste en el calentamiento instantdneo en flujo
continuo a 140-150°C durante 2-5 segundos que permite la destruccion completa de

todos los microorganismos (Juliarena & Gratton, 2003).
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1.6.2 Métodos quimicos

A pesar de que generalmente en la manufactura de derivados lacteos se utiliza leche
pasteurizada, el uso de ingredientes antimicrobianos representa una excelente oportunidad para
mejorar la seguridad de los mismos cuando no se aplican medidas de proteccion posterior al
procesamiento (Lourengo et al., 2017).

Se utilizan como aditivos sustancias quimicas que presentan propiedades antimicrobianas,
dependiendo del tipo de producto lacteo. Segun el Codex Alimentarius, en leches fermentadas,
como el yogur, se emplea acido benzoico y sus sales de sodio, calcio, potasio y también el acido
sorbico, sorbato de sodio, sorbato de calcio y sorbato de potasio; mientras que en quesos pueden
utilizarse: &cido sorbico, sorbato de potasio, sorbato de calcio, &cido propidnico, propionatos de
calcio, sodio y de potasio y nitratos (FAO, 2011).

1.6.3 Métodos bioldgicos

Son aquellos que emplean la actividad fermentativa y la produccion de otros metabolitos

antimicrobianos provenientes de hongos, bacterias o levaduras para la conservacion de los

alimentos (Juliarena & Gratton, 2003). Dentro de este grupo, destacan las BAL.
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2. METODOLOGIA
2.1 Tipo de investigacion
Se realiz6 una revision bibliografica sistematizada empleando las fases de Bulsqueda,
Evaluacion, Andlisis y Sintesis en base a las instrucciones del manual Methodological
Expectations of Cochrane Intervention Reviews (MECIR) version 2021.
2.2 Fases de la investigacion
2.2.1 Busqueda
Las bases de datos digitales: PubMed, Sciencedirect y Scopus fueron empleadas para la
busqueda de articulos de investigacion originales. Para ejecutar ecuaciones de busqueda con el uso
de formularios de las bases de datos (bUsqueda avanzada) se establecié el concepto nuclear:
bacteriocinas y los conceptos de anclaje: efecto antimicrobiano, aplicacion, bacterias acidolacticas,
l&cteos, yogur, queso; en sus equivalentes en idioma inglés.
La basqueda aplicada fue de tipo combinada (parametrizada y booleana) y se formularon
las siguientes ecuaciones segun cada base de datos:
- PubMed: bacteriocin AND (acid lactic bacteria) AND (antimicrobial OR inhibition)
AND (preservation) AND (dairy OR yogurt OR cheese) NOT (meat)
- ScienceDirect: bacteriocin AND (acid lactic bacteria) AND (antimicrobial OR
inhibition) AND (preservation) AND (dairy OR yogurt OR cheese) NOT (meat)
- Scopus:
a) (TITLE (bacteriocin*) AND TITLE-ABS-KEY ("lactic acid bacteria™) AND
TITLE-ABS-KEY (antimicrobial) OR TITLE-ABS-KEY (inhib*) OR TITLE-ABS-

KEY (preserv*) AND TITLE-ABS-KEY (dairy) OR TITLE-ABS-KEY (cheese)
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OR TITLE-ABS-KEY (yogurt) AND NOT TITLE-ABS-KEY (meat ) ) AND
PUBYEAR > 2011 AND PUBYEAR < 2023,

b) (TITLE-ABS-KEY (bacteriocin*) AND TITLE-ABS-KEY ("lactic acid bacteria™)
AND TITLE-ABS-KEY (antimicrobial) OR TITLE-ABS-KEY (preserv*) AND
TITLE-ABS-KEY (application) AND TITLE-ABS-KEY (dairy) OR TITLE-ABS-
KEY (cheese) OR TITLE-ABS-KEY (yoghurt)) AND PUBYEAR > 2011 AND
PUBYEAR < 2023

A partir de la aplicacion de las ecuaciones presentadas se recuperaron en total 572

articulos, 26 en PubMed, 268 en ScienceDirect y 178 en Scopus (Tabla 1).

PubMed 26
ScienceDirect 368
Scopus 178
TOTAL 572

Tabla 1 Nimero de articulos recuperados en cada base de datos.

- Parametros de inclusion y exclusion

La revision bibliogréfica se limita a la obtencién de informacién que abarque el papel
funcional de las bacteriocinas de BAL en la conservacion de alimentos lacteos y la inhibicion de
microorganismos patdgenos y alterantes que frecuentemente de asocian a estos. Se incluyeron los
articulos de investigacion originales que: reporten el efecto antimicrobiano de las bacteriocinas de
BAL que tengan aplicacion en la manufactura de productos lacteos, estén redactados en inglés o
espafiol, hayan sido publicados en los ultimos diez afios (2012-2022); estudios en los que se haya
realizado el aislamiento de BAL y/o la purificacion de bacteriocinas por distintos métodos, asi
como, pruebas de sensibilidad a las bacteriocinas de bacterias gram positivas y negativas patogenas

0 microorganismos causantes del deterioro.
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Se excluyeron: referencias correspondientes a revisiones sisteméticas, metaanalisis,
resumenes de conferencias, capitulos de libros; estudios realizados en matrices alimenticias
diferentes a los lacteos; estudios que no reporten con resultados concluyentes sobre el efecto
inhibidor de las bacteriocinas de BAL o de su aplicacion; articulos que reporten propiedades
funcionales de las BAL en nutricion. Finalmente, se excluyé la informacién relacionada con la
produccion de bacteriocinas por el género Enterococcus que, aunque forma parte del grupo de
BAL, generalmente presenta maltiples factores de virulencia y no puede ser aplicable directamente
en cultivos para la produccion de alimentos.

Los 572 articulos identificados por la aplicacion de las ecuaciones de busqueda fueron
sometidos a un tamizaje basado en 2 de los criterios de inclusion y exclusion (publicacion en el
rango de afios 2012-2022, tipo de estudio) mediante los filtros de la busqueda avanzada de las
bases de datos, obteniéndose 176 articulos elegibles, con los que se procedi6 con la lectura del
titulo y resumen para seleccionar aquellos que cumplen con el resto de parametros y continuar con
la siguiente fase.

2.2.2 Evaluacion

Aquellos articulos obtenidos en la fase anterior fueron sometidos al analisis de calidad
mediante la adaptacion del checklist de The Critical Appraisal Skills Program (CASP) para
investigaciones cualitativas (Anexo 1) con el objeto de dar un juicio de valor sobre el nivel de
evidencia cientifica. Esta lista consta de 10 preguntas sobre la validez de la metodologia y de los
resultados obtenidos en los estudios experimentales presentados en articulos cientificos, sin
embargo, las preguntas 4 y 6 no fueron aplicadas ya que se relacionan con estudios clinicos

(estrategia de reclutamiento, relacion entre el investigador y participantes). De los 176 articulos
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recuperados en la primera fase, 56 articulos cumplieron con todos los parametros de
inclusion/exclusion y los criterios de calidad del CASP, sin embargo, 22 no tienen acceso y 5
consistian en duplicados, por lo que el total de articulos incluidos para la revision fueron 29 (fig.
5).

Figura 5 Flujograma de las fases de busqueda y evaluacién de los estudios recuperados. Fuente: autora.
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2.2.3 Analisis

Los articulos obtenidos fueron exportados al gestor bibliografico Mendeley para su
revision. La extraccion de la informaciéon fue almacenada en una base de datos disefiada en
Microsoft Excel en la que se codificd cada uno de los articulos y se registraron las siguientes
variables: BAL (Género/especie/cepa), Matriz alimenticia analizada, Bacteriocina aislada, Método
de analisis de sensibilidad microbiana, Mecanismo de accién, Espectro, Aplicacién en lacteos
(Anexo 2).
2.2.4 Sintesis

Se realizé la redaccion mediante sintesis cualitativa de los datos extraidos, reportando el
efecto antimicrobiano por cada género de BAL considerando su espectro y las caracteristicas
tecnoldgicas que hacen viable su uso, asi como los métodos de aplicacién de las BAL o de sus
bacteriocinas mediante la organizacion de la informacion en tablas y esquemas. Para determinar
los géneros de BAL bacteriocinogénicas mas frecuentemente reportados en los ultimos 10 afios se

emplearon graficos de barras.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir del analisis de los 29 articulos, se encontrd que los géneros de BAL mas estudiados
para la conservacion de lacteos mediante la produccion de bacteriocinas son: Lactococcus (41,9%),
Lactobacillus (25,8%), Streptococcus (12,9%), Pediococcus (12,9%) (Fig. 6); mismos que fueron
aislados sobre todo de productos lacteos artesanales, principalmente en leche, distintos tipos de
quesos, leches fermentadas y suero lacteo. Muchos alimentos fermentados tradicionales y
artesanales son un nicho ecoldgico rico para la deteccion de BAL con actividades antimicrobianas
dado que estos alimentos son frecuentemente producidos sin el uso de cultivos iniciadores, solo

por la microbiota autoctona presente en la leche y el medio ambiente (Sip et al., 2012).
Figura 6 Frecuencia de aplicacion de BAL productoras de bacteriocinas en la conservacion de lacteos.

45,0%

40,0% . 41,9%

35,0%

30,0%

25,0% 25,8%

20,0%

15,0%

Frecuencia en la base de datos

10,0% | - 12,9% 12,9%
5,0%
0,0%

Lactococcus Lactobacillus Streptococcus Pediococcus

Bacterias acido lacticas

A continuacion, se presenta la sintesis de la evidencia sobre efecto antimicrobiano de las

bacteriocinas producidas por las BAL segln su género.
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3.1 Lactococcus

Este género ha sido reportado mayoritariamente como productor de bacteriocinas con

aplicacion tecnoldgica en lacteos, dentro del cual, las especies: Lc. lactis, Lc. garvieae y Lc.

mesenteroides producen multiples bacteriocinas y presentan diferentes espectros antimicrobianos

(Tabla 2) (Fig. 7).

Tabla 2 Resultados del espectro antimicrobiano de las bacteriocinas del género Lactococcus y sus aplicaciones. Nota.
BLS: Bacteriocin like substances, bacteriocinas no identificadas.

BAL analizada:
Género/ especie
Lc. lactis

Lc. lactis subsp. lactis
Lc. lactis L3A21M1

Lc. garvieae SIM17
Lc. lactis subsp.
cremoris 40FEL3
Lc. garvieae 428Lab
Lc. mesenteroides 25Lab
Lc.lactis NZ9000
Lc. lactis

Lactococcus spp.

Lc. lactis subsp. lactis

Lc. lactis subsp. lactis
BGBU1-4

Lc. lactis

Lc. lactis subsp. lactis
Al5

Bacteriocina

BLS

Nisina
Nisina

Garvicina
Nisina A
Nisina Z
Lacticina
Bacteriocinas clase
lla
Ent35-MccV
(enterocina hibrida)
BLS

Nisina Z
Nisina A

Nisina Z

Lactolisterina BU

BLS
Nisina Z

Espectro

L. monocytogenes
C. perfringens
L. monocytogenes

Aerobios mesdfilos
L. monocytogenes

L. monocytogenes

L. monocytogenes

L. monocytogenes
E. coli
Listeria spp.

Listeria spp
S. aureus
BAL
L. monocytogenes
S. aureus,
B. cereus
B. subtilis
E. faecalis
E. coli
Yersinia
Citrobacter
Proteus
Enterobacter
Klebsiella
Serratia
L. monocytogenes
S. aureus
Mohos y levaduras
L. monocytogenes

L. monocytogenes

Aplicacion en
lacteos
Cultivos protectores

Films hidrosolubles

Recubrimiento
comestible
antimicrobiano
Cultivos iniciadores

Cultivos iniciadores o
protectores
Cultivos protectores

Suero como medio de
cultivo
Cultivos protectores

Cultivos protectores

Cultivos protectores

Cultivos protectores
Cultivos protectores

Autores

Ribeiro et al., 2014

Settier et al., 2020
Silva et al., 2022

Dal Bello et al.,
2012
Sip et al., 2012
Acufia et al., 2020
Chaves et al., 2017

Perin et al., 2012

Goyal et al., 2018

Mirkovic et al.,
2020

Coelho et al., 2014

El-Ghaish et al.,
2016
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Espectro: bacterias gram positivas

Lc. lactis exhibe una gran capacidad productora de bacteriocinas categorizadas dentro de
la clase I tipo A (lantibiéticos) como son: nisina (Lourenco et al., 2017; Settier et al., 2020) y sus
variedades: nisina A y nisina Z, asi como de la clase Ild: lacticina (Dal Bello et al., 2012; Goyal et
al., 2018), las cuales presentan un marcado efecto inhibitorio contra bacterias grampositivas, sobre
todo frente a L. monocytogenes, S. aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis y otras BAL (Coelho et al., 2014; Goyal et al., 2018; Perin et al.,
2012; Ribeiro et al., 2014). Estudios recientes corroboran la actividad antimicrobiana in situ de Lc.
lactis contra diferentes cepas de B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus, Lactobacillus plantarum
PFC339, Enterococcus faecalis PFC340, Lactobacillus delbrueckii subsp lactis PFC34 (Kaya &
Simsek, 2019).

Otras especies de lactococos productoras de bacteriocinas son Lactococcus garvieae y
Lactococcus mesenteroides, también con actividad contra L. monocytogenes, sin embargo, las
bacteriocinas producidas por estas pertenecen a la clase Ila (Sip et al., 2012).

Espectro: bacterias gram negativas

La actividad inhibitoria de Lc lactis contra bacterias gram negativas parece ser limitada y
depende de la cepa. Se ha encontrado que Lc. lactis subsp. lactis 1L1403 produce nisina Z, la cual,
en su forma semipurificada mediante precipitacion con sulfato de amonio es capaz de inhibir el
crecimiento de bacterias gram positivas (las anteriormente mencionadas) y gram negativas: E. coli,
Yersinia, Citrobacter, Proteus, Enterobacter, Klebsiella y Serratia (Goyal et al., 2018). La
insensibilidad de las bacterias gram negativas frente a lantibiéticos se debe a la presencia de una

membrana externa protectora que cubre la membrana citoplasmatica y la capa de peptidoglicano;
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esta constituida por un polimero anionico heterociclico que forma una capa hidrdfila apretada y
excluye al dominio hidr6fobo N-terminal atacante de la nisina y, por lo tanto, no puede alcanzar
su objetivo (Helander & Mattila, 2000). De esta manera, con una concentracion mayor de nisina
Z disponible se consigue la permeabilizacion de la membrana citoplasmatica de las bacterias gram
negativas de forma mas eficiente en comparacién con la forma no purificada.

No obstante, la actividad antagénica de las bacteriocinas contra bacterias gram negativas
no solo se atribuye a la purificacion de estas, sino que también puede inducirse mediante
bioingenieria como lo afirman Acufa et al., (2020), quienes disefiaron genéticamente un plasmido
recombinante (pRUK) para transformar a la cepa de Lc. lactis NZ9000 en productora de una
bacteriocina hibrida, proveniente de la combinacién de genes relacionados con la enterocina
CRL35, producida por Enterococcus mundtii CRL35 y con la microcina lineal V, producida por
E. coli. Esta bacteriocina hibrida denominada Ent35-MccV reune en una sola molécula la accion
derivada de sus péptidos antimicrobianos parentales mostrando amplio espectro. Lc. lactis
NZ9000 (pRUK) es capaz de disminuir el crecimiento de L. monocytogenes y E. coli en leche
descremada debido a la produccion de Ent35-MccV, siendo la primera bacteriocina lineal
modificada genéticamente producida in situ en lacteos que se utiliza de forma eficaz para controlar
patdégenos gram negativos y gram positivos transmitidos por los alimentos.

Hallazgos recientes coinciden con que diferentes cepas de Lc. lactis (Lc. lactis MS22333
y MS22337) son capaces de reducir la poblacion de bacterias gram negativas, entre 0.9 y 6.0 log
UFC/ml de Salmonella Typhimurium DT12, Escherichia coli O157:H7 VT y Klebsiella

pneumoniae en leche cruda y pasteurizada (Bragason et al., 2020).
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Con respecto al amplio espectro, la lactolisterina BU producida por la cepa Lc. lactis

subsp.lactis BGBU1-4 es capaz de inhibir L. monocytogenes, S. aureus, ademas mohos y levaduras

durante su almacenamiento por 21 dias a 4°C en queso blando (Mirkovic et al., 2020). Lo que

sugiere que la cepa BGBU1-4 utilizada como cultivo adjunto potencia el biocontrol de dichos

microorganismos patdgenos en la produccion de queso, que ademas previene la multiplicacion

temprana de mohos y levaduras en la superficie de estos, lo que conlleva a un incremento del

tiempo de vida Util y la conservacion de caracteristicas sensoriales.

Figura 7 Sintesis del espectro antimicrobiano de las bacteriocinas producidas por el género Lactococcus.
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En cuanto a las caracteristicas tecnoldgicas, gran parte de las cepas de Lc. lactis productoras
de bacteriocinas presentan propiedades de: crecimiento a 4-30°C, resistencia a altas
concentraciones de sal (hasta 10% de NaCl), acidificacion lenta (requiere 48h para alcanzar pH<5);
produccion de enzimas lipoliticas (esterasas), diacetilo y capacidad autolitica (Ribeiro et al., 2014),
lo que indica su viabilidad para la aplicacion como cultivos adjuntos.

Estos resultados corroboran otros estudios que informan una pobre produccién de acido
por parte de Lc. lactis, la ausencia de factores de virulencia, asi como la eficacia de inhibicion del
crecimiento de L. monocytogenes (Coelho et al., 2014; EI-Ghaish et al., 2017; Lourenco et al.,
2017). Sumado a esto Coelho et al., (2014) afirman que las cepas de Lc. lactis no alteran las
caracteristicas sensoriales significativamente y que, debido al estatus GRAS de la especie su
aplicacion en alimentos es idénea.

Sin embargo, se han aislado cepas de Lc. lactis subsp. lactis que producen nisina y lacticina
con excelentes propiedades de cultivo iniciador que incluyen: una buena actividad acidificante,
alta actividad proteolitica extracelular y resistencia a los bacteriéfagos (Dal Bello et al., 2012).
Como fue demostrado por Ayad et al., (2004) el 2% de las cepas de Lactococcus probadas,
principalmente Lc. lactis subsp. lactis, muestran rapida acidificacion. Esto quiere decir que, si bien
la produccion de &cido del género Lactococcus en general es baja, presenta variabilidad, por lo que

su aplicacion como cultivo iniciador o adjunto depende de la cepa.
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3.2 Lactobacillus

El género Lactobacillus exhibe una mayor actividad antimicrobiana que otras BAL
(Geremew et al., 2015), por lo que, generalmente su espectro incluye: bacterias gram positivas,
gram negativas e inclusive hongos deteriorantes. Las especies reportadas como productoras de
bacteriocinas son: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei y

Lactobacillus paracasei (Tabla 3).

BAL analizada: Bacteriocina  Espectro Aplicacién en Autores
Género/ especie lacteos
Lactobacillus spp.  BLS Shigella flexneri Cultivos iniciadores  Geremew et al.,
S. aureus 2015
Streptococcus pneumoniae
E. coli
Lactobacillus spp.  BLS S. aureus Cultivos Heredia et al.,
E. coli, iniciadores 2015
S. typhimurium
L. innocua
Lb. acidophilus BLS Aspergillus niger Film de celulosa Motalebi et al.,
bacteriana 2020
Lb. acidophilus Bacteriocina E. coli Cultivos Meng et al., 2021
NX2-6 NX371 Salmonella iniciadores
Listeria
Staphylococcus
Enterobacter
Lb. plantarum Plantaricina L. monocytogenes Cultivos Liuetal., 2016
Q7 ATCC19111 iniciadores
S. aureus
E. coli ATCC25922 Aditivo (forma
Pseudomonas fluorescens purificada de la
AS1.1802 Pseudomonas bacteriocina)

putida AS1.1819
Pseudomonas aeruginosa
CICC21636

Shigella flexneri
ATCC12022

Shigella sonnei ATCC25931
Salmonella enterica serovar
typhimurium ATCC140

Lb. plantarum Plantaricina S. aureus SARM Cultivos Milioni et al.,
Lpu4 Lpu4 iniciadores 2015
Lb. plantarum BLS (tipo Ila) L. monocytogenes Cultivos Ruiz et al., 2013
ST71KS Enterococcus iniciadores

Lactobacillus
Lb. sakei subsp. SakacinaPy L. monocytogenes Cultivos Ruiz et al., 2015
sakei 2a sakacina Q iniciadores
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Lb. paracasei BLS Aspergillus parasiticus Cultivos Shehata et al.,
KC39 A. carbonarius iniciadores 2018
Tabla 3 Resultados del espectro antimicrobiano de las bacteriocinas del género Lactobacillus y sus aplicaciones. Nota.
BLS: Bacteriocin like substances, bacteriocinas no identificadas.

Espectro: bacterias gram positivas

Las bacteriocinas de Lb. plantarum manifiestan un espectro contra las bacterias gram
positivas: L. monocytogenes, E. faecium, E. faecalis, otras BAL (Lb. delbrueckii, y Lb. paracasei)
(Martinez et al., 2013). También se ha reportado el efecto antimicrobiano de las bacteriocinas de
Lb. plantarum LpU4 frente a cepas de S. aureus que presentan fenotipos de resistencia a los
antibioticos, incluido S. aureus resistente a la meticilina (SARM); asi como, contra otras BAL
mediante un modo de accién bacteriostatico (Milioni et al., 2015). El efecto inhibitorio esta
mediado por la produccion de bacteriocinas de tipo Ila como pediocina PA-1 y plantaricina
(Martinez et al., 2013).
Espectro: bacterias gram negativas

La cepa de Lb. plantarum ATCC14917 presenta un espectro inhibitorio que incluye: E.
coli, Pseudomonas fluorescens, P. putida, P. aeruginosa, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Salmonella entérica serovar typhimurium mediante la produccion de plantaricina Q7 (Liu et al.,
2016).

Otra especie del género Lactobacillus que exhibe un amplio espectro es Lb. acidophilus.
Meng et al., (2021) afirman gue una nueva bacteriocina de clase 111 producida por Lb. acidophilus
NX2-6 ejerce una importante actividad antimicrobiana in situ contra patdgenos gram positivos
(Listeria, Staphylococcus) y gram negativos, como: E. coli, Salmonella y Enterobacter (reduccion

de 3.5-4.0 log de bacterias en leche y 5.0-7.0 log en queso). Su mecanismo de accidn se relaciona
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con el dafio de la pared celular y la alteracion de la estructura de la membrana, lo que provoca una
fuga de ATP intracelular.

Ademas, mediante el uso de la especie Lb. paracasei KC39 se ha logrado la actividad
antifungica in vitro contra dos especies de hongos toxigénicos: Aspergillus parasiticus y
Aspergillus carbonarious mediante la produccion de una nueva bacteriocina identificada como
KC39. Anteriormente, varias especies de lactobacilos, pediococos y lactococos han sido descritas
como LAB antiflngicas (Pandey et al., 2019)

El amplio espectro de este género se muestra en concordancia con lo reportado por
Geremew et al., (2015); Zhang et al., (2020), pues, a partir de extractos crudos de bacteriocinas
(ajustados a pH 6,5 y tratados con catalasa para eliminar el efecto del acido o peréxido de
hidrégeno) se ha demostrado que la actividad antimicrobiana de Lactobacillus spp. es efectiva
frente a distintas bacterias gram positivas como: L. innocua, S. aureus, Streptococcus pneumoniae,
E. faecium; y gram negativas como: E. coli, Salmonella typhimurium y Shigella flexneri.

3.3 Streptococcus

Este género es un componente esencial de diversos cultivos iniciadores naturales y
comerciales utilizados en la fabricacién de mdaltiples tipos de quesos y leches fermentadas, el cual,
también presenta cepas capaces de producir bacteriocinas. Dentro de la informacién analizada, se
encontr6 que las especies Streptococcus thermophilus, Streptococcus macedonicus y

Streptococcus uberis presentan esta propiedad (Tabla 4).

BAL analizada: Bacteriocina Espectro Aplicacién en Autores
Género/ especie lacteos

Streptococcus BLS L. innocua Cultivos Tulini et al.,
uberis L. monocytogenes iniciadores 2015

BAL (Lactobacillus sakei,
Carnobacterium maltaromaticum)
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Streptococcus Macedovicina Clostridium tyrobutyricum Cultivos Georgalaki et
macedonicus ACA- Clostridium sporogenes iniciadores al., 2013
DC 198 Listeria welschimeri

Bacillus licheniformis
Streptococcus Termofilina 9 S. aureus P310 Cultivos Rossi et al.,
thermophilus E. faecium ET17 iniciadores o 2013

E. coli LMG 806 protectores

BAL iniciadoras termofilas
Streptococcus Termofilina T Coliformes y Micrococcus Cultivos Kaminarides et
thermophilus ACA- iniciadores o al., 2018
DC 004 protectores

Tabla 4 Resultados del espectro antimicrobiano de las bacteriocinas del género Streptococcus y sus aplicaciones. Nota.
BLS: Bacteriocin like substances, bacteriocinas no identificadas.

La cepa de Streptococcus macedonicus ACA-DC 198 es capaz de producir los
lantibidticos: macedocina y macedovicina. El efecto inhibitorio de la macedovicina mediante el
ensayo de difusion en pozos se limita a: otras BAL, dos especies de Clostridium (Clostridium
tyrobutyricum y Clostridium sporogenes), Listeria welschimeri 15008 y Bacillus licheniformis
FMCC B-91. Esta produccion mdaltiple de bacteriocinas puede contribuir a su dominio de ciertos
ecosistemas (Georgalaki et al., 2013).

Streptococcus uberis es otra especie que demuestra actividad contra bacterias gram
positivas, pues, resulta capaz de inhibir fuertemente el crecimiento de Listeria (L. innocua, L.
monocytogenes) y dos especies de BAL (Lactobacillus sakei, Carnobacterium maltaromaticum)
in vitro mediante la produccién de sustancias proteinicas similares a las bacteriocinas (“BLS”)
(Tulini et al., 2016).

Se ha reportado que varias cepas de Streptococcus thermophilus aisladas de derivados
lacteos inhiben el crecimiento de bacterias gram positivas como: S. aureus P310, E. faecium ET17,
BAL iniciadoras termofilas y gram negativas: E. coli LMG 806, mediante la produccion de
termofilina 9 (in vitro). El efecto inhibitorio podria depender de la formacion de poros en la
membrana del microorganismo diana (Rossi et al., 2013). Asimismo, la cepa de Streptococcus

thermophilus ACA-DC0040 es capaz de producir una bacteriocina termotolerante denominada
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termofilina T. Una concentracién de 7,82 log UFC/g de esta cepa ejerce un efecto bacteriostatico
frente a coliformes y micrococos cuando se utiliza como cultivo iniciador en la produccion de
queso de suero durante su almacenamiento por 15 dias a 4°C, sin modificar las caracteristicas
organolépticas (textura, sabor, color) (Kaminarides et al., 2018).

En cuanto al espectro inhibitorio, Ladero et al., (2012) manifiestan que ciertas especies de
Streptococcus revelan rasgos similares a los descritos en esta seccién. Debido a su capacidad de
reducir la poblacién de enterococos, coliformes, y a su actividad anticlostridial, la aplicacion de
este género como bioconservante previene el efecto de hinchado tardio por produccion de gas
(Rossi et al., 2013); por lo tanto, la seguridad y calidad de los lacteos se puede mejorar a través del
uso de cepas de Streptococcus spp. bacteriocinogenicas.

Ademas, la selectividad hacia cepas individuales de bacterias iniciadoras, podria permitir
el desarrollo de otras cepas de la misma especie encontradas en un cultivo natural complejo,
garantizando asi la correcta progresion de la fermentacion y maduracion (Rossi et al., 2013).

3.4 Pediococcus

Dentro del genero Pediococcus se han identificado Unicamente dos especies como

productoras de bacteriocinas con espectro antimicrobiano para gram positivas que son:

Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceous (tabla 5).

BAL analizada: Género/  Bacteriocina Espectro Aplicacién en lacteos Autores
especie
Pediococcus acidilactici BLS L. monocytogenes Cultivos iniciadoreso  Abbasiliasi et al.,
protectores 2015
Pediococcus Pediocina A-1  S. aureus Cultivos iniciadores Vermaetal.,
pentosaceous NCDC 27 BAL 2017
Pediococcus Pediocina A-1  Estafilococos Polvo antimicrobiano a  Pandey et al.,
pentosaceous NCDC 27 BAL base de suero 2019
Pediococcus pentosaceus  BLS L. monocytogenes Cubierta comestible Jutinico et al.,
147 para queso fresco 2020

Tabla 5 Resultados del espectro antimicrobiano de las bacteriocinas del género Pediococcus y sus aplicaciones. Nota.
BLS: Bacteriocin like substances, bacteriocinas no identificadas.

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
46



UCUENCA

Cepas de Pediococcus acidilactici aisladas a partir de lacteos fermentados producen BLS
implicadas en la inhibicion de L. monocytogenes. Esta especie es un probiotico potencial, debido
a su tolerancia a las sales biliares (0,3%) y a condiciones acidas (pH 3), por lo tanto, puede ejercer
efectos beneficiosos sobre la microbiota intestinal (Abbasiliasi et al., 2012)

La actividad anti-Listeria in vitro de cepas bacteriocinogénicas de Pediococcus acidilactici
ha sido reportada recientemente. Estas fueron aisladas a partir de queso artesanal, demostrando
una alta actividad inhibidora contra varias cepas de L. monocytogenes y Enterococcus spp., pero
no contra la mayoria de las BAL probadas. Las bacteriocinas producidas presentaron un modo de
accion bactericida (Todorov, Holzapfel, & Nero, 2020).

Con respecto a la especie Pediococcus pentosaceous, Verma et al., (2017) afirman que
con el uso de la cepa NCDC 27 en la produccidn de suero que contiene pediocina A-1 se consigue
una disminucién significativa del recuento de microorganismos viables totales, S. aureus y el
recuento de otras BAL en leche cruda.

No se encontraron reportes del efecto antimicrobiano del género Pediococcus contra
bacterias gram negativas dentro de la informacion recopilada para este trabajo.

En contraste con los resultados presentados anteriormente, segin Kaur & Tiwari, (2018)
Pediococcus pentosaceus LB44 presenta un amplio espectro antimicrobiano frente a Lb.
delbrueckii NRRL B-4525, Lb. plantarum NRRL B-4496, Lb. acidophilus NRRL B-4495,
Enterococcus hirae LD3, Weissella confusa LM85, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi
ATCC 13311, Serratia marcescens ATCC 27137, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y

Proteus vulgaris ATCC 29905. Esto podria indicar que el espectro para bacterias gram negativas
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de Pediococcus spp. depende especificamente de la cepa y que ademas se requiere ampliar el

conocimiento sobre la capacidad bacteriocinogénica de este género.

La importancia de la inhibicién de los microorganismos gram positivos por los géneros de
BAL presentados, radica en su amplia distribucién en el ambiente de produccion de los derivados
lacteos y que constituyen agentes etioldgicos de ETA, sobre todo L. monocytogenes, que presenta
gran resistencia a condiciones a las que otros patdgenos no sobreviven como: temperaturas de
crecimiento de 1 a 45°C, alta tolerancia a la sal (hasta el 12 %), pH cercano a 4,5 y a una aw de
aproximadamente 0,92 logrando sobrevivir en una variedad de alimentos durante largos periodos
de tiempo (Sip et al., 2012). Asimismo, al impedir la proliferacién de patégenos infecciosos,
principalmente, los gram negativos mas frecuentes en lacteos como E. coli, Salmonella spp,
Yersinia enterocolitica, Pseudomonas spp. y otros gram positivos toxigenos (S. aureus, E. faecalis,
C. perfringens, B. cereus), se mantiene la inocuidad, asi como los defectos mediados por los
productos de su metabolismo (enzimas proteoliticas y lipoliticas; produccion de gas). Como se vio,
mediante el efecto bacteriostatico o bactericida de las bacteriocinas se puede disminuir la carga
microbiana incluso hasta 7 log UFC cuando se aplica in situ, no obstante, una reduccion de dos
logaritmos en el nivel de contaminacion es importante desde el punto de vista de la salud publica

(Martinez et al., 2013).
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3.5 Estabilidad de las bacteriocinas de BAL

Segun los anélisis de la naturaleza fisicoquimica de las bacteriocinas producidas por las
BAL se determina que son sustancias proteinicas, por lo tanto, su actividad se ve afectada por
enzimas proteoliticas como: tripsina, proteinasa K, entre otras. Comunmente son moléculas no
glicosiladas, de esta manera, la a-amilasa no influye en su efecto antimicrobiano (Abbasiliasi et
al., 2012). Su actividad es estable a temperaturas que van de 60°C/30 minutos a 100°C/30 minutos
e incluso a 121° C/15 minutos (Meng et al., 2021)(Sip et al., 2012); también ante un amplio
intervalo de pH que incluyen valores desde 2.0 hasta 12.0 (Martinez et al., 2013), lo que brinda un
extenso rango de accion debido a su naturaleza &cida (Goyal et al., 2018).

En base a los datos sobre la estabilidad de la actividad de las bacteriocinas, se evidencia
que generalmente no se ven afectadas por altas temperaturas, incluso a temperatura de
esterilizacion. Estos resultados son consistentes con Lu etal. (2014) quienes demostraron la
termoestabilidad de bacteriocinas producidas por Lactobacillus casei (caseicina TN-2) resistente
al tratamiento térmico de 121 °C/20 min, lo que se atribuye a la estructura simple y al bajo peso
molecular de los lantibidticos.

Desde el punto de vista tecnoldgico, las bacteriocinas termoestables pueden ser utilizadas
como bioconservantes para alimentos que se someten a tratamiento térmico como la
pasteurizacién, como es el caso de la leche. Ademas, la estabilidad a un amplio rango de pH hace
posible su aplicacién en mdltiples alimentos, como los productos lacteos fermentados. Esto
determina el potencial de las BAL para ser utilizadas como cultivos iniciadores o protectores de
los sistemas alimentarios, segun las caracteristicas tecnoldgicas y de estabilidad de cada género

(Tabla 6).
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Género Especie
Lactococcus  Lc. lactis subsp.
lactis
Lc. garviae

Lactobacillus  Lb. plantarum

Lb. acidophilus

Streptococcus St.
thermophilus

Pediococcus P. acidilactici

Tabla 6 Estabilidad de las bacteriocinas producidas por las BAL.

Bacteriocina
Nisina

Nisina Z
Garvicina

Pediocina
PA-1
Plantaricina

Plantaricina
Q7
Bacteriocina
NX371
Bacteriocina
KC39
Termofilina
9
BLS

Mecanismo
de accion
Formacion de
poros en la
membrana
celular

Dario de la
pared celular
y la alteracion

de la

estructura de
la membrana:
fuga de ATP

intracelular

Formacion de
poros en la
membrana

celular

Termoestabilidad
100°C/30min —

121° C/15 min
90°C/10min

121° C/15 min
121°C/20 min

121°C/20 min

121°C/20 min

60°C/30min

70 °C/15 min

hasta 100°C

3.6 Factores que limitan el efecto antimicrobiano in situ

Estabilidad
pH
2.0-8.0

3.0-9.0
2.0-8.0
2.0-12.0

2.0-12.0
3.0-12.0
3.0-8.0

hasta 7.0

2.0-9.0

Autores
Sip et al., 2012
Goyal et al., 2018

Sip et al., 2012

Martinez et al.,
2013
Martinez et al.,
2013
Liuetal., 2016

Meng et al., 2021
Shehata et al.,
2018
Rossi et al., 2013

Abbasiliasi et al.,
2012

El efecto antimicrobiano de las bacteriocinas puede ser mayor al analizarse in vitro en comparacion

cuando son aplicadas directamente al alimento (in situ). Se plantea que las diferencias con respecto

a la inhibicion podrian deberse a factores relacionados con la composicion de la matriz alimenticia,

entre los que destacan: el contenido de grasa, la degradacién proteolitica (proteasas y renina), la

particion en componentes polares 0 no polares de los alimentos y las concentraciones de cloruro

de sodio (Dal Bello et al., 2012), lo que se muestra en concordancia con lo que reporta Mirkovic

et al., (2020) que ademas incluye al pH como factor que interviene en la actividad de las

bacteriocinas en lacteos. Por otro lado, debido a la naturaleza anionica de la mayoria de las

bacteriocinas, estas pueden unirse fuertemente a los grupos fosfato de la caseina (adsorcion)

minimizando su actividad (Coelho et al., 2014).
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3.7 Aplicaciones tecnoldgicas de BAL bacteriocinogénicas en lacteos

Las bacteriocinas de las BAL pueden utilizarse directamente como aditivos o producirse
in situ en el alimento. La produccion in situ se puede realizar de varias formas, segin (Acufa et
al., 2020):

- Cultivo iniciador: uso de una BAL bacteriocinogénica como fermentadora

- Cultivo adjunto: BAL bacteriocinogénica acompafia al cultivo iniciador, pero no

interviene en la fermentacion
- Cultivo protector: BAL que produce bacteriocinas en un alimento que no requiere
fermentacion

Segun Dal Bello et al., (2012) las bacterias iniciadoras podrian definirse como aislados que
producen suficiente &cido para reducir el pH de la leche a 5.3 en 6 horas a 30-37 °C. Para el uso
de las BAL bacteriocinogénicas como cultivo iniciador se requiere que estas lleven a cabo el
proceso de fermentacion y produzcan cantidades suficientes de bacteriocina para conservar el
alimento. Dentro de esta categoria se encuentran las BAL pertenecientes a los géneros
Lactobacillus, Streptococcus y Pediococcus. En cambio, si la cepa productora de bacteriocinas se
afiade como cultivo adjunto en un alimento fermentado, no se requiere su participacion en el
proceso de fermentacion, y la cepa no deberia interferir con este (Acufa et al., 2020), rasgos que
generalmente presentan las BAL del género Lactococcus. Es decir que, los cultivos iniciadores y
adjuntos son aplicables en la manufactura de alimentos fermentados o sometidos a maduracion
como los quesos maduros y leches fermentadas (yogur).

Debido a la baja capacidad acidificante de algunas BAL como las del género Lactococcus,

serian aplicables en productos no fermentados como la leche y quesos frescos que no requieren
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pasar por un proceso de fermentacion para obtener el producto final, por lo tanto, es necesario
emplear cepas que no alteren significativamente las caracteristicas sensoriales. El uso de este tipo
de cultivo adjunto se conoce como cultivo protector (Mirkovic et al., 2020).

a) Recubrimientos comestibles a base de biopolimeros

Con el fin de obtener alimentos mas seguros, se han propuesto varios recubrimientos
comestibles formulados a partir de una amplia variedad de polimeros. EI uso de compuestos
hidrocoloides como proteinas y polisacaridos es muy comun ya que permite la formacién de una
matriz continua y cohesiva, con propiedades mecanicas adecuadas (Silva et al., 2022).

En este sentido, Settier et al., (2020) elaboraron films con propiedad anti-Listeria a base de
alcohol polivinilico (PVOH) incorporando una mezcla de Lc. lactis y proteinas (hidrolizados de
gelatina y caseinato de sodio) en una proporcién de masa de 1:0,125. Con esto, se consigue la
viabilidad celular posterior al secado de los films y un efecto bacteriostético in vitro sobre el
crecimiento de L. monocytogenes durante el almacenamiento a 4 °C. No obstante, puede
encontrarse un descenso leve del pH de la leche debido a la produccién de acidos orgénicos, por
lo que Settier et al., (2020) plantean que debe considerarse el uso de buffers cuando se usan films
de PVOH que incorporan Lc. lactis para envasar productos no fermentados con el fin de evitar la
acidificacion del medio o la sinéresis. De esta manera, los films formulados son capaces de ejecutar
su efecto inhibitorio a temperatura de refrigeracion, por tanto, podrian aplicarse en el disefio de
envases activos para alimentos no fermentados como la leche, con el propoésito de controlar el
crecimiento de microorganismos patogenos psicrofilos como bacterias del género Listeria.

Silva et al., (2022) han desarrollado un recubrimiento comestible con BAL

bacteriocinogénicas incorporadas en una matriz hidrocoloide para su aplicacion en queso fresco
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(fig.7). Las bacteriocinas de Lc. lactis L3A21M1 y Lc. garvieae SIM17 (lacticina y garvicina,
respectivamente) incorporadas en una mezcla de alginato-maltodextrina-glicerol permiten el
control del crecimiento de L. monocytogenes y bacterias aerébicas meséfilas. Mediante inmersion
del queso fresco en la mezcla a base de alginato (200mL) durante 2 horas en bafio de hielo, y la
posterior gelificacion a temperatura ambiente, se obtiene un recubrimiento con caracteristicas
aptas para mantener la viabilidad de las BAL en niveles estables y altos (10°-10” UFC/g) durante
10 dias de almacenamiento a 4°C y 10°C en ausencia de nutrientes, lo que indica gran resistencia
de las cepas y el efecto no toxico de la formulacion sobre las BAL. Adicionalmente, se evidencia
la migracion del 10% de la poblacion inicial de BAL del recubrimiento hacia el queso,
proporcionando un efecto protector adicional, evitando o retrasando el desarrollo de bacterias
indeseables, de hecho, la inhibicion del crecimiento de L. monocytogenes y aerobios mesofilos fue
evidente (reduccion de 1.2-1.3 unidades logaritmicas). Ademas, este tipo de recubrimiento actua
como una barrera fisica que evita la contaminacion con Listeria en el queso postproduccion. Las
cepas de lactococos no influyen en el pH del queso debido a su baja produccién de acido y la
reducida migracion del &cido desde el recubrimiento. Cabe destacar que los valores de pH
moderadamente altos (> 5,5) permiten la estabilidad de la matriz a base de alginato, ya que el pH
acido impediria que el alginato forme enlaces con los iones de calcio, alterando la estructura del
recubrimiento y evitando la gelificacion de la matriz. Por lo tanto, el uso de cepas de Lactococcus

asegura la compatibilidad con la formulacion de la matriz (Silva et al., 2022).
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Figura 8 Queso sin recubrimiento (izquierda) y con recubrimiento de alginato-maltodextrina-glicerol (derecha).
Fuente: Silva et al., (2022)

Con el objetivo de mantener la viabilidad de las BAL utilizadas como cultivo adjunto, la
encapsulacion y posterior inmovilizacion en una matriz biopolimérica parece ser una opcion
efectiva. De esta manera, Motalebi et al., (2020) afirman que los films a base de celulosa bacteriana
con cepas de Lb. acidophilus La-5 y Bifidobacterium animalis subsp.lactis Bb-12 encapsuladas
mediante una solucion de alginato (2%) para la aplicacion en la superficie de queso sometido a
maduracion (45 dias) demuestran un efecto antifungico sin modificar el pH (4.4 normal para queso
maduro), el contenido de sal y humedad. El uso de estos films durante el almacenamiento es eficaz
para la inhibicidn de A. niger, siendo el efecto inhibidor de Lb. acidophilus mayor que el de B.
lactis, lo que podria atribuirse a su alta supervivencia durante el almacenamiento, por lo tanto, una
mayor produccion de metabolitos antimicrobianos.

Por su parte, Jutinico et al., (2020) formularon un recubrimiento comestible basado en
quitosano (4g de quitosano diluido en solucion de acido lactico al 1%, mas glicerol y Tween 80),
incorporando en la matriz bacteriocinas parcialmente purificadas de Pediococcus pentosaceus 147
para la inhibicion de Listeria monocytogenes en queso fresco.

El recubrimiento de quitosano con bacteriocinas demuestra mayor eficacia que un

recubrimiento basado Unicamente en quitosano, pues, a los 21 dias de almacenamiento es capaz

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez
54



UCUENCA

de reducir 6,21 Log UFC/g en comparacién con 3,32 Log UFC/g, correspondientemente; lo que
apunta a la capacidad inhibitoria de ambos componentes (quitosano y bacteriocinas) ejerciendo un
efecto sinérgico (Jutinico et al., 2020).

Previamente, ya se han desarrollado con éxito films y recubrimientos antimicrobianos
incorporando BAL viables en matrices poliméricas para la conservacion de diferentes alimentos
(Massani et al., 2014; Esposti et al., 2018; Iseppi et al., 2008)

La inclusién de BAL en peliculas comestibles puede conducir a la inhibicién de patdgenos
a través de la competencia por el espacio y los nutrientes, ademas, el procedimiento de
atrapamiento en una matriz gelificada puede causar un estado de estrés para las células bacterianas
que conduce a respuestas de resistencia y defensa, como la produccién de moléculas
antimicrobianas (Leonard et al., 2015) (Silva et al., 2018), de esta manera, se deduce que la
produccion de bacteriocinas es el principal factor responsable del efecto antimicrobiano y que
constituye una potencial alternativa de conservacion de los productos lacteos.

b) Making powder con bacteriocinas

Pandey et al., (2019) desarrollaron un polvo para la fabricacion (making powder) (Fig. 8)
de queso blando que contiene pediocina PA-1 a partir de la fermentacion de suero lacteo por P.
pentosaceous NCDC 273y su posterior deshidratacién a 55°C. Con la progresion del crecimiento
(8,7 +£ 0,4 log UFC ml ™ a las 16 horas), también se encontré que el pH del medio bajo de 7,0 a
4,26 + 0,4 a las 16 horas. La actividad de pediocina PA-1 se mantuvo constante durante todo el
proceso de fabricacion, lo que indica que no hay pérdida de actividad de pediocina PA-1 durante

el proceso de secado.
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La aplicacion del making powder en la produccion de queso blando (“paneer’) permite una
disminucion significativa en el recuento total en placa, el recuento de bacterias acido lacticas, de
estafilococos y de coliformes durante el almacenamiento a 4°C. Estos resultados indican la
potencia del making powder que contiene pediocina PA-1 para reducir la carga microbiana total y
extender la vida til del queso de 8 dias a 14 dias (incremento en un 75%). Cabe mencionar que,
el producto final presenta aceptacién significativa en todos los parametros sensoriales (sabor,
cuerpo, textura, color y apariencia) durante el tiempo de almacenamiento (14 dias), ademas, el
contenido de humedad y de grasa no se ve afectado (Pandey et al., 2019). Resultados similares
fueron reportados cuando se empled un polvo liofilizado de E. durans bacteriocinogénico en la

formulacién de queso crema (Estilarte et al., 2021)

_ 40160 AU g-!

Figura 9 Polvo (making powder) que contiene pediocina PA-1y su actividad en el recuento de carga microbiana total.
Fuente: Pandey et al., (2019).
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1 Conclusiones
- Mediante la presente revisién bibliogréafica se ha demostrado que existe evidencia cientifica
contundente sobre la actividad antimicrobiana del grupo de bacterias &cido lacticas a través de la
sintesis de bacteriocinas capaces de inhibir multiples microorganismos patgenos y causantes del
deterioro en productos lacteos, demostrando un espectro que puede ser estrecho o amplio que
depende especificamente de la cepa.
- Los géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus y Pediococcus han sido reportados
mayoritariamente como productores de bacteriocinas activas contra las bacterias gram negativas:
E. coli, Salmonella spp, Yersinia spp, Pseudomonas spp. y gram positivas: L. monocytogenes, S.
aureus, E. faecalis, C. perfringens y B. cereus, mismas que son agentes de ETA y que
frecuentemente contaminan los productos lacteos. Mediante su inhibicion, se asegura la inocuidad
alimentaria y la calidad sensorial, al prevenir su proliferacion y el deterioro mediado por los
productos de su metabolismo.
- En cuanto a la aplicacion tecnoldgica, se puede determinar que el uso de las BAL como: cultivos
iniciadores o protectores, de sus bacteriocinas como aditivos alimentarios o incorporadas en films
y recubrimientos comestibles permite inhibir efectivamente el desarrollo de patégenos y agentes
del deterioro a través de la liberacion de bacteriocinas sin afectar de manera significativa las
propiedades organolépticas y fisicoquimicas de los productos lacteos. De esta manera, la
bioconservacion mediante el uso de BAL bacteriocinogénicas constituye una alternativa
tecnoldgica relevante que permite mejorar la seguridad e incrementa la vida util de los derivados

lacteos.
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4.2 Recomendaciones

- Para la aplicacion de una cepa de BAL bactericinogénica o de sus bacteriocinas purificadas en la
formulacién de un producto lacteo en especifico, deben tomarse en cuenta las propiedades
tecnoldgicas de la misma (capacidad acidificante, tolerancia a la sal, actividad proteolitica y
autolitica, entre otras) asi como la estabilidad de las bacteriocinas al pH y tratamiento térmico al
que van a ser sometidas, para asegurar la compatibilidad con la matriz alimenticia, la obtencién de
las caracteristicas organolépticas deseadas y el efecto antimicrobiano.

- Es necesario que se amplie el conocimiento sobre la actividad antimicrobiana de los géneros
Streptococcus y Pediococcus, pues se encontrd informacion limitada, sobre todo, en las
aplicaciones tecnoldgicas. Posiblemente, los métodos presentados para los demas géneros podrian
ser aplicables para estos, por lo tanto, se requieren andlisis que repliquen las formulaciones de
films, recubrimientos o0 making powder con el uso de estas BAL.

- Las aplicaciones tecnoldgicas presentadas podrian ser evaluadas para el uso en matrices
alimenticias diferentes de los lacteos como por ejemplo carnicos, frutas o vegetales.

- Debido a que varias BAL son probidticos reconocidos, seria interesante que se contine con la
investigacion sobre el uso de BAL con esta propiedad que ademés de aportar funcionalidad al

alimento permita su conservacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Checklist del CASP para la evaluacion de la calidad de la evidencia cientifica.

CNSP

Papezr fiosr apprasal and reference

Section A Ans the nesulis wella?

TES
st T
Cormmients
. TES
st T
Cormmients
Is it Wi conberuensT
TES
st T

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez

70



UCUENCA

4_Was the recruitment
strategy appropriate to
the aims of the

Yes

Can't Tell

HINT: Consider
® |fthe researcher has explained how the
participants were selected

research? * |f they explained why the participants
Mo they selected were the most
appropriate to provide access to the
type of knowledge sought by the study
& |f there are any disoussions arcund
recruitment {e.g. why some peaople
chose not to take part)
Commenits:

5. Was the data collected in
2 way that addrezsed the
research issue?

a5

Can't Tell

Mo

HINT: Comsider

= [f the setting for the data collection was
Justified

= [fit iz clear how data were collectad (e.g
focus group, semi-structured interview
etc )

= |f the rezearcher has justified the methods

chosen

= |[fthe researcher has mads the methods
sxplicit (e.g. for interview method, is there
an indication of how interviews are

conducted, or did they use a topic guide)
* [f methods were modified during the
study. If o, has the researcher
explained how and why

® |f the form of data iz clear (e.g. tape
recordings, video material, notes etc)

saturation of data

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez

71



UCUENCA

B. Has the relationship
between researcher and
participants besn
adequately conzsidered ?

Can't Tell

Mo

HINT: Consider
*  [fthe researcher critically

amimed their cown role,

potential bias and influence

Comments:

Section B: What are the results?

7. Hawe ethical issues been
taken inta consideration?

Yes

Cam't Tell

Mo

HINT: Consider

sufficient details of how the

partCipants mor

o 3s5ess whether ethica

f approval has been sought from

the sthics committes

Yanara Mabel Caicedo Rodriguez

72



UCUENCA

Was the data analysis
sufficiently rigorous?

Yes HINT: Consider
® [fthere is an in-depth description of the
analysis process

Can't Tell
* [f thematic anal is used. If so, is it clear
Mo how the categories/themes were derived

from the data

®* Whether the researcher explains how the
data presented were selected from the
original sample to demonstrate the analysis
process

* |f sufficient data are presented to support
the findings

* To what extent contradictory data are
taken into account

* ‘Whether the researcher critically examined
their own role, potential bias and influence
and selection of data for
presentation

during analysis

Commenits:

9. Is there a clear statement
of findings?

Yes HINT: Consider whether

* [f the findings are explicit

Can't Tell * | there is adeguate discussion of the
evidence both for and against the

No researcher's arguments

® [f the researcher has discussed the

credibility of their findings (e g
triamgulation, respondent validation, more
than one a t)

* [f the findings are discussed in relation to
the original research gquestion

l Section C: Will the results help locally?

10. How valuable is the
research?

HIMT: Consider

* [fthe researcher discusses the
contribution the study makes to existing
knowledge or understanding (e.g. do they
consider the findings in relation to current
practice or policy, or relevant research-
based literature

® |f they identify new areas where research
is necessary

® [f the researchers have dizcussed whether
or how the findings can be transferred to
other populations or considerad other

ways the research may be used

Comments:

73



UCUENCA

Anexo 2. Informacién extraida en la base de datos elaborada en Microsoft Excel.
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of Listeria Landgraf, bacteriocinogénico y no
monocytogene Maria T. bacteriocinogénico,
sin fresh Destro,Berna |Lactococcus queso minas muestra con nisina,
Minas-type dette D.G.M. |[lactis subsp. (queso fresco control, contaminadas
goat cheese 2012 | Franco Lactis de brazil) con L. monocytogenes |- Listeria monocytogenes|Queso fresco
Technological Ribeiro1,
properties of M.C.
bacteriocin- Coelhol,
producing S.D. lensayo de difusién en
lacticacid Todorov2, pozos de agar para:
bacteria B.D.G.M. Escherichia
isolated from Franco2, coli,Pseudomonas Listeria
Pico cheese M.L.E. laeruginosa,Staphylococc monocytogenes.
an artisanal Dapkeviciusl us aureus,L. mono- Clostridium perfringes.
cow’smilk and C.C.G. |Lactococcus Pico (queso cytogenes and ClI. Resistentes las G(-)
cheese 2014 |Silva lactis curado) BLS perfringens analizadas
PVOH/protein Settier-
blendfilms Ramirez,
embedded Gracia
with lactic acid Lépez-
bacteria and Carballo,
theirantilisteria Rafael films hidrosolubles
| activity in Gavara, Pilar |Lactococcus Leche combinados con
pasteurized Hernandez- |lactis subsp. pasteurizad Listeria proteinas
milk 2020 | Mufioz Lactis a nisina recuento en superficie monocytogenes hidrolizadas
Application of Silvaa,
an alginate- Susana C.
based edible Ribeiroa,
coating with Jos'e A.
bacteriocin- Teixeirab,
producing C'elia C.G. Lc. Lactis, Lc. aerobios mesofilos, Films con BAL
4 |Lactococcus 2022]Silv Garvieae Listeria monocytogenes| encapsuladas
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lactisstrainse

mployed to Dal Belloa,

controlListeria Luca

monocytogene Cocolina,x,
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5|cheese 2012 |Zeppa lactis cottage Z, Lacticina recuento en profundidad monocytogenes queso cottage

Anti-

Listeriaactivity Sip,

of lactic acid MichalWie ¢ |L.

bacteria kowicz*, garvieae428Lab,

isolated from Agnieszka Le.

golka, a Olejnik- mesenteroides25 | Queso

regional Schmidt, Lab and semiduro Spot on the lawn

cheeseproduc W1lodzimierz |Lb.plantarum572 |fermentado (método del botén) para Listeria cultivos iniciadores
6|ed in Poland 2012 | Grajek Lab (Golka) Listeria bactericida | monocytogenes 0 protectores

Expression of
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bacteriocin Acuia,

Ent35-MccV Natalia

inLactococcus Corbalanb,c,

lactisand its 1, Marcos
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controllingList Balujab,Jorg

eria e Barros-

monocytogene Velazquezb, Ent35-MccV
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Optimized

fermentation

of goat cheese
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production of Moura
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bacteriocinoge
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Lactococcus
isolates from
raw milk and
cheesecapabl
e of producing
nisin A and

9| nisin Z

2012

Perin, Paula
Mendonga
Moraes,
Gabriela
Nogueira
Vigosa,
Abelardo
Silva
Janior,Luis
Augusto
Nero

Lactococcus spp.

Lechey
queso

spot on the lawn
(método del botén)

Listeria spp, S.
aureus, otras LAB

Purification
and
characterizatio
n of a broad
spectrum
bacteriocinpro
duced by a
selectedLacto
coccus
lactisstrain 63
isolatedfrom
Indian dairy
10 | products

2018

Goyal et al

Lactococcus
lactis subs. lactis

Nisina Z

lensayo de difusién en
pozos

Gram +, Gram - solo
cuando se purifico las
BTC

Lactolisterin
BU-producer
Lactococcus
lactis
subsp.lactis
BGBU1-4:Bio-
control of
Listeria
monocytogene
s and
Staphylocococ
cus aureus in
fresh soft
cheese and
effect on
immunological
response of
11 |rats

2020

Mirkovic et al

Lactococcus
lactis subsp.lactis
BGBU1-4

Queso
maduro

lactolisterina BU

Listeria
monocytogenes, S.
aureus, Mohos y
levaduras

Control
ofListeria
monocytogene
sin fresh

12| cheese using

2014

Coelho,
C.C.G.
Silvax, S.C.
Ribeiro

Lactococcus
lactis

lensayo de difusiéon en

pozos
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protective
lacticacid
bacteria
ANTIMICROBI
AL IMPACT
FOR
LACTOCOCC
US LACTIS
SUBSP.LACTI
S A15 AND
ENTEROCOC
CuUs
FAECIUM A15
ISOLATED
FROM SOME
TRADITIONAL
EGYPTIAN
DAIRY EL-
PRODUCTS GHAISH1,3,
ON SOME MOHAMED | Lactococcus
PATHOGENIC KHALIFAlan |lactis subsp.lactis
BACTERIA 2016 |d AHMED Al15
Sahar
Abbasiliasil,
Joo Shun
Tan4,
Tengku Azmi
Tengku
Ibrahim2,
Ramakrishna
n
Isolation Nagasundara
ofPediococcus Ramanan3,F
acidilacticikpl aezeh
0 withability to Vakhshiteh4,
secrete Shuhaimi
bacteriocin- Mustafab,
like Tau Chuan
inhibitorysubst Ling6, Raha cuajada
ance from milk Abdul fresca,
products for Rahim7and cuajada seca,
applications Arbakariya B | Pediococcus granos de BLS Pediocina
infood industry | 2015 | Ariffl acidilactici cacao PA-1 - Listeria monocytogenes
Pediocin PA-1
containing Kant Verma*, | Pediococcus Amplio espectro:
fermented Shiv Kumar | pentosaceous Suero de spot on the lawn excepto coliformes, aplicacion en
15|cheese whey | 2017|Sood, Ram |NCDC 27 queso Pediocina A-1 (método del botén) mohos y levaduras leche cruda
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reduces total
viablecount of
raw buffalo
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bubalus) milk

Krishan
Saini, Neha

Bioutilization
of paneer
whey waste
for production
of paneer
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containing
pediocin PA-1
asa
biopreservativ
e to enhance
shelf lifeof

16 | paneer

2019

Pandey

Pediococcus
pentosaceous
NCDC 27

Pediocina A-1

Polvo de suero
antimicrobiano de
grado alimentario
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activity of
chitosan-
based edible
coating
incorporating
cell-free
supernatant
from
Pediococcus
pentosaceus
147 on the
preservation
of fresh

17 |cheese

2020

Jutinico et al

Pediococcus
pentosaceus 147

Listeria
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