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Resumen

Uno de los debates mas significativos en el campo de la produccion de alimentos es la
creciente preocupacion de los consumidores por seguir una alimentacion mas natural.
El rechazo hacia los aditivos quimicos ha promovido el desarrollo de lo que se conoce
con el término “bioconservacion”, dentro de la que, particularmente, se han impulsado
estudios acerca del uso de bacterias, sus metabolitos y bacteriéfagos como posibles
antimicrobianos naturales que permiten aumentar la vida util de los alimentos y
garantizar su seguridad microbiologica. En la presente revision bibliografica se
muestra un panorama general de qué son estos antimicrobianos naturales
proporcionando informacion respecto a su clasificacion, modo de accion y aplicaciones
en productos alimenticios. Asimismo, se incluye también informacién sobre estrategias
basadas en el quorum sensing y su inhibicion para evitar la proliferacion de
microorganismos patdégenos y alterantes. Hasta el momento, los resultados obtenidos
en estos campos de investigacién son bastante prometedores, en especial en cuanto
al empleo de algunas bacteriocinas como la nisina y el antifingico natamicina, que han
sido por ahora los compuestos mas estudiados. No obstante, se continla investigando
para promover su aplicacion como sustitutos de los conservantes sintéticos en
alimentos.

Palabras clave: Bioconservacién, bacteriocinas, bacteriéfagos, antimicrobianos
naturales, quorum sensing.

Abstract

The increasing concern of consumers to follow a natural diet has led to one of the most
significant debates in the field of the food industry. The rejection of chemical additives
has promoted the breakthrough of what is known as biopreservation, and within this
field, the development of studies about the usage of bacteria, their metabolites and
bacteriophages as potential natural antimicrobials for shelf-life extension and enhanced
food safety. This review shows an overview on these natural antimicrobials, providing
information about their classification, mode of action and applications in food. Besides,
information is also provided on strategies based on quorum sensing and its inhibition to
prevent proliferation of pathogenic and spoilage microorganisms. So far, the results
obtained are quite promising, especially regarding the use of some bacteriocins, such
as nisin, and the antifungal natamycin, which have been the most widely studied
biopreservative agents to date. Nevertheless, research is still underway in order to
promote their application as substitutes for synthetic food preservatives.

Key words: Biopreservation, bacteriocins, bacteriophages, natural antimicrobials,
guorum sensing.



1. Historia de la conservacion de alimentos

Hace millones de afios, los primeros prehominidos seguian una dieta vegetariana
basada en plantas herbaceas y gramineas, segun indican estudios de morfologia
dentaria. Miles de afios mas tarde, se cree que los Australopithecus empezaron a
basar su alimentacion en una dieta omnivora mas variada, que incluia animales de
pequefio tamafio y cadaveres de mamiferos abandonados. Tras un largo periodo
evolutivo, en el que se producen cambios que tienen consecuencias a nivel biolégico y
cultural, se produce el salto a la especie Homo erectus, que ya era capaz de cazar
grandes animales. Con el paso de los afos, se hicieron nuevos descubrimientos, como
por ejemplo el fuego, que entre otros efectos, modificé por completo la manera en que
se ingerian los alimentos. Se comprobé que las carnes cocinadas al fuego sufrian
alteraciones en cuanto a textura y sabor. Ademas, se producia un aumento de su
digestibilidad y se eliminaban microorganismos perjudiciales. De esta manera, se
conseguia alargar la vida util de ciertos alimentos, materia en la cual profundizaria mas
ampliamente el Homo sapiens con el desarrollo de otras tecnologias como el
ahumado, desecacion, salazonado y el empleo de frio y diversas especias (Ordofiez
Pereda et al., 1998). Posteriormente, se empezaron a utilizar otros métodos de
conservaciéon mas sofisticados: los egipcios usaban diéxido de azufre para conservar
el vino, los griegos descubrieron el aceite de oliva como agente preservador y
utilizaban sales y nitratos de sodio en carnes, los romanos empleaban vasijas de barro
para proteger los viveres ademas de practicar la acidificacion o la conserva con miel o
hielo y, ya mas recientemente, a finales del siglo XVIII, Nicolas Appert sentd los
fundamentos de los tratamientos térmicos, conservando alimentos en recipientes

sellados y calentados (Ordofiez Pereda et al., 1998; Saltmarsh and Insall, 2013)).

Actualmente, en los paises industrializados, los consumidores exigen y esperan no
s6lo una gran variedad de alimentos, sino que éstos estén a su disposicion durante
todo el afio. Esto implica que los productos tienen que aguantar un periodo de vida util
relativamente alto, desde su produccion hasta que llegan al consumidor y son
ingeridos (Saltmarsh and Insall, 2013). Ademas, hay que tener en cuenta que se
deben cumplir en todo momento las exigencias de calidad y seguridad alimentarias,

relativas a su valor nutricional, propiedades sensoriales y seguridad microbioldgica.

El procesamiento térmico es uno de los métodos de conservacion de alimentos mas
comunmente utilizado en la industria alimentaria, aunque por otro lado puede conllevar
efectos organolépticos y nutricionales no deseados (Pisoschi et al., 2017). Por eso,

esta desafiante demanda es afrontada por la industria alimentaria, en gran parte,



mediante el empleo de aditivos, que permiten responder ante el requerimiento referido
a variedad, precio, accesibilidad y calidad de los productos (Saltmarsh and Insall,
2013). No obstante, es muy comun encontrar criticas provenientes de ciertos circulos
hacia el uso de lo que el Codex Alimentarius (1995) define como “cualquier sustancia
gue en cuanto tal no se consume normalmente como alimento, ni tampoco se usa
como ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adicion
intencionada al alimento con fines tecnolégicos (incluidos los organolépticos) en sus
fases de fabricacion, elaboracion, preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado,
transporte o almacenamiento, resulte o pueda preverse razonablemente que resulte
(directa o indirectamente) por si 0 sus subproductos, en un componente del alimento o
un elemento que afecte a sus caracteristicas” (Saltmarsh and Insall, 2013). Este
rechazo es debido al aumento de enfermedades crénicas y los efectos adversos que
han surgido en salud publica en los ultimos afios atribuidos a algunos aditivos como
nitratos, benzoatos, sorbatos y formaldehido, entre otros (Pisoschi et al., 2017). Sirvan
como ejemplo las reacciones alérgicas desatadas en consumidores hipersensibles a
los sulfitos (Pisoschi et al., 2017) o los efectos carcinogénicos de los antioxidantes
fendlicos sintéticos, que han restringido el uso del hidroxibutilanisol (BHA) y del
butilhidroxitolueno (BHT) (Kim et al., 2013). Ademas, en base a un dictamen emitido
por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) en 2003, se han
modificado las autorizaciones en vigor para mantener el nivel de nitrosaminas en
alimentos lo mas bajo posible, reduciendo las dosis de nitratos y nitritos que se pueden
afiadir en el proceso de produccion, que deben seguir garantizando la seguridad

microbioldgica de los mismos (Comision Europea, 2006).

Como alternativa provocada por esta vision negativa de los aditivos alimentarios, se
esta prestando especial atencion al estudio de la conservacién de los alimentos con
agentes mas naturales, que mejoren la seguridad alimentaria sin ocasionar pérdidas
nutricionales u organolépticas ni efectos adversos en la salud del consumidor
(Kumariya et al.,, 2019; Pisoschi et al., 2017). Asi, se estan llevando a cabo
investigaciones sobre el uso de aditivos de origen natural (por ejemplo, aceites
esenciales), nuevas tecnologias no térmicas de conservacion, como las radiaciones
electromagnéticas, altas presiones hidrostaticas, o plasma atmosférico no térmico, o
incluso microrganismos que resulten beneficiosos para alargar la vida util de los
alimentos. Por lo tanto, la busqueda, identificacién, caracterizacion, desarrollo y
validaciéon de aplicaciones de estas nuevas técnicas de conservacion de alimentos son
objetivos clave en tareas de investigacion, desarrollo e innovacion en el sector

agroalimentario. Paralelamente, existe también la necesidad de implantar un método



sisteméatico para evaluar su toxicidad, su mecanismo de accion, y las correspondientes

regulaciones de seguridad (Pisoschi et al., 2017).

Segun algunos autores, la bioconservacion se basa en utilizar sustancias naturales
derivadas de seres vivos como bacterias, hongos, plantas o animales, con el objetivo
de extender la vida util de productos alimentarios garantizando su seguridad. Estas
sustancias pueden ser metabolitos primarios y/o secundarios obtenidos a partir de
microorganismos, frutas, verduras, semillas, aceites esenciales, productos animales
como leche y huevos, o tejidos animales, entre otros. Son de interés para la industria
alimentaria porque pueden minimizar la oxidacién lipidica, inhibir la pérdida de color vy,
consecuentemente, prolongar la vida util (Pisoschi et al., 2017). Por otro lado, algunos
autores delimitan la bioconservacion al uso de microorganismos y/o sus metabolitos
para extender la vida Gtil y la seguridad alimentaria. Lo mas habitual es utilizar agentes
gque tienen actividad antimicrobiana contra bacterias responsables del deterioro de
alimentos y, especialmente, que pueden combatir patdégenos alimentarios (Paul Ross
et al., 2002; Settanni and Corsetti, 2008; Stiles, 1996). Un agente de bioconservacion
ideal deberia mostrar solo actividad antimicrobiana especifica contra patégenos o
microorganismos alterantes, y no influir negativamente sobre el propio microbioma
intestinal del consumidor, lo que supone un desafio a la hora de seleccionar

compuestos bioactivos de interés (Pisoschi et al., 2017).

Atendiendo al objetivo final de extension de vida util, también pueden considerarse
como potenciales bioconservantes de alimentos a los bacteriéfagos. Se trata de virus
que infectan especificamente a bacterias y son capaces de provocar la lisis de la
pared de su célula hospedadora, tras lo cual nuevos fagos quedan libres para infectar
nuevas células. De esta manera consiguen controlar la poblacién bacteriana no

deseada en los productos alimentarios (Bafios Arjona, 2016; Lone et al., 2016).

En esta revision bibliografica se va a focalizar la atencién precisamente en estudios
que traten sobre esta prometedora y natural forma de conservacién que emplea
bacterias 0 sus metabolitos, y bacteriéfagos, como agentes con accién inhibidora de
microorganismos alterantes y patégenos para aumentar el periodo de vida util de

productos alimentarios (Kumariya et al., 2019).



2. Uso de bacterias o sus metabolitos en bioconservacion

Algunos grupos de bacterias son causa comun de deterioro de alimentos,
representando una amenza para la seguridad alimentaria y siendo agentes etiol6gicos
de algunas patologias de transmision alimentarias, como las originadas por
Clostridium botulinum, Escherichia coli o Listeria monocytogenes, que incluso pueden
llegar a ser fatales (Kumariya et al., 2019). Por ejemplo, en el afio 2017 se
comunicaron 2.480 casos humanos de listeriosis, 91.662 de salmonelosis y 246.158
de campilobacterisis, destacando con 225 muertes los casos provocados por Listeria
spp. (EFSA, 2018).

En cambio, existen otras bacterias que, al contrario que las anteriores, pueden
presentar efectos deseados y beneficiosos en los alimentos. Como ejemplo, las
bacterias acido lacticas, que son parte de la microbiota natural presente en los
alimentos que consumimos y ademas forman parte de nuestra microbiota intestinal
(Oppegard et al., 2007). Tradicionalmente, han sido empleadas ampliamente en la
produccién de alimentos fermentados, convirtiendo lactosa en acido lactico y
generando adicionalmente otros compuestos como acidos organicos, diacetilo,
acetoina, peréxido de hidrégeno, péptidos antimicrobianos y bacteriocinas (Silva et al.,
2018). La gran mayoria se incluyen en el listado denominado como GRAS segun la
FDA (U.S. Food and Drug Administration) porque son generalmente reconocidas como
seguras (“Generally Recognised As Safe”) (Kumariya et al., 2019). La Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) también cualifica con el estado de
Presuncion Cualificada de Seguridad (QPS, por sus siglas en inglés) a muchos
géneros de bacterias acido lacticas como Lactococcus spp., Lactobacillus spp.,

Leuconostoc spp., Pediococcus spp. y algunos Streptococcus spp. (EFSA, 2019).

3. Bacteriocinas: ¢qué son?

En los dltimos afios, las bacteriocinas estan llamando la atencién como conservantes
naturales por su utilidad para obtener alimentos de elevada calidad y seguridad
prescindiendo del uso de aditivos quimicos. Aunque, por otro lado, hay autores que
indican que su aplicacion como aditivos puede estar limitada por su elevado precio o
por su insuficiente efectividad contra determinados microorganismos patégenos, por lo
gue aun se siguen llevando a cabo investigaciones para mejorar las condiciones de su

empleo. A dia de hoy, numerosos estudios ya han conseguido aislar e identificar



bacteriocinas sintetizadas tanto por bacterias Gram-positivas como Gram-negativas
gue han servido para recopilar informacién y elaborar bases de datos que permiten la
identificacion automatizada de bacteriocinas y sus determinantes genéticos a partir de

datos gendmicos (Silva et al., 2018; van Heel et al., 2013).

Estas sustancias son compuestos biolégicamente activos con estructura peptidica y
actividad antimicrobiana que son sintetizados ribosomalmente por un gran niamero de
bacterias (de Freire Bastos et al., 2015; Silva et al., 2018). Generalmente tienen una
estructura de entre 20 y 60 aminoacidos, son catidnicas e hidrofébicas y tienen un
espectro reducido de actuacion, siendo capaces de inhibir a bacterias similares o
cercanas filogenéticamente. Existen algunas bacteriocinas que son activas tanto frente
a bacterias alterantes como patdgenas, ya sean Gram-positivas o Gram-negativas
(Kumariya et al., 2019). No obstante, algunos autores afirman que la mayoria de las
bacteriocinas descritas hasta el momento actian en mayor medida frente a bacterias
Gram-positivas (Pisoschi et al., 2017; Yildirim et al., 2018). Se estima que el 99% de
las bacterias y arqueas pueden producir al menos una bacteriocina (Caulier et al.,
2019), aunque las bacterias Gram-positivas han sido las mas estudiadas para producir
bacteriocinas con posibilidad de aplicacion biotecnolégica (de Freire Bastos et al.,
2015).

Entre sus productores, las mas destacadas son las bacterias acido lacticas. De hecho,
Lactococcus lactis es la especie bacteriana responsable de la produccién de nisina, la
bacteriocina que actualmente presenta mas aplicaciones en la industria alimentaria y
gue también es reconocida bajo el estatus GRAS para su aplicacion en alimentaciéon
(Kumariya et al., 2019). Como ya se ha comentado previamente, las bacterias acido
lacticas son el grupo de bacterias mas ampliamente utilizado en la bioconservacion de
productos alimenticios, por su largo historial de uso seguro en la industria alimentaria y
su abundancia en el medio ambiente y en muchos alimentos (da Costa et al., 2019;
Skariyachan and Govindarajan, 2019). Pueden ser encontradas en leche y productos
lacteos, carne, pescado, vegetales fermentados, vino y pan, entre otros, y se suelen
emplear como cultivos iniciadores en fermentaciones, ya que la produccién de acido
lactico durante este proceso mejora las caracteristicas nutricionales, organolépticas y
de textura de los productos (Tumbarski et al., 2018). No obstante, existen también
otras bacteriocinas como la colicinas, producidas por bacterias coliformes, o aquellas
sintetizadas por bacilos formadores de endosporas, aunque su aplicacion en la

produccion de alimentos aun no se ha explorado (Grande et al., 2011).



Las bacteriocinas de bacterias acido lacticas y de otras especies bacterianas no tienen
caracter toxico contra células eucariotas y las bacterias productoras son inmunes a
ellas (Tumbarski et al., 2018). Oppegard et al. (2007) afirman que toda bacteriocina es
téxica para su bacteria productora pero que gracias a un mecanismo donde
intervienen proteinas de autoinmunidad se crea una especie de autoproteccion hacia
el compuesto sintetizado. Todorov et al. (2019) afirman que estos péptidos
antimicrobianos, mayoritariamente, actdan letalmente contra cepas de especies que
estan taxondmicamente relacionadas con sus bacterias productoras. En cambio,
recientemente han aparecido estudios que demuestran que su espectro de actividad
antimicrobiana puede abarcar un rango bastante mas amplio, considerandose este
hecho una de sus numerosas ventajas para su aplicacion biotecnologica (de Freire
Bastos et al., 2015; Harada et al., 2018). Silva et al. (2018) confirman que el espectro
de actividad depende de cada bacteriocina, pudiendo afectar a las cepas que sean
mas préoximas taxondémicamente o, en cambio, actuar en un rango bacteriano mas
grande. Se les valora también porque pueden ser inactivados por accion de enzimas
proteoliticas intestinales y son facilmente digeridas en el tracto gastrointestinal de los
humanos, con lo cual, no tienen ningln impacto negativo en nuestra propia microbiota
(Silva et al., 2018). Asimismo, son activas en un amplio rango de valores de pH y de
temperaturas, y, son interesantes incluso porque su manipulacion genética seria
viable, siendo incluso posible su transferencia genética a otras cepas con interés
industrial (Grande et al., 2011). En cuanto a las resistencias que se puedan originar
ante su uso, existen diversas opiniones entre los autores. Por un lado, Bastos et al.
(2015), indican que no existen resistencias relevantes firmemente definidas y que las
diferentes investigaciones realizadas en el laboratorio no presentan un consenso al
respecto. Segun Grande et al (2011), al actuar frente a diferentes dianas celulares, no
presentan resistencia cruzada a antibiéticos de uso clinico. En cambio, otros autores si
que han encontrado bacterias que han desarrollado una clara resistencia al empleo de
bacteriocinas, y de hecho las distinguen en resistencias innatas o adquiridas y explican
gue pueden deberse a adaptaciones en la composicion, carga, grosor y/o fluidez de la
membrana celular bacteriana (Cotter et al., 2005; Kumariya et al., 2019). En cualquier
caso, si que existe consenso en que aun queda mucho por investigar en cuanto al
desarrollo de resistencias bacterianas ante el empleo de estos péptidos

antimicrobianos (de Freire Bastos et al., 2015).

Se han llevado a cabo multitud de investigaciones cientificas para estudiar la inhibicion
de bacterias patégenas o microrganismos alterantes mediante el uso de bacteriocinas

que ayuden a conservar los alimentos. En estos estudios se ha trabajado con



bacteriocinas aisladas, o en combinacién con otros antimicrobianos (acidos o agentes
guelantes) o con otros tratamientos (calor, atmésferas modificadas, envasado activo,
altas presiones hidrostaticas, pulsos de luz, etc), obteniendo resultados prometedores
gue motivan a seguir realizando estudios en este ambito. De hecho, se ha
comprobado que su efectividad y eficacia en combinacion con otros sistemas

antimicrobianos en ocasiones se ve potenciada sinérgicamente (Grande et al., 2011).

3.1. Clasificacion de las bacteriocinas

Existe mas de una clasificacién de estos heterogéneos compuestos que varia segun
cada autor atendiendo a sus propiedades fisico-quimicas, organizacién génica,
secuencia aminoacidica, masa molecular o incluso el modo se accién o el rango de
actividad antimicrobiana (Tumbarski et al., 2018). La primera clasificaciéon y la mas
popular es la establecida por Klaenhammer en 1993 (Silva et al., 2018), aunque ha ido
sufriendo varias modificaciones a medida que se han ido descubriendo nuevas
bacteriocinas (Bafios Arjona, 2016; de Freire Bastos et al., 2015). Existen cuatro
clases de bacteriocinas segun lo establecido por dicho autor (Kumariya et al., 2019),
de las cuales, las mas estudiadas son las pertenecientes a las clases | y Il (Bolivar-
Monsalve et al., 2019), posiblemente por ser resistentes al estrés térmico (Bafios
Arjona, 2016).

Los péptidos de la clase | estdn compuestos por entre 19 y 50 aminoacidos y se
distinguen por tener un peso molecular inferior a 5 kDa y ser activos a nivel de la
membrana celular. Pueden ser modificados de forma post-traduccional resultando en
aminoacidos menos comunes como lantionina, B-metil-lantionina, dehidro-butirina y
dehidro-alanina. A su vez, se subdivide en las clases la, Ib y Ic: la primera
comprenderia a los lantibiéticos compuestos por lantionina y B-metil lantionina; la
segunda, a los lantibidticos carbaciclicos compuestos por labionina (amino acido
ciclico); y los antimicrobianos que contienen azufre y un carbono-a, mas conocidos
como sactibiéticos, comprenderian la tercera subclase. La nisina es la bacteriocina
mas conocida perteneciente al grupo |, y mas en concreto a la subclase la (Bolivar-

Monsalve et al., 2019; Kumariya et al., 2019).

Dentro de la clase Il se engloban los pequefios péptidos antimicrobianos no
modificados con propiedades termoestables. Debido a su naturaleza heterogénea,
esta clase también se subdivide en varias subclases. La subclase Ila se compone de

pediocinas con la peculiaridad de poseer en comun la secuencia Y-G-N-G-V en el



extremo amino-terminal del péptido. Son bacteriocinas que tienen actividad especifica
en contra de L. monocytogenes y son generalmente producidas por bacterias acido
lacticas. Entre ellas se encuentra la pediocina PA-1, producida por aislados del género
Pediococcus spp. En la subclase Ilb se encuentran las bacteriocinas que necesitan la
combinacién de dos péptidos para formar un complejo operacional Optimo. La
plantaricina producida por Lactobacillus plantarum y la lactococina generada por L.
lactis son dos ejemplos de este subgrupo (Bolivar-Monsalve et al., 2019; Kumariya et
al., 2019). EIl tercer subgrupo (lic) esta compuesto por bacteriocinas ciclicas que
presentan una unién covalente entre sus extremos carboxilo y amino terminales.
Tienen caracter anfifilico y catiénico, poseen un corazén hidr6fobo muy compacto y
una distribucion asimétrica de cargas positivas. Debido a esta perfecta organizacion,
tienen una estabilidad Unica (Bafios Arjona, 2016). Existe una Gltima subclase 1ld en la
que estan comprendidas aquellas bacteriocinas lineales que no son pediocinas, que
no son modificadas, y que no tienen una secuencia lider, como es por ejemplo la

bactofencina A (Kumariya et al., 2019).

En la clase lll, ya menos estudiada y con controversia entre autores (Bafios Arjona,
2016), se encuentran largas moléculas termolabiles como la colicina, sintetizada por E.
coli, o la helventicina M y helventicina J, que acttan tanto frente a bacterias Gram-
positivas como a bacterias Gram-negativas (Kumariya et al., 2019).

Finalmente, la clase IV estd formada por un grupo independiente de bacteriocinas,
denominadas bacteriolisinas, que consisten en unos complejos mas grandes que
pueden ser de naturaleza glucoprotéica o lipoprotéica. La leucocina S y lactocina 27 se

incluyen dentro de este grupo (Kumariya et al., 2019).

Alvarez-Sieiro et al. (2016) plantearon una nueva clasificacion para categorizar a las
bacteriocinas producidas por géneros de bacterias acido lacticas, que se basa en su
biosintesis y en su actividad biol6gica. Es una clasificacién, no obstante, muy parecida
a la anterior, en la que existen tres clases divididas a su vez en subclases. La
diferencia es que el numero de subclases es mucho mayor. Glicocinas, lantibiéticos,
sactibidticos y lasso-péptidos, entre otros, se clasifican en la clase |. En la clase |l
mantienen las pediocinas y los complejos de dos péptidos y afiaden las bacteriocinas
sin secuencia lider y un cuarto subgrupo miscelaneo. En la clase lll, al igual que la

clasificacion anterior, se encuentran las bacteriocinas termolabiles.

Debido al descubrimiento y caracterizacion constante de nuevas bacteriocinas,
Maqueda et al. (2004) propusieron otra variante a la clasificacion definida por

Klaenhammer en 1993. Insistieron en cambiar la clase Il, que esta formada por



multitud de pequefias moléculas que no coinciden mas que en su termoestabilidad y
en la ausencia de residuos modificados (esta heterogeneidad es mantenida por la
clasificacion propuesta por Alvarez-Siero (2016)). En concreto, sostienen que hay una
bacteriocina incluida dentro de esta clase, la enterocina ciclica AS-48, que tiene unas
peculiares caracteristicas que distan de las demas bacteriocinas, lo que la convierte en

el prototipo para conformar una nueva clase de bacteriocinas (Magueda et al., 2004).

3.2. Modo de accién

Por lo general, en cuanto a su modo de accion, existen dos grupos principales de
bacteriocinas: aquellas con efecto bactericida y aquellas con efecto bacteriostatico. Es
decir, unas llegan a provocar la muerte de la bacteria diana mientras que otras solo

inhiben su desarrollo (Silva et al., 2018).

Su principal mecanismo de accion es atacar a la membrana citoplasméatica del
microorganismo diana afectando a su funcionalidad (Silva et al., 2018), aunque
estudios recientes han identificado también otras dianas intracelulares (Pisoschi et al.,
2017). Se cree que las bacteriocinas producidas por bacterias Gram-positivas afectan
mayoritariamente a las funciones de la membrana, mientras que las colicinas y sus
semejantes, que son producidas por bacterias Gram-negativas, actlan principalmente
en procesos intracelulares (Martinez et al., 2019). Debido a la estructura anfipatica de
las bacteriocinas, su interaccion inicial con la membrana celular se ve favorecida
gracias a interacciones electroestaticas de la parte catidnica de la bacteriocina con las
cargas anibnicas de los grupos fosfato presentes en la bicapa fosfolipidica celular (de
Freire Bastos et al.,, 2015; Pisoschi et al., 2017). Tras esto, puede haber varios
mecanismos de inactivacion de la célula diana, aunque, de manera general, lo que se
suele originar es la formacién de poros en la membrana, comprometiendo su
permeabilidad (de Freire Bastos et al., 2015). Esto antecede la pérdida de pequefios
compuestos intracelulares e iones a través de los poros formados, y, por consiguiente,
la produccién de interferencias en el gradiente proténico transmembrana. El resultado
acaba siendo la disfuncién de la membrana como consecuencia de la permeabilizacion
de la misma. Esta interaccion con la membrana celular bacteriana explica por qué la
nisina y otras bacteriocinas con mecanismos de accion similar ejercen primordialmente
su accién antimicrobiana frente a bacterias Gram-positivas, puesto que la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas dificulta su acceso a la membrana

citoplasmética diana. Asimismo, hay varios parametros de las envolturas celulares que



condicionan este proceso, Como su composicion, su grosor y su caracter hidrofébico
(Pisoschi et al., 2017).

Por otro lado, muchos lantibioticos de la clase | y algunas bacteriocinas de la clase Il lo
gue hacen mas concretamente es atacar un intermediario de la biosintesis del
peptidoglicano de la pared celular: el lipido Il (Silva et al., 2018). Esta molécula es la
encargada de transportar mondémeros de peptidoglicano a través de la membrana, por
lo que la actuacién de la bacteriocina entorpeceria el ciclo del lipido Il. Este bloqueo
puede afectar de dos maneras, formando un poro en el lugar de su anclaje, o bien
inhibiendo la sintesis de la pared celular (de Freire Bastos et al., 2015). La nisina, tiene
la capacidad de actuar de las dos maneras, acoplandose a la membrana y facilitando
la formacién de poros en ella, e inhibiendo la sintesis del peptidoglicano (Figura 1)
(Silva et al., 2018).

pared celular
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Figura 1. Modo de accidn de la nisina y pediocina, pertenecientes respectivamente a las
clases | y Il de bacteriocinas. En el caso de la nisina, se puede producir la inhibicidon de
la sintesis de peptidoglicano y la formacién de poros en la membrana por su anclaje al
lipido Il. En segundo lugar, la pediocina interactia con el sistema fosfotransferasa de
transporte de manosa provocando también la creacién de poros en la membrana.
(Fuente: elaboracién propia).

Otros modos de accién, especialmente aquellos de las bacteriocinas de la clase II,
como la pediocina y sus semejantes (subclase lla), involucran el anclaje de la
bacteriocina al sistema fosfotransferasa de transporte de manosa de la membrana,

con la consiguiente formacion de poros (Silva et al., 2018). De esta manera, se
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permeabiliza la membrana, provocando la disipacion de la fuerza protéon-motriz y
disminuyendo las concentraciones intracelulares de ATP (Figura 1) (Bafios Arjona,
2016; de Freire Bastos et al., 2015).

3.3. Aplicaciones de las bacteriocinas en la industria alimentaria

Existen muchos estudios que demuestran el potencial que tiene el uso de
bacteriocinas para aumentar la vida util y mejorar la seguridad de productos céarnicos,
productos lacteos, pescado, o vegetales fermentados, entre otros, pero, adn asi, su
efectividad tiene que ser confirmada para aprobar su uso comercial. Para ello, se
deben cumplir algunos criterios. Preferentemente, la cepa productora debe ser de
grado alimentario (con estatus GRAS o QPS), debe tener un amplio rango conocido de
inhibicién y actividad especifica y no debe estar asociada a riesgos para la salud del
consumidor. Asimismo, la bacteriocina tiene que conllevar efectos beneficiosos y debe
presentar estabilidad a la temperatura, a valores extremos de pH, a elevadas
concentraciones salinas y no ser modificada en la matriz alimentaria empleada
(Beristain-Bauza et al., 2012; Johnson et al., 2018; Silva et al., 2018). Ademas, se ha
comprobado que la accion antimicrobiana de las bacteriocinas puede variar
significativamente dependiendo de la matriz alimentaria empleada, por lo que su

efectividad debe ser probada individualmente en cada producto (Silva et al., 2018).

Estos compuestos antimicrobianos pueden adicionarse en los productos alimentarios
de diferentes maneras. Se puede inocular la cepa productora de bacteriocina en el
alimento, o se puede afadir la bacteriocina purificada directamente. El primer caso
puede resultar mas ventajoso, puesto que si se afiade la bacteriocina directamente,
ésta puede interactuar con el alimento y/o degradarse perdiendo su actividad. Otra
alternativa interesante seria mejorar la estabilidad de la bacteriocina en el sistema
alimentario con la incorporacion del agente activo en sistemas de envasado activo o
mediante su encapsulacion (Silva et al., 2018). Aun asi, la opcion mas viable es
incorporar el microorganismo productor de bacteriocina en si mismo, ya que muchas
de las cepas productoras son categorizadas en grupos con estatus QPS, mientras que

la aprobacién de la bacteriocina como aditivo de uso alimentario es mas compleja.

Se ha demostrado que la nisina inhibe la germinacién de esporas de C. botulinum en
gueso para untar, entre otros alimentos. Pediococcus spp. genera pediocina, y cabe
destacar que un preparado comercial a base de pediocina PA-1, producido por la

especie P. acidilactici, inhibe el crecimiento de L. monocytogenes y puede alargar la



vida til de muchos alimentos listos para el consumo. Esta bacteriocina ha demostrado
ser mas efectiva que la nisina para actuar en contra de patdégenos como L.
monocytogenes y Staphylococcus aureus, y otros microorganismos como
Pseudomonas spp. y E. coli. Su potencial anti-listeria se ha estudiado en varios
productos lacteos como queso tipo cottage, tipo crema y salsa de queso y ha resultado
efectiva en contra de S. aureus en leche cruda de budfala (Kumariya et al., 2019; Silva
et al., 2018; Verma et al., 2017).

Se han encontrado resultados muy satisfactorios y prometedores en varios estudios en
los que se ha estudiado el efecto de diversas bacteriocinas aplicadas en envasado
activo (Yildirim et al.,, 2018). La nisina, sintetizada por L. lactis, es la bacteriocina
sometida a un mayor numero de ensayos, quizas por su amplio espectro
antibacteriano y porque es comercialmente usada al ser reconocida como GRAS
(Abdollahzadeh et al., 2014). Ha demostrado una perfecta incorporacion a diversos
films elaborados a partir de metilcelulosa, hidroxipropil metilcelulosa, polietileno e
incluso cartén, que han sido utilizados para el envasado de productos como pueden
ser perritos calientes, carne de ternera, distintos tipos de leche, salmén ahumado y
zumo de naranja (Yildirim et al., 2018). En perritos calientes se observé una reduccion
en la poblacion de L. monocytogenes mayor a 2 log UFC/paquete tras 60 dias bajo
refrigeracion al aplicar un film derivado de celulosa que incluia 10.000 o 7.500 Ul/ml de
nisina, siendo equivalente una Unidad Internacional (Ul) a 0,025 ug (Franklin et al.,
2004; JECFA, 2013). En carne de ternera y lomo de cerdo, se ha demostrado que la
aplicacion de nisina en combinacion con EDTA alarga su vida duatil a nivel
microbioldgico, obteniéndose en el caso del lomo de cerdo una prolongacion de la
misma de hasta mas de 5 semanas. En otras carnes, las poblaciones de E. coliy de L.
monocytogenes se vieron reducidas al aplicar films con nisina y EDTA. En jamén
cocido, se obtuvieron buenos resultados al verse inhibidos los patogenos L.
monocytogenes y Salmonella spp. por la aplicacién de nisina en combinaciéon con
enterocinas, sakacinas y lactato de potasio (Yildirim et al., 2018). Por otro lado, en
queso también se ha demostrado que el desarrollo de Clostridium spp. puede
controlarse con este péptido (Pisoschi et al., 2017). El empleo conjunto de
bacteriocinas con otras técnicas de conservacion, ya sea en conjunto con otras
bacteriocinas, otras moléculas o con tecnologias mas sofisticadas de conservacion,
puede tener efectos sinérgicos a la hora de obtener alimentos seguros, de calidad y
minimamente procesados. Por otro lado, el efecto antimicrobiano puede verse
disminuido por la influencia de otros componentes de las materias primas, las técnicas

de procesado, el pH, o la temperatura. Por ejemplo, la actuacion de enzimas



proteoliticas propias de la carne fresca podria suponer un factor limitante en la eficacia
antimicrobiana de las bacteriocinas, ya que estas pueden degradar estos péptidos
(Abdollahzadeh et al., 2014). Estos mismos autores comprobaron que las proteasas de
la carne de pescado pueden inhibirse por accién del calor, lo que seria positivo para la
actuacion de la bacteriocina, pero, aun asi, la eficacia de la nisina no se vio favorecida
posiblemente por el establecimiento de uniones con proteinas o grasas de la matriz
alimentaria. Lo que si confirmaron Abdollahzadeh et al. (2014) en su estudio con nisina
en carne de pescado es que el nivel de inhibicion bacteriana aumenta conforme se

incrementa la cantidad de nisina de 500 Ul/g a 1000 Ul/g.

Hasta el dia de hoy, solo esta permitido el uso como aditivo alimentario de la nisina (E-
234) y la natamicina (E-235) (Yildirim et al., 2018). De hecho, esta bien documentado
gue la combinacién de nisina y natamicina inhibe el crecimiento de mohos y levaduras
en la produccion de aceitunas (Hondrodimou et al., 2011; Pisoschi et al., 2017). El
empleo de nisina como aditivo alimentario, bajo el nimero E-234, esta regulado por la
directiva 95/2/EC de la Unién Europea (Yildirim et al., 2018), siendo posible su

utilizacion en mas de 50 paises (Abdollahzadeh et al., 2014; Pisoschi et al., 2017).

Al contrario que la nisina, la natamicina no tiene actividad frente a bacterias, pero si
actla contra mohos y levaduras. Tiene estructura de polieno macrolido, lo que nos
indica que contiene un anillo de lactona con dobles enlaces. Esta estructura, mas
compleja que los demas péptidos antimicrobianos, es lo que la hace alejarse de la
clasificaciobn como bacteriocina. Presenta dos grandes ventajas: por un lado, ni los
hongos ni las bacterias pueden volverse resistentes a esta sustancia porgque interactda
con el ergosterol de la membrana citoplasmatica de los hongos, y, por otro lado,
dificilmente migra hacia el interior del alimento, lo que la convierte en la mejor opcion
para aplicar en superficies de quesos y embutidos (Comisién del Codex Alimentarius,
2000; Pisoschi et al., 2017).

Ademas de la nisina, existen otras bacteriocinas que se caracterizan por su estabilidad
ante cambios de temperatura y por su funcionalidad dentro de un amplio rango de
valores de pH. Se trata de las pediocinas, que son secretadas por la especie
Pediococcus spp. y han sido evaluadas en productos carnicos y vegetales. Son
eficaces contra L. monocytogenes, Enterococcus faecalis, S. aureus y Clostridium
perfringens (Pisoschi et al.,, 2017). Por otro lado, la reuterina, producida por
Lactobacillus reuteri, resiste ante cambios térmicos y en presencia de enzimas liticas,
y ademas se caracteriza por su elevada solubilidad en agua y estabilidad en un amplio

rango de valores de pH (Pisoschi et al., 2017).



En el afio 2018, la FDA aprobd con el estatus GRAS a la preparacion comercial que
incluye la cepa Carnobacterium divergens M35 y sus metabolitos como la divergicina
M35 para su uso como antimicrobiano frente a L. monocytogenes en tres especies de
salmon ahumado -coho, sockeye y del Atlantico- y en trucha arcoiris ahumada. Pero
esta no es la primera especie de Carnobacterium spp. que adquiere este estatus, pues
en 2005 y 2010 se aprob6 la cepa Carnobacterium maltaromaticum CB1 como
inhibidor de L. monocytogenes en varios productos listos para el consumo (FDA,
2019).

En la Tabla 1 se muestran algunas bacteriocinas pertenecientes a varios grupos que
son activas frente a diversos microorganismos patégenos y alterantes y que pueden

emplearse en productos carnicos, lacteos y vegetales.



Tabla 1. Ejemplos de bacteriocinas activas frente a diversos microorganismos patdégenos o alterantes en diferentes productos alimenticios.

. Clase (sub  pjicroorganismo Microorganismo Método de
Bacteriocina . Producto . ., Fuentes
clase) productor diana aplicacion
Bacteriocina
purificada en solucién
acuosa durante el
L. monocytogenes Quesos., leche SRR (Cotter et al.,
pasteurizada, ulverizada sobre la 2005;
Nisina (E-234) | (la) L. lactis C. botunillum vegetales, P . o Gharsallaoui et
. superficie o afadida .
perritos en envasados activos al., 2016; Silva et
S. aureus calientes, carne 7 al., 2018)
sola o en combinacion
con otros agentes
conservantes
Lactobacillus sakei,
Enterococcus .y
: . Productos Adicion de
. Lactobacillus faecium, C. . o (Johnson et al.,
Plantaracina I (Ic) . . lacteos, carne, bacteriocina
plantarum botunillum, Bacillus " 2018)
conservas purificada
spp., L.
monocytogenes
L. monocytogenes vogur, queso
. ot ’ tipo cottage y Adicion de (Johnson et al.,
- . Bacillus subtilis, S. . .
Lacticina I (Ic) L. lactis . gueso fresco, bacteriocina 2018; Silva et al.,
aureus, Lactobacillus . .
carne picada de purificada 2018)

fermentum

ternera.



Tabla 1. (Continuacion)

Clase (sub

. Microorganismo Microorganismo Método de
Bacteriocina . Producto . - Fuentes
clase) productor diana aplicacion
Preparado comercial
. . (Cotter et al.,
L Pediococcus L. innocua, , . ALTA 2431 (Quest )
Pediocina PA-1 | 1l (lla) L Jamon cocido ((g . )Y 2005; Santiago-
acidilactici Salmonella spp. ALTA 2351 afnadido .
Silva et al., 2009)
en polvo
, . L. plantarumy L. . Anadida en envasado (Yildirim et al.,
Lactocina I (11b) L. lactis . P y Salchichas . (
innocua activo 2018)
Bacillus spp., E.
faecalis, L. Vegetales Adicion de
: . . (Johnson et al.,
Enterocina EJ97 | 1l (lic) E. faecalis EJ97 monocytogenes, S. enlatados y bacteriocina
. . " 2018)
aureus, Geobacillus bebidas purificada
stearothermophilus
Carnes, En solucién acuosoa .
, : (Gélvez et al.,
Enterocina AS- Enterococcus S. auereus y B. vegetales, combinado con otros e
v i , 2007; Silva et al.,
48 faecalis cereus productos meétodos de

lacteos

conservacion

2018)



4. Bacteriofagos: clasificacién y modo de accidn

Los bacteri6fagos, también llamados fagos, son virus que atacan especificamente a
las bacterias. Tienen un aspecto en comun con las bacteriocinas, y es que, al igual
gue las anteriores, también poseen actividad antimicrobiana, aunque su modo de

accion es totalmente diferente (Martinez et al., 2019).

La clasificacion de los fagos se puede enfocar desde diferentes puntos de vista. Si
prestamos atencién a su morfologia podemos encontrarnos con fagos de dos tipos:
con envuelta y sin envuelta. En cambio, si la clasificaciébn se hace en base a su acido
nucleico, podemos tener fagos con ADN o con ARN, y estos a su vez, pueden ser de
doble cadena o de cadena simple. Finalmente, su material genético puede aparecer de

manera circular o lineal (Esther and Sanchez, 2013).

Por otro lado, seglin su modo de actuacion también se pueden clasificar los fagos en
dos categorias: los que siguen un ciclo de vida litico y los que siguen un ciclo de vida
lisogénico (Figura 2) (Esther and Sanchez, 2013). En el primer caso, los acidos
nucleicos de los fagos penetran en la célula hospedadora, donde llevaran a cabo su
replicacion, se sintetizaran enzimas virales y se producird el ensamblaje de nuevas
particulas fagicas, que seran liberadas al exterior de la célula una vez se haya
provocado la lisis celular de la bacteria (Martinez et al., 2019). Los que siguen el ciclo
lisogénico, integran su ADN en el material genético de la bacteria huésped, que mas
tarde se multiplicara en procesos de division celular, pasando la informacion genética
fagica a la progenie bacteriana (Esther and Sanchez, 2013). En seguridad alimentaria,
los bacteriéfagos con ciclo lisogénico no son susceptibles de ser utilizados en
estrategias de bioconservacion ya que pueden dotar de virulencia o transferir genes de
resistencia a los antibiéticos a la célula hospedadora. Por lo tanto, solo seria

interesante el empleo de virus con ciclo de vida litico (Harada et al., 2018).

4.1. Aplicaciones de los bacteri6fagos

Recientemente, se esta prestando especial atencion al uso de fagos como nuevos
antimicrobianos para reducir brotes de toxiinfeccion alimentaria, y también para
minimizar la diseminacion de bacterias zoon6ticas multirresistentes a los antibiéticos a
lo largo de la cadena alimentaria. Por lo tanto, la terapia con fagos, que ya se usaba
en el pasado para tratar infecciones bacterianas, se esta abriendo paso en los &mbitos

de la agricultura y la seguridad alimentaria (Martinez et al., 2019).



Ademas del empleo directo del fago en si, alternativamente se pueden utilizar enzimas
liticas producidas por bacteriéfagos, como las endolisinas y las hidrolasas de
peptidoglicanos asociadas a viriones (Figura 2). Estas enzimas tienen importantes
propiedades como su capacidad de actuacion en numerosas matrices, su idoneidad
para la manipulacién genética y su supuesta inmunidad a resistencias microbianas
(Martinez et al., 2019).

Los fagos son susceptibles de perder actividad en la matriz alimentaria, por lo que su
aplicacion a través de diferentes tipos de envasado activo ha sido estudiada también.
De esta manera, se conseguiria una liberacion controlada de particulas fagicas en el
alimento (Martinez et al., 2019). Por ejemplo, se ha estudiado su inmovilizacién en una
membrana modificada de celulosa cargada positivamente, o la impregnacion de una
suspension fagica en papel, e incluso también la incorporacién de bacteriéfagos
encapsulados en geles de alginato que posteriormente se aplican en papel (Lone et
al., 2016). Otro estudio realizado por Cui et al. (2017) demuestra una prometedora
técnica de encapsulacion de bacteriéfagos en liposomas, que se aplican sobre un film
de quitosano, y que mostrd actividad contra E. coli O157:H7 sin tener impacto sobre la
calidad sensorial de la carne de ternera. También se estan explorando la aplicacion
combinada de endolisinas de origen fagico con otros bioconservantes como nisina
(Ibarra-Sanchez et al., 2018) o con otras tecnologias de conservaciéon como las altas
presiones hidrostaticas (Misiou et al., 2018). Ibarra-Sanchez et al (2018) obtuvieron
resultados sinérgicos contundentes con la combinacion de la endolisina PlyP100
(producida por el fago de Listeria P100) con nisina para combatir L. monocytogenes en
queso fresco, sin presentar desarrollo de resistencias a ninguno de los dos
antimicrobianos. Asimismo, en un estudio que consistia en la combinacion de
endolisinas con altas presiones hidrostéaticas, se observé que la eficacia de la técnica
empleada es dependiente del medio donde se aplica, es decir, que la compaosicién y
caracteristicas quimicas del alimento influyen determinantemente, por lo que se
requiere una optimizacion individualizada de cada estrategia de bioconservacion
(Misiou et al., 2018).

Otro estudio ha evaluado la inhibicion de S. aureus, uno de los patogenos mas
comunes en brotes de toxiinfeccion alimentaria, con la utilizacion de la endolisina
Lysdb, producida por un fago con actividad infectiva en Lactobacillus delbrueckii. Esta
endolisina actia anclandose a la pared celular del patégeno provocando su lisis celular
(Figura 2). Para estudiar su aplicacion en queso, se ha modificado genéticamente a
Lactobacillus casei para que libere la endolisina Lysdb progresivamente durante el

proceso de maduracion del queso. Los resultados del estudio concluyen la efectiva



inactivacion de S. aureus durante la fermentacién de leche cruda de vaca para la

obtencion de queso (Guo et al., 2016).
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Figura 2. Representacion de los modos de actuaciéon de los bacteri6fagos. Se puede
observar ambos ciclos de vida: ciclo litico y ciclo lisogénico. Ademas, se representa la
capacidad de las enzimas liticas para provocar la lisis celular. (Fuente: elaboracion

propia).

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas mas ventajosas del empleo de
bacteriéfagos y sus enzimas liticas, asi como también sus inconvenientes, a la hora de

mejorar la seguridad alimentaria.

Tabla 2. Ventajas y desventajas del empleo de bacteri6fagos y sus enzimas liticas en
seguridad alimentaria (Fuente: Martinez et al. (2019)).

Bacteriofagos Enzimas liticas

Alta especificidad

Seguras
_ Activas contra bacterias multirresistentes
Ventajas
Facilidad de manipulacién genética
- No generan resistencias
Ubicuidad 9 .
bacterianas
Necesidad de combinacién de varios
fagos Produccién costosa
Limitaciones | pqgiple transferencia horizontal de No son efectivas contra
genes de resistencia a antibioticos y bacterias Gram-negativas
de genes de virulencia
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5. Quorum sensing y quorum guenching

A finales de los afios 70 se desmontd la creencia de que las bacterias eran
microorganismos que funcionaban de manera autbnoma (Kareb and Aider, 2019). Se
descubri6 que estos organismos unicelulares tienen un sistema de interaccion
intercelular en el que una poblacién de bacterias es capaz de comunicarse y coordinar
una respuesta colectiva y apropiada ante variaciones en el ambiente donde se
encuentran. Esta comunicacion se conoce por el nombre de quorum sensing y puede
ser definida como un sistema sincronizado de regulacion de expresion de genes que
es dependiente de la densidad de células y de las condiciones ambientales. Este
mecanismo de sefializacion les permite regular diversas funciones fisiolégicas como la
formacion de biofilms, la expresion de factores de virulencia, la sintesis de
bacteriocinas o la produccién de bioluminiscencia, que fue el fenotipo que llevé a la
primera descripcion del fenémeno (Kareb and Aider, 2019).

El quorum sensing se origina en primer lugar por la sintesis, secrecién y acumulacion
de moléculas de sefalizacion de bajo peso molecular, llamadas autoinductores.
Cuando estas moléculas alcanzan una determinada concentracién (quorum) y son
detectadas por las células (sensing), una respuesta colectiva se induce en toda la
poblacion bacteriana para adaptarse al medio que las rodea (Kareb and Aider, 2019;
Reading and Sperandio, 2006).

Los sistemas de quorum sensing también modulan la expresion de algunas enzimas
liticas que estan involucradas en el deterioro de alimentos. Por ejemplo, en el caso de
la leche y productos lacteos, las proteinasas, hidrolasas o lipasas bacterianas
responsables de su desperdicio estan reguladas por sistemas de quorum sensing,
activados al final de la fase estacionaria de crecimiento cuando la densidad celular
bacteriana es alta. De la misma manera, en productos carnicos, se ha detectado la
accion concomitante de autoinductores de tipo acil-homoserin lactona con enzimas
proteoliticas (Ammor et al., 2008). Por contra, en muchos casos, la sintesis de
bacteriocinas con actividad antimicrobiana es coordinada por quorum sensing. Por
ambos motivos, este mecanismo influye indirectamente en la conservacion de
alimentos. En el pasado se observo que la produccion de bacteriocinas por algunos
microorganismos era dependiente de su densidad celular, por lo que se relacion6 con
este hecho (Turovskiy et al., 2007). Por ejemplo, los lantibidticos pertenecientes a la
clase | son producidos por un sistema de quorum sensing compuesto por dos
moléculas: la histidina quinasa (LanK) y un regulador transcripcional (LanR). Por otro

lado, algunas bacteriocinas de la clase Il también son reguladas por un sistema de



guorum sensing, que algunos autores definen como de dos componentes y otros como
de tres componentes (Kareb and Aider, 2019). También es posible que el autoinductor
actue por si s6lo como antimicrobiano (Kareb and Aider, 2019), como es el caso de la
N-dodecanoyl homoserina lactona producida por Pseudomonas aeruginosa (Kaufmann
et al., 2005). En cambio, algunos de los autoinductores que también tienen
propiedades antibacterianas por si solos no llegan a ser tan efectivos como la
bacteriocina cuya produccién regulan (Turovskiy et al., 2007). Por lo general, las
bacteriocinas de la clase |, ademas de actuar como antimicrobianos, se comportan
también como autoinductores reguladores del quorum sensing (Turovskiy et al., 2007).
Asi lo corrobora Kleerebezem (2004) en su estudio sobre nisina y subtilina como

autoinductores con actividad antimicrobiana.

Si los sistemas de quorum sensing son responsables de coordinar los
comportamientos de las bacterias, interfiriendo sobre ellos se podrian bloquear las
funciones de estos microorganismos, lo que seria especialmente deseable en el caso
de bacterias patdgenas. Es por eso por lo que se estan llevando a cabo estudios sobre
lo que se denomina quorum quenching, que no es otra cosa que la obstaculizacion del
guorum sensing (Turovskiy et al., 2007; Weiland-Brauer et al., 2019). Los agentes con
actividad de quorum quenching no ocasionan la muerte de las células bacterianas,
pero impiden la proliferacion de microorganismos patégenos y responsables del
deterioro de alimentos y la expresion de su pleno potencial de virulencia y/o de

alteracion de los alimentos.

Estos sistemas de bloqueo del quorum sensing se han estudiado en profundidad en la
macroalga Delisea Pulchra, que de esta manera controla la formacion de biofilms
bacterianos en su superficie. Esta especie marina produce una variedad de furanonas
halogenadas que ejercen una accion antagonica frente a moléculas autoinductoras
claves en el quorum sensing de bacterias Gram-negativas (Weiland-Brauer et al.,
2019). Las furanonas halogenadas interfieren por tanto en la interaccion entre la acil
homoserina lactona (autoinductor) y su receptor especifico, impidiendo asi la

comunicacion bacteriana (Turovskiy et al., 2007).

Existen muchas sustancias naturales que son cominmente empleadas en la
formulacién de alimentos y que actian como inhibidores de quorum sensing, por lo
que podria fomentarse su empleo a modo de conservantes naturales (Ammor et al.,
2008). Algunos extractos de ajo han demostrado interferir en el quorum sensing v,
consecuentemente, en la formacion de biofilms de P. aeruginosa, reduciendo asi su

tolerancia al tratamiento con el antibiético trobramicina (Rasmussen et al., 2005).



También se han llevado a cabo estudios con extractos de vainilla como posibles
inhibidores de sistemas de quorum sensing, obteniéndose resultados muy
satisfactorios con la inhibicion del autoinductor de tipo homoserina lactona de la

especie Chromaobacterium violaceum (Choo et al., 2006).

Estos sistemas antagonicos al quorum sensing pueden activarse también entre dos
bacterias competidoras entre si, de tal manera que una de ellas degrade o bloquee los
autoinductores producidos por la otra. Por lo tanto, el fendbmeno de quorum quenching
puede ser muy prometedor si se emplea una bacteria con reconocido estatus QPS con
capacidad para inhibir los sistemas de quorum sensing de microorganismos patdgenos
o alterantes y, por tanto, su virulencia o potencial de alteracién de alimentos. A modo
de ejemplo, este fendbmeno se observa entre Lactobacillus acidophilus La-5 y el
patdgeno E. coli O157:H7. El sobrenadante del lactobacilo contiene unas fracciones
gue son capaces de interactuar con los sistemas de quorum sensing de E. coli
0157:H7 encargados de regular la expresién de genes de virulencia (Kareb and Aider,
2019).

6. Conclusiones

Las investigaciones realizadas hasta el momento ponen de manifiesto la posibilidad de
usar estos antimicrobianos naturales como alternativa al uso de aditivos quimicos. Los
resultados obtenidos con algunas bacteriocinas como la nisina en combinacién con
otras sustancias o0 métodos antimicrobianos son bastante prometedoras, lo que
incentiva a seguir estudiando su empleo para alargar la vida atil de productos
alimenticios. En términos practicos, aunque muchas de las aplicaciones se han
evaluado con la adiciéon directa de bacteriocinas purificadas, seria interesante priorizar
el empleo de la propia bacteria productora, ya que la aprobaciéon de bacteriocinas
como aditivos para su uso en aplicaciones industriales puede resultar mas complicada.
Por otro lado, en cuanto a la clasificacion de las bacteriocinas, parece necesario llegar
a un consenso de clasificacion universal para que queden perfectamente

especificadas las diferentes clases y subclases existentes.

En cuanto al uso de bacteriéfagos y sus enzimas liticas, se han obtenidos resultados
muy satisfactorios, como por ejemplo sus aplicaciones a través de envasado activo o
el empleo de endolisinas para combatir a los patégenos Staphylococcus aureus y

Listeria monocytogenes.



Del mismo modo que las anteriores estrategias, la manipulacion del quorum sensing
de bacterias patdégenas y alterantes también ha demostrado ser muy interesante para

alargar la vida atil de productos alimenticios.

Por dltimo, se puede afirmar abiertamente que es necesario continuar con las
investigaciones referidas a bioconservacion de alimentos para lograr su aplicacion de
manera exitosa como sustituto de conservantes quimicos en un futuro cercano.
Especialmente, es necesaria una optimizacion individualizada de cada agente

antimicrobiano dentro de cada matriz alimentaria concreta.
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