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1. RESUMEN

Con el correr del tiempo, microorganismos como las bacterias han ganado territorio a nivel
clinico dada su capacidad de resistencia frente a sustancias antimicrobianas ante las cuales,
originalmente, mostraban sensibilidad. Lo anterior, se presenta en ocasiones como un
problema y desafio para los equipos médicos, ya que éstos se quedan sin opciones
terapéuticas para determinados microorganismos infecciosos. Sumado a esto, la
contaminacion bacteriana de alimentos y con ello la produccién de intoxicaciones
alimentarias leves o graves también ha ido en aumento, lo que ha llevado a cientos de
cientificas y cientificos, alrededor del mundo, a estudiar nuevas estrategias de control para

estos microorganismos contaminantes.

Teniendo en consideracion lo anterior, el objetivo de esta revision es dar a conocer los nuevos
avances cientificos en relacion con la actividad antibacteriana de bacteriocinas encapsuladas
en sustancias polimeéricas y su utilizacion en industria alimentaria y farmacologica. Muchos
articulos cientificos e investigaciones realizadas alrededor del mundo abordan esta
problematica creciente, y han desarrollado compuestos y métodos que permiten una mejor
conservacion de los alimentos, a la vez que logran inhibir la capacidad productora de biofilm
de bacterias causantes de intoxicaciones alimentarias. Dentro del campo clinico, la
implementacion de terapias combinadas de antibioticos disponibles en el mercado y
bacteriocinas activas contra bacterias resistentes ha surgido como una alternativa frente a los

tratamientos convencionales.

Finalmente, muchas de las nuevas estrategias de control e inhibicion bacteriana estan dando
resultados positivos. Se ha demostrado que la incorporacion de bacteriocinas dentro de
sustancias poliméricas presenta ventajas en su utilizacion ya que se puede observar una
mayor estabilidad de estos productos antimicrobianos frente a factores fisicoquimicos como
temperaturay pH. Lo anterior, hace vislumbrar desarrollos futuros prometedores en el ambito

del control de microorganismos.

Palabras claves: Sustancias poliméricas, péptidos antimicrobianos, bacteriocinas,

resistencia bacteriana, antibiético



IV. INTRODUCCION

La presente revision bibliogréfica se encuentra centrada en la actividad antimicrobiana de
bacteriocinas y otros compuestos antimicrobianos encapsulados en sustancias poliméricas.

Las bacteriocinas son sustancias antibacterianas producidas por bacterias.

Las bacteriocinas se pueden clasificar en diferentes grupos y se definen como péptidos
antimicrobianos sintetizados por ribosomas producidos por bacterias. Pueden matar o inhibir
cepas bacterianas estrechamente relacionadas o no relacionadas con las bacterias
productoras. Este tipo de bacterias presenta un gen de autoinmunidad para protegerse de la

accion de su propia bacteriocina.

Las sustancias poliméricas, en general, se definen como compuestos organicos, que
pueden ser de origen natural o sintético, con alto peso molecular, formados por unidades
estructurales repetitivas a las que se les denomina mondémeros. Es importante destacar que
en esta revision los polimeros de mayor interés son los naturales, como las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) definidas como polimeros biosintetizados por varias cepas
de microorganismos. Dichos polimeros estan compuestos, principalmente, de substancias de
alto peso molecular, carbohidratos, proteinas y &cido desoxirribonucleico (ADN), la

produccion de estos se desencadena mayoritariamente por sefiales ambientales.(1)

Para analizar el tema en cuestion, es necesario mencionar las causas por las cuales se
aborda. En los ultimos afios, la aplicacion de bacteriocinas como parte de la tecnologia de
obstaculos, la que se entiende como tecnologia que se utiliza para controlar los procesos de
deterioro, intoxicacion y fermentacidn no deseados en alimentos, ha ganado gran atencion,
ya que ésta, de grosso modo, hace que los alimentos se conserven por mas tiempo de manera
mas natural. Por otro lado, las bacterias cada dia se estan haciendo mas resistentes y en

algunos casos se dificulta la eleccion correcta del antibi6tico para su control. Dado lo
1
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anterior, en el area de la farmacologia, las bacteriocinas pueden ser un potencial objetivo para
el tratamiento de bacterias multirresistentes, de esa forma, se les puede considerar como

tratamiento terapéutico para enfermedades infecciosas.

Esta revision bibliogréafica se realizé por el interés de conocer los diferentes usos o
aplicaciones potenciales en la industria de conservacion de alimentos, asi como también en
la industria farmacoldgica enfocada en tratamientos. En el caso del uso de bacteriocinas en
la industria alimentaria, puede ayudar a reducir la adiciobn de conservantes sintéticos
(quimicos) a los alimentos procesados. Esto puede ser una opcion para satisfacer las grandes
demandas por parte de los consumidores de alimentos que los prefieren de sabor fresco, listos
para comer, minimamente procesados y también para desarrollar productos alimenticios

innovadores (por ejemplo, menos contenido de sal 0 menos acidos).

Las bacteriocinas pueden presentar un amplio o reducido espectro de actividad. Aquellas
de amplio espectro presentan usos potenciales mas extensos, mientras que de espectro
reducido pueden usarse mas especificamente para inhibir selectivamente ciertas bacterias de
alto riesgo en alimentos. Las bacteriocinas pueden agregarse a los alimentos en forma de
preparaciones concentradas como conservantes de alimentos, extendedores de vida util,

aditivos o ingredientes o pueden producirse in situ por iniciadores bacteriogénicos (2).

Las bacteriocinas inmovilizadas también pueden encontrar aplicacion para el
desarrollo de envases de alimentos bioactivos. Muchas bacteriocinas muestran efectos
aditivos o sinérgicos cuando se usan en combinacion con otros agentes antimicrobianos,
incluidos los conservantes quimicos, compuestos fendlicos naturales y otras proteinas
antimicrobianas. Esto, asi como el uso combinado de diferentes bacteriocinas, también puede
ser un enfoque mas llamativo para evitar el desarrollo de cepas resistentes, lo que seria un
gran avance farmacoldgico, por lo mismo en esta industria, las bacteriocinas pueden tomar
un rol fundamental en cuanto al tratamiento antimicrobiano de bacterias, ya sean resistentes

0 no, haciendo de esa forma que las bacteriocinas sean una nueva estrategia terapéutica.



V. OBJETIVO GENERAL

Dar a conocer los nuevos avances cientificos en relacion con la actividad antibacteriana
de bacteriocinas y otros compuestos antimicrobianos encapsulados en sustancias

poliméricas y su utilizacion en industria alimentaria y farmacol6gica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir las bacteriocinas y microorganismos productores.

2. Describir las sustancias poliméricas y su uso en la industria de alimentos y
farmacologica.

3. Analizar el uso de sustancias poliméricas para encapsular productos antimicrobianos

0 bacteriocinas.



VI. METODOLOGIA DE BUSQUEDA

Esta revision bibliografica se realizé con la busqueda de informacion disponible
acerca de compuestos poliméricos y su utilizacion como matriz de bacteriocinas y otros

productos antimicrobianos con enfoque principal en la industria farmacéutica y alimentaria.

Donde para esta recopilacion de informacion se consultaron revistas indexadas a
modo de asegurar la calidad de la informacion disponible, lo que también permitié ingresar
a bases de datos internacionales y/o nacionales.

Las bases de datos consultadas fueron PubMed, Medline, Scopus, Scielo, Latindex,
Web of Science, entre otras, con el proposito de revisar trabajos publicados relacionados con

al tema investigado, principalmente durante los ultimos 6 afios.



VII. MARCO TEORICO

CAPITULO I: BACTERIOCINAS

1.1  Definicion y caracteristicas de las bacteriocinas

Las primeras referencias que se tienen acerca del estudio de las bacteriocinas datan de
1928, cuando se publicaron dos trabajos que describian la actividad antimicrobiana de una
cepa de Streptococcus lactis frente a Lactobacillus delbrueckii debido a un compuesto
proteico, dializable y termoestable. En 1947, Matick y Hirsch describieron un compuesto
antimicrobiano producido por varias cepas de estreptococos del grupo N de Lancefield y lo

denominaron nisina. (3)

El término “bacteriocinas” fue propuesto por primera vez por Jacob y colaboradores en
1953 para referirse a las sustancias proteicas con actividad antimicrobiana de origen
bacteriano. Las bacteriocinas se definieron a modo general como un grupo de sustancias
antimicrobianas de origen bacteriano, caracterizadas por (i) la adsorcion a receptores de
membrana especificos; (ii) la actividad intraespecifica y, (iii) la biosintesis letal. Estudios
posteriores acerca de las colicinas evidenciaron que estas sustancias se caracterizaban,
ademas, por (iv) poseer un componente proteico biolégicamente activo; (v) ejercer un modo
de accion bactericida y, (vi) por la localizacion plasmidica de los determinantes genéticos

que codifican su produccion e inmunidad. (4)

En la revision sobre bacteriocinas de las bacterias Gram positivas de Tagg Yy
colaboradores en 1976 se considera que los seis criterios mencionados anteriormente son
validos para las bacteriocinas prototipos o colicinas, pero las bacteriocinas de las Gram
positivas muestran discordancias con algunos de los criterios establecidos, directamente en

lo referente al espectro de accion, la presencia de receptores especificos, la localizacion de
5



los determinantes genéticos y la biosintesis letal. Por tanto, Tagg y colaboradores sugieren
que se deben considerar bacteriocinas a todas aquellas sustancias antimicrobianas bacterianas

que, por lo menos, cumplan los criterios (iv) y (v). (5)

Continuando sélo por el lado de bacteriocinas de bacterias acido-lacticas, estas son un
grupo heterogéneo de sustancias antimicrobianas de origen peptidico, varias de ellas no han
sido completamente caracterizadas adin. Por tanto, otros autores siguieren que no se puede
establecer propiedades en comun de todas, sin embargo, las propiedades que principalmente
se tienen en cuenta son las siguientes: naturaleza, tamafio molecular, composicion
aminoacidica y estructura quimica, termorresistencia y estabilidad frente a pH. Aunque por
definicion las bacteriocinas son sustancias de naturaleza proteica, se han descrito algunas que
presentan en su molécula componentes glucosidicos y/o lipidicos, ademés de una fraccion

proteica (6).

Las bacteriocinas producidas por las bacterias acido-lacticas se caracterizan por ser,
generalmente, estables a valores de pH acidos o proximos a la neutralidad, lo que indica la
adaptacion de estas sustancias a condiciones ambientales de los sustratos en los que se
desarrollan las bacterias productoras. La termorresistencia es una caracteristica muy
extendida entre las bacteriocinas de las bacterias lacticas, dependiendo de una serie de
factores como el grado de purificacion de las bacteriocinas, la presencia de moléculas
termoprotectoras y el pH. La termoestabilidad disminuye cuando los tratamientos térmicos
se realizan con las bacteriocinas purificadas parcialmente o a homogeneidad, como se ha
comprobado con la lactacina B, la carnocina U — 149, y la sakacina P, entre otras. Debido a
su naturaleza peptidica, las bacteriocinas pueden ser degradadas por enzimas digestivas,
resultando inocuas para el hombre y su microbiota intestinal. Ademas, sus propiedades
fisicoguimicas les dan resistencia a tratamientos térmicos y debido a su pequefio tamafio

pueden difundir con relativa facilidad en los alimentos. (7)



1.2 Mecanismo de accién de las bacteriocinas

A forma general el modo de accion de las bacteriocinas de bacterias lacticas es la
formacion de poros en la membrana citoplasmaética de las células sensibles. Este proceso
induce la disipacion de la fuerza motriz protonica. La formacion de poros y la eliminacion
de la fuerza motriz protonica (fuente de energia celular) promueven la salida rapida de
metabolitos de pequefio tamafio, como aminoacidos y nucleétidos, interrumpiendo los
procesos de biosintesis de la célula. Ademas de la formacion de poros, para ciertas
bacteriocinas se ha descrito la lisis celular como modo de accion secundario. (8)

Ahora segun Cinta y colaboradores en 2001 y centrandose en el mecanismo de accion de
las bacteriocinas, han demostrado una gran capacidad bactericida y se relaciona con el
contenido de cistina y segun se puede hablar de 3 espectros de accion:

a. Bacteriocinas con espectro inhibitorio estrecho, donde sus productos inhiben
microorganismos de la misma especie.

b. Bacteriocinas con espectro inhibitorio intermedio, donde sus productos inhiben otros
géneros de BAL, bacterias Gram positivo y patdgenos presentes en alimentos.

c. Bacteriocinas con amplio espectro de inhibicién que acttan contra un gran ndmero

de bacterias Gram-positivas (9).

Se sabe que las bacteriocinas se dirigen principalmente contra bacterias Gram positivo, pero
también se han descrito especies con accion sobre Gram-negativas, hongos patdgenos e

incluso virus. (10)

Segun Cotter y colaboradores en 2005, determinaron que las bacteriocinas de bacterias

Gram positivo presentan diferentes modos de accion de acuerdo a su clasificacion (Figura 1).
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Figura 1. Modo de accién de los lantibi6ticos (Clase 1), no-lantibidticos (Clase Il) y
bacteriolisinas (Clase Il1I). Tomado y adaptado de (Beristain-Bauza, S. 2012)
(11)

1.3 Clasificacion de las bacteriocinas

Klaenhammer en 1993 propuso la clasificacion de las bacteriocinas de las bacterias acido
lacticas en cuatro grupos, basados en la estructura y naturaleza quimica, tamafio molecular,

presencia de aminoacidos modificados, estabilidad térmica y modo de accién (12).

» Clase I: lantibioticos, bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (< 5 KDa) que

contienen aminoéacidos poco usuales y modificados postraduccionalmente.



» Clase Il: bacteriocinas de pequefio tamafio molecular (< 10 KDa), termoestables, que
no contienen aminoéacidos modificados y que actian a nivel de la membrana

citoplasmatica. Estas se dividen en los siguientes subgrupos:

v" lla: péptidos que presentan en su extremo N — terminal la secuencia YGNGV (Y,
tirosina, G, glicina, N, asparagina y V, valina), denominada secuencia consenso,
y que muestran una potente actividad inhibidora frente a Listeria spp.

v"1lb: bacteriocinas que requieren para ser activas la presencia simultanea de dos
péptidos diferentes y que actian mediante un mecanismo de formacion de poros
en la membrana citoplasmatica.

v Illc: bacteriocinas tiol — activadas o péptidos que para ejercer su actividad
antimicrobiana requieren la presencia de residuos de cisteina reducidos,

representadas unicamente por la lactococcina B.

» Clase Ill: bacteriocinas de elevado tamafio molecular (> 30 KDa) y termolabiles (se
inactivan con tratamientos térmicos de 60 — 100°C durante 10 — 15 minutos). La
mayoria de estas bacteriocinas son producidas por Lactobacillus.

» Clase IV: bacteriocinas complejas, constituidas por una parte proteica y una 0 mas

fracciones lipidicas y/o glucosidicas necesarias para su actividad biologica.

Actualmente se han caracterizado bioguimica y genéticamente las bacteriocinas, por
tanto, su clasificacion ha sido objeto de modificaciones. Nes y colaboradores en 1996 han
propuesto una nueva clasificacion de las bacteriocinas en la cual se mantienen las clases I, |1
y Il establecidas por Klaenhammer en 1993 y se sugiere que se debe completar la
caracterizacion bioquimica de las bacteriocinas constituidas aparentemente por una parte
proteica y una o mas fracciones lipidicas y/o glucidicas (clase V) antes de reconocerlas como

una clase de bacteriocinas (13).

En lo que respecta a las bacteriocinas de la clase 11, por una parte, se excluye el grupo de
las bacteriocinas tiol — activadas (grupo llc de la clasificacion de Klaenhammer en 1993), ya

que los trabajos realizados por Venema y colaboradores en 1996 han puesto de manifiesto

9



que ni la presencia ni el estado reducido de los residuos de cisteina de la lactococcina B son
esenciales para su actividad bioldgica (14). Por otra parte, estos autores proponen agrupar las

bacteriocinas de la clase Il en los siguientes grupos:

v"Ila: Bacteriocinas del tipo pediocina o péptidos que contienen la secuencia consenso
YGNGV (Y, tirosina, G, glicina, N, asparagina y V, valina) en su extremo N —
terminal y que muestran una potente actividad anti Listeria spp.

v" Ilb: Bacteriocinas que requieren para ser activas la presencia simultanea de dos
péptidos diferentes.

v' llc: Bacteriocinas secretadas a través de la ruta general de secrecién (GSP, del inglés
General Secretory Pathway) dependiente de un péptido sefial (sistema sec
dependiente) (13)

A continuacion, se presenta una clasificacion méas actual respecto a caracteristicas

bioquimicas y genéticas de estos compuestos propuesta por Kemperman et al, (2003).

» Clase I: Lantibidticos. Son péptidos pequefios activos a nivel de membrana y que
contienen algunos aminoacidos poco comunes como lantionina, b-metil-lantionina y
dihidroalanina que se forman debido a modificaciones posteriores al proceso de
traduccion. Con poca estabilidad al calor, péptidos policiclicos (<5 KDa) con
aminoécidos modificados. La formacidn de aminodcidos no comunes se explica por la
deshidratacion de los aminoacidos serina y treonina, con la posterior adicion de los
atomos de azufre de la cisteina a los dobles enlaces de los deshidroaminoacidos. Un
ejemplo bien conocido de estas bacteriocinas es la nisina. A su vez, en funcion de su

estructura y modo de accion, los lantibioticos se subdividen en 2 grupos:

v' Clase | A: Péptidos elongados y catidnicos que actiian a nivel de membrana y
que engloban a los lantibioéticos de un s6lo péptido y a aquellos que requieren
la presencia de dos péptidos para ejercer su actividad antimicrobiana total.

v' Clase | B: Péptidos globulares e hidréfobos que actlan como inhibidores

enzimaticos.

10



> Clase Il: No lantibioticos. bacteriocinas lineales y no modificadas postraduccionalmente.
Son péptidos pequefios (<10 kDa) y termoestables, que acttan a nivel de la membrana
plasmética. El representante mas caracteristico de este grupo es la pediocina PA-1, la
bacteriocina més estudiada después de la nisina. En este grupo se pueden identificar tres

subclases:

v Clase Il a: Péptidos activos contra Listeria, tienen la secuencia consenso en la
region N-terminal TGNGVXC y sus representantes caracteristicos son la
pediocina PA-1y la sakacina P.

v Clase Il b: Formadores de complejos para la formacion de poros que consisten
en dos péptidos diferentes. Ambos péptidos son necesarios para una mejor
actividad antimicrobiana. En este grupo se encuentran la lactococcina G y las
plantaricinas EF y JK.

v' Clase Il c: péptidos pequefios, termoestables, no modificados y que se
transportan mediante péptidos lider. En esta subclase solamente se reportan las

bacteriocinas divergicina A y acidocina B.

» Clase Ill: bacteriocinas de elevado tamafio molecular (>30 kDa) y termolabiles. Las
bacteriocinas mas conocidas de esta clase son helveticina J. V, acidofilicina A y lactacinas
Ay B.

» Clase IV: bacteriocinas complejas. Son péptidos con una parte proteica y una 0 mas
fracciones lipidicas o glucidicas necesarias para su actividad bioldgica. Por tanto, esta
clase incluye bacteriocinas que se consideran como glicoproteinas (lactocina S) o como
lipoproteinas (mesenterocina 52).

» Clase V: bacteriocinas de estructura circular y no modificadas postraduccionalmente. A

esta clase pertenecen la enterocina AS-48 y la gasericina A. (15) (16).

1.4 Bacterias Gram negativo productoras de bacteriocinas

En cuanto a su definicion y clasificacidn dentro de las bacterias Gram negativo productoras
de bacteriocinas se destacan, principalmente, las enterobacterias. Estas pertenecen a la
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familia Enterobacteriaceae, son el grupo més grande y heterogéneo de Bacilos Gram
Negativos (BGN) con importancia clinica; producen una gran variedad de enfermedades en
el ser humano. Desde el punto de vista clinico, se pueden clasificar en dos grupos,
enterobacterias patogenas primarias (Salmonella enterica, Shigella spp., Yersinia spp. y
algunas cepas de Escherichia coli) que producen principalmente cuadros gastrointestinales y
enterobacterias oportunistas (Serratia spp, Proteus spp, Providencia spp y algunas cepas de
Klebsiella pneumoniae).(17)

Cabe mencionar que en los Ultimos afios se ha detectado la aparicién y diseminacion de
enterobacterias multirresistentes. Continuando con lo anterior, la enterobacteria que se ha
estudiado més en relacion a la produccion de las bacteriocinas es la Escherichia coli, por su
produccion de colicinas, pero, sin embargo, también se describen otras bacterias productoras
de bacteriocinas como Serratia marcescens, Shigella sonnei, Shigella boydii, Klebsiella

pneumoniae, entre las mas importantes.

En cuanto a los aspectos generales, de estas bacterias Gram negativo existe una gran variedad
de especies descritas, sin embargo, para esta revision las de mayor importancia son las
enterobacterias, estas en base a sus pruebas primarias se caracterizan al Gram por ser bacilos
Gram negativo y son positivas a la prueba de la catalasa. Para su crecimiento en medios de
cultivo, generalmente, se incuban a 37° C por 24 horas, no son formadoras de esporas y son
bacterias anaerobias facultativas, lo que quiere decir que pueden crecer en presencia o

ausencia de oxigeno (18).

Dentro de esto también es importante destacar que no poseen la enzima citocromo ¢ oxidasa,
por lo cual significa que no pueden utilizar el oxigeno para la produccion de energia en la
cadena transportadora de electrones, lo que dentro del laboratorio esto se puede comprobar
con una prueba que se le considera primaria como lo es la oxidasa y esta esta disponible en

todos ellos, dando como resultado oxidasa negativa, lo que es de gran utilidad porque permite
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diferenciar estas bacterias de los bacilos Gram negativo no fermentadores, ya que ambos
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (18).

También es importante hablar sobre el requerimiento de nutrientes que las enterobacterias
presentan para su crecimiento. Estas se suelen encontrar en leche y productos lacteos, carne,
aves, productos asociados, pescados, mariscos, frutas y vegetales. Estos microorganismos
tienen la capacidad de reducir los nitratos a nitritos.

En cuanto a propiedades y caracteristicas de las bacterias Gram negativo, se destacan
principalmente las enterobacterias que son ubicuas en la naturaleza. Muchas especies pueden
existir como vida libre en diversos nichos ecoldgicos, tanto en ambientes terrestres como
acudticos, y algunas estdn asociadas solo con animales, plantas o insectos. Muchos son
importantes patogenos humanos, animales y/o vegetales que causan una variedad de
infecciones. Existen numerosas aplicaciones que utilizan miembros de la familia
Enterobacteriaceae, incluido el biocontrol en la agricultura, la produccion de numerosas
proteinas recombinantes y productos no proteicos, control de enfermedades infecciosas,

agentes anticancerigenos, reciclaje de residuos bioldgicos y biorremediacion (19).

Las caracteristicas de esta familia incluyen ser movil, catalasa positiva y oxidasa negativa
como ya se menciond; reduccion de nitrato a nitrito; y produccion de acido a partir de la
fermentacion de glucosa. Sin embargo, también hay muchas excepciones. En la tabla 1 se
pueden ver algunos ejemplos de las bacterias mas comunes de esta familia y algunas de sus

caracteristicas bioguimicas.
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Tabla 1: Caracteristicas bioquimicas de los aislados. Tomado y Adaptado de

(Mladenovi¢, K 2018) (19)

Especies Test

oxidasa

E. coli

S. marcescens

S. sonnei

K. pneumoniae

Test
MR

+/-

Fermentacion

glucosa

G+

A+

A+
G+

Fermentacion

lactosa

A+
G+

A+

A+
G+

Triple

azucar

A+
G+
H2S-

A+

A+
G+
H2S-

MR= rojo de metilo; A=produccion de acido; G=produccion de gas; H.S=sulfuro de

hidrégeno; “+” reaccion positiva;

1.5 Bacterias Gram positivo productoras de bacteriocinas

reaccion negativa; “+/-” reaccion variable.

En cuanto a su definicion y clasificacion destacan principalmente las Bacterias Acido-

Lacticas (BAL), las constituyen un grupo heterogéneo de géneros que comparten muchas

caracteristicas fisiologicas. Estas BAL deben su designacidn y caracterizacion a su capacidad

para fermentar azUcares principalmente en acido lactico a través del metabolismo homo o

heterofermentativo, lo que las hace utiles como cultivos iniciadores para la fermentacion de

alimentos, también se definen como una clase funcional que designa un grupo heterogéneo

de bacterias Gram positivas, no patégenas, no toxigénicas. (20)
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Estas BAL incluyen un amplio grupo de bacterias de fermentacion Gram positivo
que, generalmente, no son esporuladas ni moviles. Estan muy extendidas en la naturaleza,
en el suelo, las verduras, la carne, la leche y el cuerpo humano. En cuanto a su
clasificacion, las BAL pertenecen al phylum Firmicutes que comprende alrededor de 20
géneros, pero solo son 12 los que tienen mayor relevancia para esta revision, los que se

pueden ver en la Tabla 2, siendo Lactobacillus el més importante de ellos.

Tabla 2: Géneros con mayor relevancia a los que pertenecen las BAL. Tomado y
Adaptado de (Parras, R. 2010) (20)

Phylum Género
Lactococcus Carnobacterium
Lactobacillus Enterococcus
Firmicutes Streptococcus Oenococcus
Leuconostoc Tetragenococcus
Pediococcus Vagococcus
Aerococcus Weisella

En cuanto a los aspectos generales de Bacterias Gram positivo productoras de
bacteriocinas, destacan principalmente las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no
esporulados, catalasa negativo, anaerobios facultativos sin produccion de pigmentos. En
cuanto a la formacién de esporas como se sabe, éstas dependen del ambiente que esté a su
alrededor. Desde el punto de vista del oxigeno, pueden ser aerotolerantes, lo que quiere decir

que puede vivir en ambientes de microaerofilia hasta en anaerobiosis estricta. (21)

Importante destacar que al igual que en las enterobacterias, estas BAL no poseen  citocromo
c oxidasa, pero a diferencia de ellas, estas no tienen la capacidad de reducir los nitratos a
nitritos, y tienen la capacidad de producir acido lactico como producto final mayoritario de
la fermentacion de carbohidratos, entre otros. Ahora, para entender mejor estas BAL, es
necesario hablar de los nutrientes que requieren para su desarrollo y crecimiento, lo que se

relaciona con una de sus funciones metabdlicas mas importantes, como lo es la fermentacion,
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la que la realiza en alimentos como la leche, carne y vegetales para obtener productos como

el yogurt, quesos, embutidos, mantequilla, crema de leche, entre otros. (20)

Ahora, para hablar de propiedades y caracteristicas de las BAL, existe un concepto
importante, la bioconservacion, que hace referencia a extender la vida atil y mejorar la
seguridad de los alimentos que utilizan microorganismos y / o sus metabolitos, de esa manera
las BAL se utilizan principalmente para este propoésito, ya que juegan un papel importante
mediante la fermentacion en la mejora de la vida til y la seguridad microbiana, mejoran la

textura, el sabor y contribuyen al perfil sensorial agradable del producto final (22).

En cuanto a la capacidad de fermentacion de las BAL, estas se subdividen en bacterias
homo y heterofermentativas en funcion de los productos de su metabolismo. Las
homofermentativas se caracterizan porque el Unico producto de la fermentacion de los
carbohidratos es el &cido lactico, mientras que las segundas pueden originar, ademas, didxido
de carbono, etanol o acido acético. Dentro de las BAL, los géneros mas utilizados para la
obtencion de alimentos y bebidas fermentadas son Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,

Oenococcus y dentro del género Streptococcus la especie S. thermophilus (21)

Continuando con el tipo de fermentacién es necesario hablar primero de las
homofermentativas, que usan la glicolisis via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), dando como
resultado el acido lactico como su producto final (Figura 2). En segundo lugar, esta la
fermentacion heterofermentativa, las que usan la via 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-
PG/PK) o de las pentosas fosfato produciendo cantidades equimolares de acido lactico,

dioxido de carbono (CO-) y etanol (o &cido acético) como productos principales (Figura 3).
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Glucosa

ATP
Glucocinasa

ADP
Glucosa G-fosfato

Fosfoglucaisomerasa

Fructosa G-fosfato

ATF
Fosfofructocinasa

ADP

Fructoza 1.6-difosfato

Fructosa -1,6-difosfato aldolasa

Ganancia neta = 2 ATP,
2 laciatos por molécula
de glucosa fermentada.

Trozafosfalisomerasa

Gliceraldehido 3-fosfato 4 *

Dihidroxiacetona fosfato

NAD"
F Glicaraldehido-3-fosfato deshidrogenass
MaDH

2 1,3-Difosfoglicerato
ADP
Fasfoglicerafo cinasa
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2 3-Fosfoglicerato
Fasfoglicerato mutasa
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¥

2 Fosfoenolpiruvato
ADP
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Piruvato cinasa
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2 Lactato

Figura 2. Via homofermentativa de la glucosa por Bacterias Acido Lécticas (BAL).

Tomado y adaptado de (Axelsson, L. 2004). (23)
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Glucosa

ATP
Glucocinasa ADP
Glucosa 6-fosfato
NAD*
NADH
6-Fosfogluconato
6-Fi to deshidrogenasa ]
osfoghicons Ganancia neta = 1 ATP (1
CO, NADH
lactato + 1 etanol + 1 CO;) por
Ribulosa 5-fosfato molécula de glucosa fermentada.
Productos minoritanios (acetato,
Ribulosa fosfato-3-epimerasa formato, glicerol) a partir de rutas
v alternativas.

PENTOSAS [ Xilulosa 5-fosfato

Fosfocetolasa F &

l l

Gliceraldehido 3-fosfato Acetil-fosfato
P, NAD CoA
Gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa
NADH P,
1.3-difosfoglicerato Acetil-CoA
g ADP _ NADH
Fosfoglicerato cinasa Acetaldehido hidrogenasa
ATP CoA NAD*
3-fosfoglicerato Acetaldehido
: NADH
Fosfoglicerato mutasa Alcohol deshidrogenasa
NAD*
'
2-fosfoglicerato Etanol
Enolasa
NADH NAD'
v Piruvato cinasa 5 ! 2
Fosfoenolpiruvato —— Piruvato Lactato
Lactato deshidrogenasa

Figura 3. Via heterofermentativa de la glucosa por Bacterias Acido Lécticas (BAL).
Tomado y adaptado de (Axelsson, L. 2004). (23)
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1.6 Aplicacion de bacteriocinas en alimentos y farmacologia

Como se sabe el desarrollo de conservantes de alimentos naturales es un area de
interés creciente para la industria alimentaria. Por esto la aplicacion de péptidos
antimicrobianos derivados de bacterias puede ser un método simple y natural para preservar
los alimentos. Algunas bacterias como las del género Salmonella spp que son bacterias
Gramnegativa, no formadora de esporas y en forma de bastdn, se consideran un agente
causante de la gastroenteritis aguda en el tracto gastrointestinal (24), como la Salmonella
typhimurium, segtin la OMS es una bacteria omnipresente y resistente que puede sobrevivir

varias semanas en un entorno seco y varios meses en agua.

En vista de lo anterior la persistencia de Salmonella en entornos de procesamiento de
alimentos y matrices de alimentos esta asociada con la capacidad de Salmonella spp. para
formar y residir dentro de biopeliculas de una o varias especies. La biopelicula se compone
de agregaciones de microorganismos que se adhieren y crecen en superficies abidticas y
bioticas y es resistente a las tensiones quimicas, fisicas y mecanicas, por esto la S.
typhimurium puede formar una biopelicula en productos vegetales y carnicos, asi como en
varias superficies de instalaciones de procesamiento de alimentos, como vidrios, plasticos y
metales. (25)

Esta bacteria como se menciond es capaz de causar infecciones intestinales, de esta
forma se encuentra en las heces de personas infectadas, por lo cual una precaria higiene de
manos luego de ir al bafio y manipular alimentos o si el alimento entra en contacto con otros
gue estan contaminados, este generalmente se contamina y es a lo que se le denomina
contaminacion cruzada, esta es la causa mas comun entre las personas infectadas por este

tipo de bacterias.

En un estudio Hye-Jin Seo y Seok-Seong Kang investigaron la accién de

bacteriocinas purificadas de las cepas de Pediococcus acidilactici K10 (bacteriocina K10) y
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HWO01 (bacteriocina HWO01) por su potencial para inhibir la formacién de la biopelicula por
Salmonella typhimurium, donde demostraron que ambas bacteriocinas inhibieron
significativamente la formacion de biopeliculas de S. typhimurium en superficies de acero
inoxidable y carne de pollo como se muestra en la figura 4, por ende ambas bacteriocinas de
P. acidilactici podrian ser eficaces agentes anti-biopeliculas para controlar contaminacion
por S. typhimurium en matrices de alimentos e instalaciones de procesamiento de

alimentos.(26)

Estos resultados los pudieron visualizar por el método de tincion con cristal violeta y
su posterior confirmacion con andlisis de fluorescencia y microscopia electronica de barrido
(ver figura 5) donde observaron que la biopelicula de S. typhimurium se redujo en presencia

de bacteriocinas.

A B
B-.
£ E
2o =0
= — a: S
== 3 =
E L E LL
= U = 0
-:m =IFI
0o oo
- = y—
| x = =
[ 7
Control K10 Control HWO01

Figura 4. Efecto anti-biofilm sobre la formacidn de biopeliculas de S. typhimurium KCTC
1925 en la carne de pollo por la bacteriocina K10 y la bacteriocina HWO01 de P. acidilactici.
(A) S. typhimurium KCTC 1925 se incub6 en primera instancia de forma normal sin agregar
bacteriocinas y luego con la bacteriocina K10, donde se observé que la cantidad de UFC
(Unidades Formadoras de Colonias) por gramo se inhibi6 considerablemente. (B) Se realizo
el mimo procedimiento, pero en este caso con la bacteriocina HWO01, donde de igual forma
inhibio considerablemente la formacion de biopelicula. Tomado y adaptado de (Seo, H-J.

2020) (26).
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Control

x 5,000

x 1,000

Figura 5. Efecto inhibitorio de la bacteriocina K10 y la bacteriocina HWO01 sobre la
formacion de biopeliculas de S. typhimurium KCTC 1925. Microscopia electronica de
barrido con aumentos de x 1000 y x 5000. Tomado y adaptado de (Seo, H-J. 2020). (26)

Con el aumento de x 5000, se puede observar el control, donde hay gran cantidad de biofilm
formada, luego con K10 este biofilm se encuentra disminuido y finalmente con la
bacteriocina HWO0L1 se inhibié mas aun que con la bacteiocina K10. En la parte inferiror se

observa lo mismo que lo anterior pero en aumento de x 1000.

A modo de sintesis de este trabajo de investigacion, estos autores obtuvieron
resultados positivos para su problematica expuesta y esto se ve reflejado en el extracto de los
resultados demostrados, de esta forma, entonces las bacteriocinas K10 y HWO01 de
Pediococcus acidilactici, aparte de inhibir la formacion de biofilm in vitro, también pueden
reducir su formacion en matrices procesadoras de alimentos, asimismo esto los hace objetivo
de posteriores investigaciones como productos antimicrobianos con fines de utilizacién en la
conservacion de alimentos o evitando infeccciones producidas por bacterias como la

Salmonella typhimurium.
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Por consiguiente, Lanhua Yi junto con investigadores presentaron un estudio y la
problematica expuesta fue que se necesita con urgencia el control de patdgenos transmitidos
por alimentos en alimentos crudos / procesados. Por lo anterior ellos detectaron y aislaron
bacterias &cido lacticas (BAL) productoras de bacteriocina en encurtidos caseros chinos y

carne curada en seco, e identificaron las bacteriocinas implicadadas.

Ellos pudieron aislar 81 cepas de BAL de encurtidos y carnes curadas en seco, donde
las bacteriocinas de 38 cepas de BAL tuvieron una amplia actividad antibacteriana, algunas
inhibieron Staphylococcus aureus y Escherichia coli, estas BAL en su mayoria consistieron
en Lactobacillus, Pediococcus, Staphylococcus y Weissella mediante una identificacion con
secuencias de ADNr 16s realizada. Estas bacteriocinas aisladas se analizaron y la de mayor
efectividad fue la DZ35 producida por Lactobacillus pentosus debido a que tenia buena
termoestabilidad y amplia adaptacion del pH, pero con resistencia parcial a las proteinasas,
ya que su actividad antibacteriana se vié afectada parcialmente despues del tratamiento con
estas. Como conclusion se obtuvo que el encurtido tiene abundantes BAL que producen
bacteriocinas donde la DZ35 de L. pentosus tiene prometedores potenciales para controlar

los patogenos en los alimentos. (27)

Esto investigadores dentro de las BAL encontraron bacteriocinas que actuaban contra
bacterias Gram negativo o bacterias Gram positivo, quince bacteriocinas muestran actividad
antibacteriana contra bacterias Gram positivo y Gram negativo, tres bacteriocinas tuvieron
buena actividad contra todos los indicadores probados, como se muestra en la Tabla 3. Sin
embargo tres bacteriocinas tuvieron mejores actividades contra las bacterias Gram negativo
que contra las bacterias Gram positivo, lo cual es opuesto a la mayoria de las bacteriocinas

reportadas. (28)

De esta forma las bacteriocinas de bacterias acido lactico (BAL) son conservadores
naturales prometedores de los alimentos y de esta forma también sirven para evitar

intoxicaciones alimenticias producidas por estos microorganismos, gracias a su gran espectro
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de accion y su eficacia contra estas, incluso en bacterias que hoy en dia se estan haciendo
cada vez mas resistentes como lo es por ejemplo la Pseudomonas aeruginosa o bacterias que

causan la mayoria de intoxicaciones alimenticias como lo es Staphylococcus aureus.

Tabla 3: Actividad de inhibicion de bacteriocinas de amplio espectro de 3 cepas de BAL

contra 6 bacterias nocivas transmitidas por alimentos. Tomado y adaptado de (Lanhua
Yi. 2020) (27)

Microorganismo Diametro de la zona de inhibicion (mm)
L. pentosus L. paracasei L. plantarum
DZ35 WX322 KZ039
L. monocytogenes 17,6 £ 0,6 16,4+ 1,5 16,1+0,3
CMCC54004
S. aureus ATCC25923 17,2+0,3 14,1+0,9 16,8+ 0,9
S. typhi CMCC50071 176 +1,8 199+1,1 184 +1,2
E. coli ATCC25922 20,9+1,0 17,0+ 2,0 19,2+ 0,7
C. sakazakii ATCC29544 253+1,3 20,4+0,2 244+ 172
P. aeruginosa CMCC10104 219+10 20,3+0,5 19,7+1,2

Como se sabe, la resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un tema que ha
tomado cada vez mas relevancia, en los afios recientes la produccion de nuevos antibioticos
ha disminuido de forma considerable, solo se han desarrollado dos antibioticos nuevos
(linezolid y daptomicina) en las ultimas tres décadas sin antibioticos nuevos en fases
avanzadas de ensayos clinicos plantea una necesidad urgente de desarrollar alternativas

adecuadas en el tratamiento de infecciones. (29)

Esto debido a que las bacterias son capaces de desarrollar mecanismos de resistencia,
donde los adquiridos y transmisibles son los mas importantes y consisten fundamentalmente

en la produccién de enzimas bacterianas que inactivan los antibiéticos o en la aparicion de
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modificaciones que impiden la llegada del farmaco al punto diana o en la alteracion del
propio punto diana. (30) Por otro lado existe una resistencia natural o intrinseca en las
bacterias, donde en este caso la bacteria no tiene la parte o estructura diana sobre la cual el
antibiotico actta. Por ejemplo todas las bacterias Gram-positivas presentan resistencia a
antibioticos de reducido espectro que actuan solo sobre bacterias Gram-positivas como la

vancomicina.

Una cepa bacteriana tiene la capacidad de desarrollar distintos mecanismos de
resistencia a la vez, frente a uno o muchos antibiéticos y de igual manera un antibiético puede
ser inactivado por distintos mecanismos y por diversas especies bacterianas. En el &mbito
extrahospitalario las enfermedades infecciosas en su mayoria se tratan de forma empirica
debido a la dificultad de acceso a cultivos microbiologicos o por la lentitud de los mismos,
de esta forma muchas veces el tratamiento debe apoyarse en la causa més probable del cuadro
clinico que esteé cursando el paciente, sin tener certeza de qué microorganismo esté causando
la infeccidn, y de la misma forma, se tratan en base a la sensibilidad que se espera para el

patdgeno que se cree esta causando la infeccion. (31)

De esta manera muchas veces el patdgeno causante de la infeccion puede que esté
generando resistencia a los antibioticos que se utilizan de forma empiricay en vez de eliminar
el microorganismo, este se estara haciendo mas resistente (por distintos mecanismos), lo
mismo pasa cuando para un microorganismo no se da el tratamiento adecuado en base a su
antibiograma correspondiente y se administran antibioticos de amplio espectro, llevando a

matar a otras bacterias aparte de la causante del cuadro y aumentando la resisitencia.

Como se ha mencionado en el subcapituo anterior, las bacterias Gram negativo son
intrinsecamente resistentes a las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivo debido
a la presencia de la membrana externa (membrana plasmatica que impide que los péptidos

alcancen su objetivo). Sin embargo, una combinacién de bacteriocinas como por ejemplo
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Nisina con EDTA o &cidos orgéanicos o algin compuesto que interrumpa la membrana

externa puede mejorar la susceptibilidad peptidica de las bacterias Gram-negativas (32).

Las bacteriocinas de BAL son activas en un amplio rango de pH y son inherentemente
tolerantes al alto estrés térmico. Ademas, estos péptidos se degradan féacilmente por las
enzimas proteoliticas y no viven mucho tiempo en el cuerpo humano o el medio ambiente,
lo que minimiza la oportunidad de que las cepas diana interacten con fragmentos degradados
Yy, en consecuencia, tienen una baja propension al desarrollo de resistencia.(33)

Es por esto que se han realizado investigaciones en la industria farmacéutica con
proposito de utilizar bacteriocinas a modo de nuevos antimicrobianos, asi como un estudio
realizado por Raj Kumar Thapa junto a otros investigadores donde estudian el uso de péptidos
de garvicina KS para aplicaciones topicas sobre heridas cronicas infectadas. Como se sabe
los péptidos antimicrobianos presentan una naturaleza catidnica, hidrofoba o anfipatica y
exhiben diversas actividades bioldgicas contra bacterias, virus, hongos y protozoos, donde

las bacteriocinas son el subconjunto de estos péptidos antimicrobianos. (34)

En la busqueda del desarrollo de una alternativa antibidtica, se identificd un nuevo
grupo de bacteriocina multipéptido (Garvicin KS; GarKS) a partir de Lactococcus garvieae
KS1546, GarKS se compone de tres péptidos GakA, GakB y GakC, de tamafio a 34, 34y 32
aminoacidos, respectivamente. El espectro inhibitorio de GarKS incluye patégenos de los

géneros Staphylococcus, Bacillus, Listeria y Enterococcus. (35)

El desarrollo de la formulacién topica de bacteriocina requiere evaluaciones previas
a la formulacién para determinar la seguridad y eficacia potenciales de los péptidos. Hasta
ahora, no ha habido informes sobre la estabilidad y la viabilidad de las células de fibroblastos

y analisis de proliferacion de péptidos GarKS individuales y sus combinaciones.
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Por lo anterior, el objetivo de estos investigadores para este estudio fue determinar la
estabilidad fisiologica dependiente de los fluidos y la temperatura de los péptidos GarKS
individuales y combinados. Ademas, evaluaron las actividades antimicrobianas de péptidos
individuales y combinados en S. aureus (cepas sensibles y resistentes a meticilina); y se
evaluaron los efectos de los péptidos sobre la viabilidad y proliferacion de células de
fibroblastos para determinar su idoneidad para el desarrollo de una formulacion topica

optimizada.

En cuanto a sus resultados, el analisis de estabilidad quimica de péptidos. Se realiz6
andlisis de estabilidad de GakA, GakB y GakC disuelto en agua Milli-Q, PBS y fluido de
herida simulado e incubado a diferentes temperaturas (25 y 37 ° C) hasta 5 dias, donde los
tres péptidos fueron quimicamente estables en agua Mili-Q y PBS, sin embargo hubo un
aumento en la degradacion de los tres péptidos por separado al quinto dia en PBS en
comparacion al agua Mili-Q, pero no significativa. En cambio, en el fluido simulado de
herida si hubo degradacién de estos péptidos, donde el orden general de las reducciones del
contenido de péptidos en el fluido de la herida simulado fue GakB> GakC> GakA. (35)

Luego se realizd el anélisis de estabilidad de GakA, GakB y GakC en diferentes
combinaciones (GakA + GakB, GakB + GakC, GakA + GakC y GakA + GakB + GakC)
disueltos en PBS y fluido de herida simulado e incubados a diferentes temperaturas (25 y 37
° C) hasta 5 dias. Donde entre la combinaciones, el contenido de GakA fue menor que GakB
0 GakC. En GakA + GakB se evidencio un mayor contenido de GakB, en GakA + GakC se
observo un mayor contenido de GakC, y en GakA + GakB + GakC se observaron mayores
contenidos de GakB y GakC.

Es importante destacar que, en el fluido de la herida simulado, la suma de los
contenidos de péptidos individuales fue mayor para GakA + GakB seguido de GakA + GakC.
De esta manera esto indica que se requiere una evaluacion cuidadosa de las combinaciones

de péptidos y los perfiles de estabilidad para determinar la composicion Optima para el
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desarrollo de la formulacion, ya que como se vi0, estos péptidos por separado y en
combinaciones tienen diferentes formas de estabilidad y funcionalidad. (36)

Ahora el resultado méas importate para esta revision es como se comportaron estos
péptidos de bacteriocina frente a microorganismos, en este caso los investigadores hicieron
determinacion de la actividad antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus meticilina
resistente (MRSA) y Staphylococcus aureus meticilina sensible (MSSA) como se muestra en
la tabla 4, donde se midid la capacidad minima inhibitoria de estos péptidos y sus

combinaciones.

Tabla 4. Determinacion de MIC de GakA, GakB, GakC y sus combinaciones.
Tomado y adaptado de (Thapa, R-K. 2020) (36)

Péptido MIC
MSSA MRSA

Gak A 6.25 uM 12.50 ~ 25.00 uM
Gak B 25.00 ~ 50.00 pM > 100.00 uM
Gak C 12.50 uM 25.00 pM
Gak A + Gak B 1.562 UM 1.562 uM
Gak B + Gak C 6.25 UM 6.25 UM
Gak A+ Gak C 6.25 ~ 12.50 uM 12.50 pM
Gak A+ Gak B+ Gak C 0.781 ~ 1.562 uM 1.562 pM

En esta tabla se demuestra que de los tres péptidos por separados el GakA necesita
una concentracion menor para inhibir tanto a MSSA como MRSA, seguido por GakC y
posteriormente GaKB. Los valores de MIC fueron maés altos para MRSA en comparacion
con MSSA atribuible a posibles mecanismos (ya sea por la produccién de enzimas capaces
de hidrolisis o por adquisicion de genes modificados) responsables del desarrollo de
resistencia en microorganismos y en general. Ahora en cuanto a las combinaciones, estas

pueden presentar efectos sinérgicos en cepas bacterianas no resistentes y resistentes al atacar
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maltiples mecanismos de destruccion bacteriana o al mejorar la estabilidad y las

interacciones de los componentes con los microorganismos objetivo.

Los valores de MIC para las combinaciones de péptidos fueron més bajos en
comparacion con los péptidos individuales a la misma concentracion. En las MIC de
combinaciones para MSSA, las combinaciones GakA + GakB + GakC y GakA + GakB,
presentaron una menor MIC, seguida de GakB + GakC y finalmente GakA + GakC. Los
valores de MIC para las combinaciones en MRSA estaban en el mismo orden que en MSSA.
El mecanismo de la actividad antimicrobiana atn no esté claro, sin embargo, la formacién de
una unidad funcional como se informé anteriormente podria haber llevado a la actividad

sinérgica.

Por lo tanto, a modo de conclusion de este estudio, ellos delucidaron que este tipo de
bacteriocinas y los efectos antimicrobianos de los péptidos fueron dependientes de la
concentracion y los valores de MIC variaron entre los péptidos y sus combinaciones, de esta
forma se demostré que son Utiles para tratar bacterias como el MRSA y MSSA, sin embargo
de todos los péptidos y sus combinaciones, s6lo GakA + GakB demostré ser una
combinacion potente para el desarrollo de formulaciones topicas. De igual forma se deben
hacer mas estudios basados en la efectividad de estos peptidos antimicrobiano y su viabilidad

0 comportamiento sobre tejido celular vivo.

Como se ha estado hablando a lo largo de esta revision, las bacterias cada vez son
mas resistentes a los diferentes antibioticos que existen, es por eso gue se buscan antibidticos
nuevos u otras formas terapéuticas que puedan actuar contra bacterias, asi como por ejemplo
la terapia combinada, donde esta Ultima es mas viable y llamativa para investigadores debido
a gque buscar un nuevo antibiotico es un proceso largo y que las bacterias pueden comenzar a
desarrollar resitencia en un corto periodo, por lo cual el uso de antibi6ticos ya existentes es

fundamental para una terapia combinada y esta ser una forma mas viable.
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Como se sabe, pueden haber productos quimicos, peptidicos o antibiéticos como tal
donde su uso esté limitado a la fisiologia del cuerpo humano, donde quizas este producto
antibacteriano tenga buenos resultados in vitro, pero las concentraciones para poder ser
administrados a una persona y que obtenga los mismos resultados se consideran muy altas,
ya que los efectos secundarios o contraindicaciones son graves (como el cloranfenicol) y al

final pueden causar mas dafios que el microorganismo que se quiere matar o inhibir. (37)

En vista de lo anterior, antibi6ticos como el cloranfenicol en muchos lugares se esta
prohibiendo, en base a que la concentracion que se utiliza para matar o inhibir el crecimiento
bacteriano muchas veces tiene contraindicaciones o efectos adversos graves para el ser
humano, sin embargo, este antibiotico en combinacion con otro producto sintético o natural
como por ejemplo bacteriocinas, pueden ser un objetivo de investigacion, asi es como lo
vieron Danesh, Ljungh, Mattiasson y Mamo, investigadores que realizaron un estudio en
base a la posibilidad de sinergismo entre un agente antibacteriano no antibidtico
(bacteriocina) y un antibidtico como lo son la haloduracina y el cloranfenicol

respectivamente, contra bacterias Gram positivo de importancia clinica.

La haloduracina es una nueva bacteriocina lantibiotica de dos componentes producida
por un Bacillus alcalofilica, este lantibidtico es efectivo ante diferentes bacterias Gram
positivo aln con concentraciones muy bajas. (38) Ademas, a diferencia de muchas otras
bacteriocinas como la nisina y las lactostrepcinas, es operacionalmente estable en
condiciones fisioldgicas, esta caracteristica hace que sea ideal para la terapia de combinacion
con otros agentes antimicrobianos. El cloranfenicol tiene ciertas propiedades deseables,
como es un antibi6tico de amplio espectro, se difunde eficientemente en el cuerpo y no se
ioniza en condiciones fisioldgicas, sin embargo, su toxicidad relacionada con la dosis que
causa patologias como neuropatia dptica, anemia aplasica, leucemia, supresion de la médula

0sea, entre otras han restringido su uso. (39)
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Referente al estudio realizado por Danesh, et al, como se dijo aborda la evaluacion
del posible efecto sinérgico de la haloduracina y el cloranfenicol contra los patdgenos Gram
positivo con el objetivo de reducir la dosis efectiva de cloranfenicol. En cuanto a sus
resultados en primer lugar ellos definieron las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
para cada microorganismo, lo que se puede ver en la tabla 5, por consiguiente estos
investigadores analizaron el crecimiento bacteriano sometiendo las bacterias a sus
concentraciones minimas inhibitorias, esto lo fueron midiendo en tres tiempos, a las hora 9
de iniciar la incubacién con cloranfenicol, haloduracina y cloranfenicol + haloduracina, a la

hora 12 y finalmente a la hora 24, lo que se observa en la tabla 6.

Tabla 5. Concentraciones de cloranfenicol y haloduracina seleccionadas para el
estudio de efecto sinérgico. Tomado y adaptado de (Danesh, A. 2017) (40)

Microorganismo Cloranfenicol Haloduracina
(ng / ml) (ng / ml)
Streptococcus grupo A (CCUG 4207) 1,5 2,2
Streptococcus grupo B (CCUG 4208) 3 2,2
Streptococcus grupo C (ATCC 12388) 1,5 2,5
Enterococcus faecium (CCUG 36804) 10 4,3
Enterococcus faecalis (CCUG 9997) 4 6,5
Staphylococcus aureus (CCUG 15915) 4 5,4

En la tabla anterior como se dijo, se utilizaron cepas ATCC y CCUG para distintas
bacterias Gram positivo de importancia clinica, donde investigaron en primer lugar la CMI
de cada bacteria, las que se sometieron a un rango de concentraciones de Cloranfenicol y de
Haloduracina. Para esto las bacterias fueron cultivadas en caldo soja tripticasa y la
determinacion de concetraciones se hizo mediante la lectura de la absorbancia generada por
la turbidez del crecimiento bacteriano, la que es directamente proporcional a la cantidad de
bacterias en el medio de cultivo, por lo mismo al colocar el cultivo bacteriano en presencia
de la haloduracina o cloranfenicol a diferentes concentraciones, si estos inhiben el
crecimiento bacteriano la turbidez sera menor e indicard menor cantidad de bacterias en el
cultivo.
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Tabla 6. Los efectos antimicrobianos de las combinaciones de haloduracina,
cloranfenicol y haloduracina+cloranfenicol contra bacterias clinicamente importantes.
Tomado y daptado de (Danesh, A. 2017) (40)

Haloduracina mas

Microorganismo Haloduracina Cloranfenicol ]
cloranfenicol

Tiempo cultivo (h) 9 12 24 9 12 24 9 12 24
trept
Streptococcus 83+13 95+20 1267  79+4 7443 76+7 | 29412 32418 36122
(grupo A)
r
Streptococcus 97+4 117+1 107+1 763 9045 87+3 32+1 272 30+0.5
(grupo B)
r
Streptococcus 111+ 5 116,543 121+2 63+3 63+2 64+4 19+ 1 3145 46+1
(grupo C)
Enterococcus

. 73+10 82+7 80+ 6 89+1 802 7942 1242 6%0.5 B il
faecium
Enterococcus

. 97+7  102+4 135+#3 766 814 101+5 203 27+4 71+11
faecalis
Staphylococcus
aureus 68+1 84+2 85+2 68+2 80+0,1 794 4442 49 +1 52+4

En la tabla anterior se observd la actividad bacteriana en presencia de la bacteriocina,
el antibidtico y ambos juntos, donde en primer lugar la haloduracina en pocas cepas logro
inhibicion del crecimiento. Siguiendo por el lado del Cloranfenicol, ocurrié lo mismo que
con la haludoracina, presento inhibicion de crecimiento bacteriano en algunas cepas pero no
son significativos. Ahora, se puede ver que la haloduracina en conjunto con el cloranfenicol
logran un gran porcentaje de inhibicién, como se ve en la tabla 6 por ejemplo para el
Enterococcus faecium, con la haloduracina y cloranfenicol por separado el crecimiento es
casi el mismo a la hora 9, pero si se observa el efecto de ambos antimicrobianos juntos a la

hora 9 presentan un sinergismo notable y el crecimiento es mucho menor.

A modo de resumen de este estudio, la haloduracina y el cloranfenicol al usarse
combinados muestran un efecto sinérgico contra los patdégenos de importancia clinica
estudiado, por lo anterior la sinergia resultante abre la posibilidad de reducir la dosis efectiva

de cloranfenicol de manera tal que se puedan minimizar sus efectos secundarios negativos en
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las personas, eliminando riesgos como la anemia apléstica, leucemias, etc. Esto muestra una

nueva ventana de uso de antibioticos y bacteriocinas en terapia combinada.

Tabla 7. Resumen subcapitulos Bacterias Gram negativo y Gram positivo. (Castillo,

Omar. 2020)

Generalidades

Clasificacion

Propiedades y
caracteristicas

Bacterias Gram negativo
productoras de bacteriocinas

Bacilos Gram negativo, movil, no
catalasa

esporulados, positiva,

anaerobias facultativas, sin

citocromo ¢ oxidasa, reducen

nitratos a nitritos, la mayoria
produce acido de la fermentacion de

la glucosa.

Desde el punto de vista clinico, se
pueden clasificar en dos grupos,
enterobacterias patogenas
primarias (Salmonella enterica,
Spp-,

algunas cepas de Escherichia coli)

Shigella Yersinia spp. Yy

que  producen  principalmente

cuadros gastrointestinales y
enterobacterias oportunistas
Spp, spp,

Providencia spp y algunas cepas de

(Serratia Proteus

Klebsiella pneumoniae)

Numerosas  aplicaciones  como

biocontrol en la agricultura, el

control de enfermedades

Bacterias Gram  positivo
productoras de bacteriocinas

BAL son cocos 0 bacilos Gram
positivo, inmoviles, no
esporulados, catalasa negativa,
anaerobios  facultativos,  sin
citocromo ¢ oxidasa, no reducen
nitratos a nitritos, capacidad de
producir acido lactico como
producto final mayoritario de la

fermentacion de carbohidratos.

Principalmente las Bacterias
Acido-Lécticas  (BAL), las
constituyen un grupo

heterogéneo de géneros que
comparten muchas caracteristicas
fisioldgicas.

Las BAL pertenecen al phylum
Firmicutes que  comprende
alrededor de 20 géneros, pero
solo son 12 los que tienen mayor

relevancia (Ver Tabla 2)

Se utilizan en bioconservacién de

alimentos, mejorando sus

caracteristicas y extendiendo su
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Bacteriocina
mas estudiada

infecciosas, agentes
anticancerigenos,  reciclaje  de
residuos bioldgicos y
biorremediacion ~ que  utilizan
miembros de la familia

Enterobacteriaceae.
Colicina (Escherichia coli), en la
actualidad son estudiadas conmayor

relevancia otras enterobacterias.

duracién. Un potencial uso es en

la industria farmacoldgica.

Nisina (Lactococus lactis subesp.

lactis) , sin embargo en la
actualidad las més estudiadas son
del del

género Lactobacillus.

Phylum  Firmicutes

Tabla 8. Resumen subcapitulo generalidades de bacteriocinas. (Castillo, Omar. 2020)

Bacteriocinas en

alimentos

Estudio
Efecto inhibitorio de una
bacteriocina  producida por

Pediococcus acidilactici en la
de biofilm de

Salmonella Typhimurium (Hye-

formacion

Jin Seo y Seok-Seong Kang)
Deteccidn de bacterias de acido
de

encurtidos

lactico productoras

bacteriocina  en
caseros chinos y carne curada
en seco, e identificacion de
bacteriocina por secuenciacion
del genoma. (Yi Lanhua, Qi T,

Hong Y, Deng LL, Zeng KF).

Resultados

Bacteriocinas K10 y HWO01 de
Pediococcus acidilactici, inhiben la
formacion de biofilm de Salmonella

Typhimurium

De las bacteriocinas de las BAL
aisladas, 15 mostraron actividad
antibacteriana  contra  bacterias
Gram positivo y Gram negativo, 3
tuvieron buena actividad contra
todos los indicadores probados. Sin
embargo, otras 3 tuvieron mejor
bacterias  Gram

actividad en
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Bacteriocinas en

farmacologia

Estudio

Estudios de preformulacion

sobre nuevos péptidos

de

garvicina KS para aplicaciones

topicas (Raj Kumar Thapa,

Hanne Cecilie Winther-Larsen,

Dzung B. Diep, Hanne Hjorth

Tennesen)

Efecto  sinérgico de

la

haloduracina y el cloranfenicol

contra bacterias Gram positivo

clinicamente importantes

(Danesh A, Ljungh
Mattiasson B, Mamo G.)

A,

negativo que Gram positivo,
opuesto a la mayoria de las
bacteriocinas reportadas.
Resultados

Bacteriocinas GarKS y sus tres
péptidos demostré que son Utiles
para tratar bacterias como el MRSA
y MSSA.

GakA + GakB demostrd ser una
combinacién  potente para el
desarrollo  de  formulaciones
topicas.

La haloduracina en combinacion
con el cloranfenicol muestran un
efecto  sinérgico contra  los
patdgenos estudiados. La sinergia
resultante abre la posibilidad de
reducir la dosis efectiva de
cloranfenicol y minimizar sus
efectos secundarios negativos en las
personas. Esto muestra una nueva
ventana de uso de antibidticos y

bacteriocinas en terapia combinada
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1.7 Purificacion y efectos fisicoquimicos de bacteriocinas

Como se sabe, las bacteriocinas son producidas por distintos tipos de bacterias, ya sea
Gram negativo como Gram positivo, sin embargo, estas bacteriocinas son liberadas hacia el
ambiente donde se encuentren estas bacterias, de modo que para hacer uso de estas en
investigaciones, es necesario extraerlas de ese medio para posteriormente utilizarlas, en los
subcapitulos anteriores ya se ha mencionado los usos y formas en que pueden actuar las
bacteriocinas, sin embargo, ¢qué pasaria si estas sustancias poliméricas se utilizan en
conjunto con péptidos antibacterianos?, ¢Presentaran un efecto sinérgico o serdn mas
resistentes a factores fisico-quimicos?, son algunas de las interrogantes que se abordaran a

continuacion.

Las bacteriocinas segun estudios realizados, entre ellos uno de Piard y Desmazeaud describen
que estas son producidas por las bacterias en su fase logaritmica o exponencial, y que la
cantidad de estas dependen de la cantidad de bacterias que se desarrollen, y a su vez
dependiendo del medio de cultivo donde estén creciendo, debido a que, algunos de los
nutrientes del medio de cultivo pueden afectar la produccion de bacteriocinas, ya sea
aumentando o disminuyéndolas, como lo es el extracto de levadura, manitol, manganeso,
etc. (41)

Si bien a lo largo de esta revision se ha hablado de varios aspectos de bacteriocinas, como su
clasificacion, mecanismo de accion, etc. Sin embargo, aun no se ha hablado de su
purificacion y este es un punto importante ya que la forma de purificacidn de estos péptidos
también puede afectar su actividad antibacteriana y estabilidad, es por esto que a
continuacion se mostrara una forma de purificacion donde sera la bacteriocina AS-48 de una

cepa de Enterococcus faecium la purificada.
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En primer lugar, la cepa de E. faecium 7C5 que es la productora de bacteriocina, se cultivd
en un caldo M17 durante 11 horas a 37°C, luego estas células se separaron por centrifugacion
a una velocidad de 9.000 g durante 30 minutos a 4°C y se afiadié lentamente sulfato de
amonio al sobrenadante hasta una concentracion final de 3,5 M, luego se volvi6 a centrifugar
el sedimento resultante a 10.000 g a 4°C por 1 hora y el sedimento resultante se solubiliz6
con un tampon fosfato potasico 50 mM (pH 7,0) en un volumen minimo y con EDTA 2,5
mM.. Por consiguiente, la solucion de proteina (bacteriocina) resultante se aplic6 a una
columna Sephadex G-100, que es un medio de filtraciébn de gel utilizado en las
cromatografias de proteinas, y se equilibré la solucién con el mismo tampon que contenia
sulfato de amonio 0,3 M. (42)

Cabe destacar que al ir realizando el proceso de filtracion se fue controlando la actividad
inhibitoria de esta bacteriocina sobre fracciones de Listeria innocua en las cromatografias de
filtracion. A continuacion, se realizd una elucion con el tampon de equilibrado y las
fracciones que presentaban actividad anti-listerial se agruparon y concentraron por
ultrafiltracion en una celda Amicon (esta celda de amicon permite realizar ultrafiltracion de
proteinas y permite intercambiar tampones de muestras de proteinas). La solucion
concentrada (volumen final ~ 8 ml) se aplico a una columna de fenil-Sepharos, equilibrada
con tampdn fosfato de potasio 50 mM (pH 7,0), EDTA 2,5 mM, sulfato amonico 0,3 M. La
columna se desarroll6 con un gradiente lineal de sulfato de amonio 0.3-0 M en el mismo

tampon de fosfato de potasio. (42)

Las fracciones con actividad anti-listerial se encontraron cerca del final del gradiente (~ 0,03
M de sulfato de amonio) y se agruparon, concentraron y desalaron mediante ultrafiltracion
en una celda Amicon, intercambiando el tampdn inicial con 10 mM. tampon de acetato de
sodio (pH 5,35) (volumen final ~ 5 ml). A continuacion, la solucién se cargd en una columna
de intercambio i6nico SP-Sepharose de flujo rapido, equilibrada con el ultimo tampon. La
bacteriocina se eluyé de la columna al final de un gradiente lineal de NaCl 0-1 M. Después
de este paso cromatografico, la bacteriocina era casi pura segun el andlisis de electroforesis

en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE).(42) Entonces, a modo de
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sintesis, la purificacion de la bacteriocina producida por E. faecium 7C5 se logré mediante
tres etapas cromatograficas que consistieron en filtracion en gel, cromatografia de interaccion

hidréfoba y cromatografia de intercambio cationico.

Por otro lado, las bacteriocinas al igual que otros péptidos antibacterianos al ser proteinas
son susceptibles a cambios de pH, a la exposicién a diferentes temperaturas, a enzimas
proteoliticas, etc. pero, esto ain no esta bien definido ya que las bacteriocinas son una linea
de investigacion mas reciente y todas estas no han sido bien caracterizadas ain, sin embargo,
muchas de estas han sido utilizadas en investigaciones por sus propiedades antibacterianas y
como nueva forma de tratar bacterias resistentes a antibiéticos en el area de la salud, asi como
también se han realizado investigaciones en la industria de alimentos para evitar
contaminacion de los alimentos y una posterior intoxicacion en las personas, de modo que
para esto se han realizado mdaltiples formas de agregar bacteriocinas a alimentos,
principalmente usando sustancias poliméricas como matriz, pero existen pocos estudios
acerca del comportamiento de estas sustancias antibacterianas encapsuladas en sustancias

poliméricas.

Dado a lo anterior, Magdalena Jiménez-Hernandez, et al, realizaron una investigacion para
analizar el efecto del pH y la Temperatura en la liberacién de la bacteriocina producida por
Pediococcus acidilactici ITV 26 encapsulada en una matriz de alginato-almidon. Para este
proceso de encapsulacion de la bacteriocina lo realizaron por medio de gelificacion idnica 'y
extrusion. En un matraz colocaron 50 mL de bacteriocina en extracto crudo con un pH 6.8,y
50 mL de la solucion de alginato de calcio-almidén a una concentracion 1%(p/v), luego con
una jeringa extruyeron la matriz en una solucion de CaCl; al 0.3 M. Las capsulas que
obtuvieron las filtraron a través de papel Whatman, para su posterior uso. La matriz de
alginato de calcio la prepararon a una concentracion del 2% y le agregaron almidon al 8% y
completaron un volumen de 50 mL con agua destilada, donde finalmente se esterilizé a 115°C

por 5 min, y quedo listo para el uso. (43)

37



En sus primeros ensayos, obtuvieron que la bacteriocina en la matriz de alginato-almidén,
pudo inhibir el crecimiento bacteriano, sin embargo, al pasar unas horas esta fue
disminuyendo su actividad, pero de todas formas aun tenian accién antibacteriana, no se
elimino por completo, lo cual indica que este péptido puede ser estable en funcion del tiempo.
Ahora estos investigadores estudiaron el efecto del pH en estas bacteriocinas encapsuladas,
estudiando un pH 7.0 y un pH 6.0 donde no se demuestran diferencias significativas y ellos
establecen que puede ser estable a un rango de pH de 1.0 a 9.0. Por otro lado, en cuanto a la
actividad antibacteriana del péptido encapsulado estudiado a 15°C y 37°C, donde utilizaron
Listeria inocua AST-062 para ver la actividad antibacteriana del compuesto en estudio y si
bien esta bacteria a Temperatura de 15°C presenta menor crecimiento que a 37°C, igual
demostro inhibicién de su crecimiento al estar en contacto con el péptido encapsulado, por
lo cual se demuestra que la bacteriocina ain presenta accion en temperaturas bajas como lo

es a 15°C y puede ser ocupada en un rango de 15 °C a 37 °C. (43)
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CAPITULO 2: USO DE LOS COMPUESTOS POLIMERICOS COMO MATRICES
DE BACTERIOCINAS Y OTROS ANTIMICROBIANOS

2.1 Polimeros

Los polimeros son macromoléculas que pueden ser de origen natural, semisintéticos o
bien sintéticos, donde a estos ultimos comunmente se les denominan “plasticos”, a grosso
modo todos los objetos materiales estan constituidos o llevan algun tipo de polimero en su
estructura. Es por lo anterior que en esta revision se abordaran los polimeros con potencial
de uso en la industria farmacoldgica y alimentaria (conservacion de alimentos) como

matrices para encapsular bacteriocinas y otros compuestos antibacterianos.

2.2 Clasificacion de sustancias poliméricas

» Los polimeros se pueden clasificar en base a:

v" Origen:
e Naturales: son aquellos de origen completamente natural, provenientes de la
naturaleza, como los aminoacidos, carbohidratos o las proteinas.
e Semisintéticos: estos se pueden obtener a partir de los polimeros naturales,
realizandoles procedimientos para cambiar su estructura y obtenerlos.
e Sintéticos: obtenidos de forma completa en industrias mediante el manejo de

monomeros organicos generando polimeros sintéticos. (44)

v' Estructura:
e Lineal: los mondmeros se enlazan entre si formando una cadena carbonada
continua.
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e Ramificados: los monémeros se enlazan entre si, pero desde la cadena lineal

principal se generan ramificaciones. (45)

v" Unioén de sus monémeros:

e Homopolimeros: son polimeros compuestos de un mismo monémero que se
va repitiendo a lo largo de toda la cadena.

e Copolimeros: estos compuestos por lo general son mas utiles que los
homopolimeros ya que se pueden ir mezclando diferentes monémeros con
propiedades diferentes, lo que puede hacer, por ejemplo, que un polimero
tenga la caracteristica de poder moldearse con el calor y elasticidad, no asi los
homopolimeros que sélo puede poseer sélo la que posea el monémero que lo
conforme.

- Copolimeros alternado: compuestos por dos o mas moléculas que se

reiteran sucesivamente en la cadena uno tras el otro y van siguiendo un
orden.

- Copolimeros en blogue: en este caso los mondémeros de un mismo tipo se

agrupan a un lado de la molécula y los monémeros de otro tipo se agrupan
en otra zona de la molécula.

- Copolimeros al azar: no existe ningun orden en la ubicacion de los

monomeros dentro de la molécula y pueden ser lineales o ramificados.
(46)

v Estructura quimica:

e Orgéanicos: son aquellos polimeros donde la cadena de moléculas esta
compuesta primordialmente por carbono (C).

e Orgénicos vinilicos: estos presentan en su mayoria atomos de carbono, pero

también son combinados con otras formaciones de hal6genos, estirenos u

olefinas.
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e QOrganicos no vinilicos: en su estructura presentan moléculas como el oxigeno

(O) y nitrégeno (N), sin embargo, igual tienen atomos de carbono.
e Inorgénicos: estos pueden estar conformados por moléculas de azufre (S) o
silicio (Si). (47)

v' Comportamiento térmico:

e Termoplésticos: estos polimeros tienen la caracteristica de poder ser

moldeados facilmente al calentarse.

e Termoestables: son aquellos que, al calentarse, se descomponen

quimicamente y no pueden ser moldeados como los termoplasticos. (48)

2.3 Aplicacion de las bacteriocinas encapsuladas en sustancias polimericas en industria

alimenticia y farmacéutica

L. monocytogenes afecta principalmente a mujeres embarazadas, recién nacidos y
hospederos inmunodeprimidos. Esta bacteria es de gran importancia clinica porque presenta
una amplia distribucién, pudiendo aislarse de suelo, agua, vegetales y contenido fecal de una
amplia gama de animales; es un contaminante comdn de alimentos frescos y procesados, de
origen animal y vegetal (hortalizas), leche y lacteos no pasteurizados, carne de vaca, cerdo y
aves, embutidos ahumados o fermentados y pescados ahumados. Es capaz de producir
biofilm en alimentos, crece a temperaturas de refrigeracion, resiste condiciones adversas de
pH vy altas concentraciones de NaCl. Dadas estas caracteristicas y el hecho de ser ubicua, L.
monocytogenes tiene muchas oportunidades de entrar a las lineas de produccion de alimentos

y colonizar (en 1 a 10% causa portacion transitoria) o enfermar a quienes la ingieren. (49)

Dado a lo anterior y resaltando que, si bien muchas de las bacteriocinas estudiadas han
mostrado efectividad contra algunas cepas de bacterias en diferentes industrias, al igual que

variados tipos y compuestos de sustancias poliméricas, sin embargo, poco se sabe e
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investigado acerca del uso combinado de estas. Deyci Rodriguez y Renate Schobitz
realizaron una investigacion donde utilizaron una pelicula antimicrobiana hecha a base de
proteina de suero lacteo y bacterias lacticas productoras de bacteriocinas, de modo que estas
proteinas de suero lacteo sirven de matriz para las bacterias productoras de bacteriocinas
resultando en un compuesto capaz de ser aplicado sobre los alimentos, en este caso se utilizd

salmoén ahumado con el fin de controlar a Listeria monocytogenes. (50)

La biopelicula que estos investigadores sintetizaron contenia como compuestos principales
una solucién acuosa de concentrado de proteinas de suero lacteo y glicerol, a los que se les
control6 y ajust6 el pH a 7,0 y 8,0 y posteriormente fue sometida a un bafio termostatado y
luego de eso en un bafio de agua con hielo para que tuviera con condiciones optimas para
agregar el concentrado de células, que en este caso fueron dos cepas de Carnobacterium spp
productoras de bacteriocinas aisladas de diferentes alimentos y denominadas BAL-A y BAL-
B, luego estos investigadores depositaron una cantidad de 15 ml por cada placa Petri con el
fin de poner a secar este compuesto para finalmente obtener la pelicula y poder ser aplicada
en el alimento (ver figura 6), en este caso el salmén ahumado inoculado con Listeria

monocytogenes.

Cabe destacar que se sintetizaron diferentes peliculas, donde lo que iba cambiando es el
compuesto antimicrobiano, por lo cual se sintetiz6 una pelicula con la cepa BAL-A, otra con
la cepa BAL-B, otra con ambas cepas (BAL-A + BAL-C), otra con nisina y finalmente una
con nisina + cepas BAL-A y BAL-B, esto para luego de aplicadas las peliculas con diferentes
antimicrobianos, poder evaluar la viabilidad de estos y la de L.monocytogenes, de modo que

se pueda ver queé pelicula presenta mejor accion contra esta bacteria causante de infecciones.
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Figura 6. Modelo de pelicula del concentrado de suero lacteo con bacterias acido-lacticas.

Se muestra la pelicula formada a la que se le agregd un concentrado de bacterias productoras
de bacteriocinas, la que sera utilizada para recubrir salmén ahumado inoculado con L.
monocytogenes, Yy finalmente realizar un estudio de viabilidad tanto de las cepas productoras

de bacteriocinas como de la L. monocytogenes. Tomado de (Rodriguez, Deyci. 2009) (50)

Estos investigadores si bien evaluaron la viabilidad de las dos cepas de BAL al pH y
temperaturas de estudio antes de sintetizar las peliculas, también las evaluaron luego de
sintetizadas a pH 8,0 y las almacenaron por 15 dias a 7°C, para cerciorarse de que estas no
se vieran inhibidas o afectadas al estar en forma de peliculas generando un sesgo en el estudio
donde se puede pensar que estas no tienen accion sobre Listeria monocytogenes inoculada en
el salmén ahumado, pero mas bien son inhibidas en estas condiciones, lo que se puede ver

en la figura 7.
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Figura 7. Viabilidad de las cepas BAL en la pelicula de proteina a pH 8,0, almacenadas a
7°C por 15 dias.

Se puede observar que ni las cepas de bacterias productoras de bacteriocinas ni la nisina se
vieron afectadas luego de la formacion de esta pelicula, sino que mantuvieron su
concentracion estable y sin variaciones significativas luego de 15 dias a 7°C y a un pH de
8,0. Tomado y adaptado de (Rodriguez, Deyci. 2009) (50)

En cuanto a la accién inhibitoria de la pelicula de BAL-A y BAL-B por separadas presentaron
un efecto antagonista contra la bacteria, disminuyendo su crecimiento, donde la cepa BAL-
A disminuy6 su crecimiento en 1,7 Log de UFC/cm2 y la cepa BAL-B no presentd por si
sola un efecto inhibitorio. Por otro lado, la pelicula con las cepas BAL-A + BAL-B inhibid
el crecimiento de la bacteria enun 2,11 Log de UFC/cm2, las cepas BAL-A + BAL-B+ nisina
s6lo en un 0,52 Log de UFC/cm2 y la nisina por si sola no presentd mayor significancia ya
que la L. monocytogenes se vio inhibida sélo el ler dia, y luego comenzo a desarrollarse

como se puede ver en la figura 8.
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Figura 8. Efecto antagonista de nisina, STB de BAL-A+ B +nisina cepas BAL-A+B desde

la pelicula de proteina frente a L. monocytogenes a pH 8,0.

En la figura se observa el tiempo en dias, la produccidn de L. monocytogenes expresado como
Log de UFC/cm2, y el efecto que present6 cada pelicula desarrollada. Donde se puede ver
que, si bien la nisina en combinacion con las dos cepas de BAL si presenta una actividad
inhibitoria, esta al pasar los dias se comienza a volver constante y detiene la inhibicion de
crecimiento de la bacteria, sin embargo, ambas cepas BAL presentan un mayor efecto
inhibitorio y es mas prolongado, donde en el dia 15 aln no se detiene su capacidad de inhibir
el crecimiento de esta bacteria en el salmon ahumado. Tomado y adaptado de (Rodriguez,
Deyci. 2009)(50)

Como se dijo, Listeria monocytogenes es relevante en cuanto a la contaminacion de alimentos
por su capacidad de generar infecciones e intoxicaciones en las personas, sin embargo, hay
otras bacterias como la Escherichia coli y Staphylococcus aureus, que son altamente
transportados en alimentos, es por eso que Lorena Trejo-Gonzalez junto a otros
investigadores, tomaron consideracion de esta problematica y decidieron buscar una forma
para disminuir este transporte de bacterias en los alimentos, por lo cual crearon una pelicula
antimicrobiana de pectina de gellan enriquecidas con EDTA y sobrenadante concentrado de
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caldos de cultivo de fermentacion de bacterias acido lactica la Streptococcus infantarius por
su produccién de bacteriocinas, donde esta pelicula resultante se aplicé en Barbacoa, que es

un producto carnico.

Estos investigadores realizaron tres peliculas antibacterianas que denominaron como F1, F2

y F3, donde lo que cambia entre ellas es la concentracion de EDTA y del concentrado de
suero antibacteriano (CSA) que se utilizd, y finalmente se agreg6 un control denominado FC.
Las soluciones formadoras de pelicula contenian 1% (p/v) de pectina citrica, 0,2% (p/v) de
goma gellan con bajo contenido de acilo, 0,5% (p/v) de glicerol y CaCl> 5 mM. Estas tres
soluciones tenian las concentraciones en las siguientes relaciones EDTA (M) /CSA (AU /
mL): 0.05/ 75, 0.05 / 90, 0.05 / 120, respectivamente, y finalmente la pelicula control que
no tenia ninguno de estos compuestos. Por otro lado, los biopolimeros que dan la consistencia
mas solida a estos compuesto es el glicerol y CaCl, donde toda esta mezcla se vertié en
moldes de teflon y se secaron en estufa a 35 ° C durante 17 h, y estas peliculas obtenidas se
acondicionaron luego en un desecador durante 48 horas a una humedad relativa (HR) de 50-
55% vy 23 ° C. (51)

Ahora en cuanto a los tres microrganismos, primero se utilizo la pelicula en medios selectivos
para evaluar la actividad de esta donde después de ser cultivados en un caldo BHI en
condiciones reguladas, se tom¢ una cantidad de 200 uL de cada cultivo para luego sembrarlas
en placas Petri, que tenian medios selectivos para los microrganismos en estudios, en este
caso se sembro L. monocytogenes en medio de cultivo Oxford, E. coli en agar MacConkey y
S. aureus en agar Baird Parker. Donde luego de obtener crecimiento bacteriano controlado
para estos microorganismos, se les agrego la pelicula sintetizada recubriendo todo el agar y

se dejaron incubar por 30 dias a 25°C.

Luego se evalud la accion de esta pelicula en un medio que contenian productos carnicos,
este medio se desarroll6 en placas de petri como medio de cultivo para simular el producto

carnico real donde este medio contenia 4,5% (p/v) de barbacoa y 1,5% (p/v) de Bacto-agar,
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donde luego de su preparacion se esterilizo en el autoclave y se distribuyd en las placas Petri
para ser usadas, en este caso, esto se realiz6 para simular el producto cérnico real, no se aplicd
directamente en el producto carnico, pero es la misma base mas el agar que le da la
consistencia para formarse como una pelicula. Entonces luego de tener este medio de cultivo

se inoculd las bacterias en cuestion, cada bacteria en un medio de cultivo aparte.

Ahora en cuanto a resultados estos investigadores primero analizaron las placas con medio
de cultivo selectivo sin la pelicula antibacteriana como forma de control para ver el
crecimiento normal de estas bacterias, y luego los medios selectivos con las tres bacterias y
las peliculas. EI medio selectivo sin pelicula usado como control, mostré un crecimiento
bacteriano de 105 UFC/placa para L. monocytogenes y 78 UFC/placa para E. coli a los dos
dias de incubacién, en el caso de S. aureus, este mostré un crecimiento de 77 UFC/placa al
tercer dia de incubacion. Ahora en las placas con el medio selectivo y la pelicula
antibacteriana, no se mostr6 ningun crecimiento bacteriano por 30 dias lo que se puede ver
en la figura 9, cabe destacar que al hablar de las placas con la pelicula, aparte de hacer
mencién a la F1, F2 y F3, también se hace referencia a la FC, y si bien se sabe que esta no
contenia los componentes antibacterianos en estudio (EDTA y CSA), si contenia la goma de

gellan y pectina, por lo cual el no crecimiento bacteriano en esta pelicula control (FC) se

puede deber a ello. (51)

Figura 9. Crecimiento bacteriano en medios selectivos sin pelicula y con pelicula

antibacteriana a los 2 o 3 dias y a los 30 dias.
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En las columnas se muestra; i) Listeria monocytogenes en medio Oxford,; ii) Escherichia coli
en agar MacConkey, v iii) Staphylococcus aureus en medio Baird Parker. En las filas se
puede ver C, que corresponde al control sin la peliculay F2, pelicula biopolimérica con gellan
y pectina, CSA, 90 AU/mL y EDTA, 0.05 M. Tomado y adaptado de (Trejo-Gonzalez,
Lorena, 2018)(51)

Continuando con los resultados del estudios, en la figura 10 se muestran los efectos de las
peliculas antimicrobianas sobre el medio de cultivo en base a barbacoa a 35°C sobre el
crecimiento de L. monocytogenes, E. coliy S. aureus a 35 ° C. En este caso los resultados se
expresan de forma cuantitativa mediante una grafica. Donde se muestra en primera instancia
el crecimiento de las bacterias en el medio carnico sin la pelicula (triangulo), el de las
bacterias recubiertas en el medio carnico con la pelicula que contiene la pectina y gelana pero
sin los componentes de interés, CSA'y EDTA (rombo) y finalmente el crecimiento bacteriano
en el medio de cultivo carnico con la pelicula F2 (CSA 90 AU/mLy EDTA 0,05 M) (circulo).
donde se ve que al pasar los dias en los medios de cultivos con el producto carnico y la
biopelicula sin los compuesto de interés el crecimiento bacteriano se muestra disminuido en
referencia al control y finalmente en F2, el crecimiento bacteriano se ve inhibido casi por

completo.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de los indicadores (UFC/g) a 35 ° C en medio de cultivo

Barbacoa. i) Listeria monocytogenes; ii) Escherichia coli, y iii) Staphylococcus aureus.

Como se explico anteriormente, se muestran 3 situaciones, los medios de cultivos inoculados
con la bacteria y sin la pelicula (#), los medios inoculados con la bacteria y la pelicula s6lo
con pectina y gelana (‘) y medio recubiertos con pelicula F2 (CSA 90 AU/mL y EDTA,
0.05 M) (.). Cabe destacar que estos estudios fueron realizados por triplicado. Las barras
de error son desviaciones estandar; diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas. Finalmente, las peliculas F2 exhibieron una destacada actividad
antimicrobiana contra las tres bacterias ensayadas que no crecieron durante los cultivos; aln
mas, desde el dia 1 de los experimentos, los recuentos de células viables fueron menores de

1 UFC/g (simbolos circulares). Tomado y adaptado de (Trejo-Gonzélez, Lorena, 2018)(51)
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A modo resumen del estudio las peliculas bioactivas antimicrobianas formadas por la goma
de gellan, el glicerol, pectina de citrica, CaCl, y los compuestos de interés EDTA y CSA a
partir de la fermentacion de S. infartarius, mostraron efectos inhibitorios contra Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, sembrados en medios de cultivos
selectivos y medios de cultivos carnicos, esta inhibicién bacteriana implica una sinergia de
las contribuciones de la actividad antimicrobiana individual de CSA, EDTA y pectinas,

presentes en las peliculas F2 bioactivas.

Ya se ha hablado de matrices de sustancias poliméricas para péptidos antibacterianos y su rol
en los alimentos como protectores de estos frente a microorganismos, sin embargo, otro punto
importante a destacar es el uso de sustancias poliméricas como base de bacteriocinas a modo
de controladores o antibacterianos frente a bacterias multirresistentes. En este caso, se sabe
que la resistencia bacteriana es un tema controversial, habiendo bacterias que presentan
resistencias naturales o adquiridas, donde las naturales son propia de cada familia, especie o
grupo de bacterias, por otro lado la resistencia adquirida es variable y puede ser adquirida
por una sola cepa bacteriana, por lo tanto, las resistencias naturales o intrinsecas no son un
problema mayor, sino que esto se complica cuando se van adquiriendo varios tipos de
resistencias que puede estar dadas por genes diferentes frente a algunas familias de
antibidticos u otro mecanismo y es acd donde el tema toma mayor relevancia ya que las
bacterias pueden adquirir muchos mecanismos y pasar a ser multirresistentes o pan-

resistentes, donde casi ninguna familia de antibidticos presenta efectividad contra ellas.

Dado a lo anterior, se presenta un estudio donde se evalud la actividad de la nisina,
fragmentos de bicapa lipidica y nanoparticulas cationicas de nisina-lipido frente a
Staphylococcus spp multirresistentes, este estudio fue desarrollado por investigadores de la
Universidad de S8o Paulo, Brasil. La Nisina es una de las bacteriocinas producida por
Lactococcus lactis, es una de las mas estudiadas e importante dentro de las bacteriocinas ya
gue esta tiene una alta actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivo y patdgenos
transmitidos por alimentos, por otro lado, también se ha mostrado gran actividad terapéutica

en medicina veterinaria para el tratamiento de enfermedades infecciosas, incluso las causadas
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por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), siendo la nisina una alternativa
frente a los antibidticos tradicionales. (52)

Por otro lado, como han descrito otro autores los lipidos catidnicos sintéticos, como el
bromuro de dioctadecil dimetilamonio (DDA), son compuestos versatiles que exhiben
actividad microbicida contra hongos y bacterias (53), También este compuesto presenta un
resto de amonio cuaternario como cabeza polar cationica, esto le da buenas caracteristicas
antimicrobiana. Ahora por otro lado, este DDA se autoensambla en solucidon acuosa
produciendo bicapas cerradas (vesiculas) o vesiculas rotas, segun el procedimiento utilizado
para dispersar el lipido. También se destaca de otros estudios anteriormente realizados que
farmacos antimicrobianos se autoensamblan y solubilizan en sitios hidrofébicos de
fragmentos de bicapa de DDA (DDA BF), en solucion acuosa, exhibiendo actividad in vitro
e invivo. Y este compuesto (DDA BF) ha mostrado una actividad de amplio espectro contra

bacterias clinicamente significativas. (54)

Bueno como se ha mencionado, en este estudio se evaluo la accion bactericida de la
bacteriocina nisina (NS) y el lipido DDA, por separados y en combinacion frente a cepas de
Staphylococcus spp resistentes a antibidticos que fueron aislados de mastitis bovina y otras
cepas de coleccion de referencia. Para el estudio se ocup6 en total 30 cepas de Staphylococcus
spp resistentes, donde 14 correspondian a Staphylococcus aureus, 2 a Staphylococcus capitis,
9 a Staphylococcus chromogenes, 1 a Staphylococcus epidermidis, 2 a Staphylococcus
haemolyticus, 1 a Staphylococcus sciuri y 1 cepa de Staphylococcus warneri. Cabe destacar
que se eligieron estas especies considerando resistencia al menos a una clase de
antimicrobianos y, por otro lado, se utiliz6 6 cepas ATCC de Staphylococcus aureus (ATCC
25923, ATCC BAA-976, ATCC BAA-977, ATCC BAA-1026, MRSA N315 y hetero-VISA
Mu-50). (55)
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Para conocer las resistencias a antimicrobianos que presentaban estas baterias se evaluo la
susceptibilidad con el método de difusion en disco en Agar Mueller-Hinton. Por otro lado, al
conocer las resistencias procedieron a determinar la concentracion minima bactericida
(CMB) de NS y DD por método de dilucion en microcaldo y finalmente la actividad
bactericida de NS en combinacion con DDA se realiz6 mediante el método de tablero de
ajedrez el que consiste en determinar in vitro las interacciones entre mezclas binarias de

antimicrobianos (diluidos) agregando el cultivo de microorganismo sensible. (56)

En cuanto a sus resultados, a modo general la cantidad minima bactericida de la NSy el DDA
disminuyeron cuando estos se aplicaron en combinacion, sobre todo las concentraciones de
la nisina que en algunos casos disminuyo de 100 ug / mL a 4 ug / mL, haciendo una diferencia
muy significativa en concentraciones, por otro lado, estos investigadores determinaron si se
presentaba efecto sinérgico (S), parcialmente sinérgico (PS), indiferente (I) y antagonista (A),
lo que se puede ver en la tabla 9, cabe destacar que la interpretacion la calcularon mediante
la concentracidon bactericida fraccionado (XCBF), la que involucra la CBF de cada compuesto
por separado (NS y DDA), de modo que se establecieron limites cuantitativos, lo cual para
modalidad de esta revision estos resultados no se muestran pero si su interpretacion

cualitativa, la que se detallo anteriormente. (55)

En los resultados expuestos a continuacion sélo se muestra una cepa de cada especie
bacteriana para los Staphylococcus spp aislados de mastitis de vacas, se eligieron de forma
representativa donde en las que habia mas de una especie se selecciono la que presentaba
mas resistencias, con excepcion de Staphylococcus aureus que se muestran dos cepas a
diferencia del estudio original donde se muestran todos los resultados, en cuanto a las cepas
ATCC se presentan 3, una que no presentaba resistencias, otra que presentaba 11 tipos de

resistencias y otra que presentaba 3 tipos de resistencia.
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Tabla 9. Perfil de resistencia a los antimicrobianos y concentraciones minimas

bactericidas (CMB) para nisina (NS), fragmentos de bicapa (BF) de bromuro de

dioctadecildimetilamonio (DDA) y complejos NS / DDA contra Staphylococcus spp

aislado de mastitis bovina y cepas de referencia de Staphylococcus aureus. Tomado y
adaptado de (Castelani, L. et al, 2019) (55)

Perfil de

CMB (pg/mL)

Cepa Especie _ _ Interpretacion?
resistencia’ NS DDA-BF NS/DDA
558T S. aureus Ffc, Lzd 50 8 32 S
Amp, Cip, Cli, Ery,
1849T S. aureus P =P i 50 2 32 |
Eno, Pen
565T S. capitis Amp, Pen, Tet 50 4 32 PS
S. -
120T Cli, Ffc, Lzd, Str, Tet 50 2 3/2 I
chromogenes
1043TE 5 epidermidgis ~ AMP: Kan, Pen, Tet g 4 32 PS
S.
133N . Amp, Ffc, Pen 50 8 3/4 PS
haemolyticus
7N S. sciuri Oxa 50 32 6/16 PS
107N S. warneri Amp, Pen 50 4 3/2 PS
ATCC
S. aureus - 100 4 32 PS
25923
ATCC
BAA- S. aureus Amp, Ery, Pen 100 4 3/2 |
976
Amp, Cf, Cli, Eno,
MU-50 S. aureus Ery, Fur, Gen, Oxa, 50 4 3/4 I
(VISA)

Pen, Tet, Van

! determinado por el método de difusion en disco. Amp = ampicilina (10 pg); Cf = cefalotina (30 pg);

Cip = ciprofloxacina (5 pg); Cli = clindamicina (2 pg); Eno = enrofloxacina (5 pg); Ery = eritromicina

(15 pg); Ffc = florfenicol (30 pg); Gen = gentamicina (10 pg); Kan = kanamicina (30 pg); Lzd =

linezolid (30 pg); Oxa = oxacilina (1 pg); Pen = penicilina (10 UI); Str = estreptomicina (10 pg); Sxt

= trimetoprim-sulfametoxazol (1,25 / 23,75 pg); Tet = tetraciclina (30 pg).

% la combinacion se clasifica como sinérgica (S), parcialmente sinérgica (PS), indiferente (1) y

antagonista (A).
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En cuanto a los resultados de este estudio, se puede ver que los compuesto NS y DDA por
separado presentan accion bactericida pero las concentraciones son muy altas, sin embargo,
cuando se utilizan en combinacion, por lo general las concentraciones minimas bactericidas
disminuyen considerablemente en la mayoria de los casos, pero hay que tener en
consideracion que la concentracién de NS, por ejemplo, en la cepa 558T S. aureus disminuy6
desde 50 pug/mL, a concentraciones de 3 pg/mL, no asi con DDA, ya que si bien también
disminuyd su concentracion al usarlos en conjunto, no fue tanta la diferencia, pasando de 8
pg/mL a 2 pg/mL.

De todas formas al igual que en los estudios anteriores se demuestra que las sustancias
poliméricas al ocuparse como base para péptidos antibacterianos, en especial las
bacteriocinas, expresan buenas caracteristicas y propiedades, siendo capaz de resistir
variaciones en pH y temperatura, también hay que destacar que los polimeros hacen que las
bacteriocinas puedan ser aplicadas en forma de bio nanocompuestos, en forma de peliculas
antimicrobianas lo que hace que se puedan adherir y adaptar de forma mas facil a diferentes
productos siendo un beneficio para la industria de la farmacologia y por otro lado, la
capacidad de las bacteriocinas para usarse en combinacion con otros productos antibioticos
dan paso a buscar mejoras en la recuperacion de pacientes cuando cursan con infecciones

causadas por bacterias multirresistentes.

2.4 Aplicacidn de antimicrobianos encapsulados en sustancias poliméricas

Los polimeros estdn ampliamente distribuidos en el entorno con diferentes usos o
funcionalidades, como por ejemplo los naturales a la incorporacion de los alimentos con el

fin de la conservacion de estos.

Por lo anterior, Seohui Jung en conjunto con otros investigadores decidieron buscar una

estrategia 0 método donde los alimentos se puedan conservar por mas tiempo y que conserven
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sus caracteristicas como las que posee un producto al inicio de las cosechas, por ende, ellos
disefiaron el recubrimiento nanocompuesto que puede recubrir una variedad de frutas por
inmersidn y asi preservar su frescura y abordar la problematica de la descomposicién, donde
este bio-nanocompuesto multifuncional lo conformaron en gran parte de polimeros derivados
de huevo (albumina principalmente) y nanomateriales de celulosa (biopolimero), de esta
forma se puede aplicar sobre productos frescos ralentizando la descomposicion al retrasar la
maduracion, la deshidratacion y la invasion microbiana. Importante destacar que el
revestimiento del nanocompuesto lo hicieron comestible y lavable a diferencia de otros

revestimientos que han realizado otros investigadores.

Como se dijo, la albumina y nanomateriales de celulosa son la base para este bio-
nanocompuesto, donde la clara de huevo plastificada con glicerol da la capacidad de poder
recubrir objetos como frutas y sin agrietarse. Sin embargo, el glicerol es hidrofilico y se
hincha en ambientes humedos. Para evitar la hinchazén no deseada, ellos incorporaron una
pequefia fraccion de yema de huevo, que es hidréfoba y rica en acidos grasos, asi se puede
aliviar la susceptibilidad a la humedad. Ahora eso es en cuanto a la estructura, pero sus
propiedades antibacterianas, antifungicas y antibidticas vienen de la curcumina y es un
extracto comestible de la circuma. Estas propiedades les permitieron reducir el crecimiento
microbiano en la superficie del fruto al tiempo que disminuyen el O, y aumentan el CO2en
el microambiente que ayuda a mantener la frescura de la fruta. Por Gltimo, incorporaron
nanocristales de celulosa (CNC) para disminuir la penetracion de agua y gas del

recubrimiento y agregar refuerzo mecanico. (57)

Luego que ellos realizaron su bio-nanocompuesto evaluaron la efectividad de este para
preservacion de la frescura en cuatro frutas (papaya, platano, aguacate y fresa), donde tres
eran climatéricas (platano, aguacate y papaya) y una no climatérica (fresa). Ellos recubrieron
estas frutas luego de la compra y las dejaron de 8 a 11 dias para observar que pasaba, también
dejaron frutas sin el recubierto para la posterior comparacion y luego de los dias, estas
presentaban claramente una mayor descomposicion como se puede ver en la figura 11. La

pelicula de nanocompuesto para recubrir los alimentos fue de albimina y celulosa reforzada
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con nanocristales de 70 um de espesor quedando sélido y similar a un papel con extrema

flexibilidad y capacidad de plegado como se puede ver en la figura 12.
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Figura 11. Efectividad del recubrimiento de bio-nanocompuestos en las frutas.

a) Se observa en la primera fila el exterior de las frutas climatéricas sin el recubrimiento en
el dia 1 y luego en el dia 8, en la segunda fila se ve lo mismo que en la anterior, pero las
frutas si tienen el recubrimiento. Claramente se aprecia que las frutas con el recubrimiento
se conservan externamente mucho mejor que las que no lo tienen. b) Se observa el interior
de las frutas sin y con recubrimiento, respectivamente. Al igual que el exterior de las frutas,
muestran un proceso de maduracién lento. ¢) Lapso de dias de fresa (no climatérica) sin
recubierta en la primera fila y con recubierta en la segunda fila. Se puede ver el proceso de
descomposicion mas lento a medida que avanzan los dias en la fresa recubierta. Tomada y
adaptada de (Jung, Seohui. 2020)(57)
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Figura 12. Pelicula de bio-nanocompuesto.

a) Imagen de la pelicula del bio-nanocompuesto de albumina y celulosa reforzada con
nanocristales de 70 um de espesor. b) Imagen 3D del modelo del nanocompuesto. Tomada y
adaptada de (Jung, Seohui. 2020) (57).

En resumen, los polimeros son utiles en industrias alimenticias y con diferentes
funcionalidades, una de ellas como se vio en el articulo anterior es la conservacion de
alimentos ayudando a resolver problematicas que nos afectan a todos y asi como se les da el
uso a los polimeros naturales de albumina y celulosa, existen muchos otros polimeros que

pueden ser empleados en esta industria.

Continuando hablaremos de algunos usos que se les puede dar a estos polimeros en la
industria de la farmacologia enfocada a la terapia antimicrobiana, ya que como se sabe, la
resistencia bacteriana es un tema que va tomando cada vez mas relevancia debido a que los
microorganismos se inhiben con concentraciones mucho mayores de antibidticos, lo que

también es un gran desafio para todo el equipo médico y salud pablica en general.

Un estudio realizado por investigadores de México y Alemania aborda esta problematica

y ellos optan por el uso de un polimero como lo es el biocompuesto de celulosa microfibrilada
con plata contra bacterias sensibles y resistentes. Como ocurre generalmente los metales de
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transicion presentan una alta toxicidad para el ser humano al ocuparse como tan, por lo que
para eliminar esa toxicidad se deben reducir en combinacion de polimeros que sean
orgénicos, de ahi viene la implicancia de la celulosa, ya que, al ser de origen natural y
derivada de algunos suministros de alimentos, la hace ideal para el procesamiento y sintesis
de nanoparticulas de plata. Ademas, hay que destacar que para la sintesis y reduccion de este
metal de transicion se utilizd una técnica ecoldgica en base a &cido ascorbico y celulosa

microfibrilada como agente protector para la creacion del nanocompuesto. (58)

Para este estudio utilizaron cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC 11229,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Pseudomonas
aeruginosa con Staphylococcus aureus resistente a multiples farmacos provenientes de un
hospital. Las MIC obtenidas de nanoparticulas de plata (AgNP) contra los microorganismos
fue realizada en agar Mller-Hinton y los valores se pueden ver en la tabla 10.

Tabla 10. Concentracién inhibitoria minima del compuesto de AgNP sintetizado.
(Tomado y adaptado de (Garza-Cervantes, J-A. 2020)(58)

Microorganismo MIC (ppm)
Escherichia coli ATCC 11229 125
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 125
Pseudomonas aeruginosa resistente 125
Staphylococcus aureus ATCC 6538 1500
Staphylococcus aureus resistente 1500

Luego de determinar las MIC de cada microorganismo con el AgNP, se realiz6 otro estudio
para analizar la inhibicion del crecimiento bacteriano donde el agar utilizado se va colocando
de un color més gris a medida que la concentracion de AgNP va aumentando, en las placas
primero van las que no poseen AgNP, luego las placas que poseen una cantidad sub
inhibitoria de AgNP para los microorganismos y finalmente la MIC, lo que se realiz6 aca es

analizar la cantidad de crecimiento o la inhibicidn de este y se puede apreciar en la figura 8.
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Figura 13. Inhibicién del crecimiento causada por el compuesto AgNPs.

a). Placa sin AgNP con E. coli y control. b). Placa con 62 ppm de AgNP con E. coli y control.
c). Placa con 125ppm de AgNP con E. coli y control. d). Placa sin AgNP con P. aeruginosa
ATCC y resistente. e). Placa con 62 ppm de AgNP con P. aeruginosa ATCC y resistente. f).
Placa con 125ppm de AgNP con P. aeruginosa ATCC y resistente. g). Placa sin AgNP con
S. aureus ATCC vy resistente. h). Placa con 1000 ppm de AgNP con S. aureus ATCC y
resistente i). Placa con 1500 ppm de AgNP con S. aureus ATCC Yy resistente. Tomado y
adaptado de (Garza-Cervantes, J-A. 2020)(58)

Como sintesis de este estudio, el biocompuesto que sintetizaron se dispers6 homogéneamente
en la placa de agar, de esta forma se superd la baja difusion que puede tener el biocompuesto
si se colocara en discos convencionales. También se pudo demostrar que el biocompuesto si
tuvo actividad antimicrobiana contra cepas ATCC y resistentes de bacterias Gram positivo y
Gram negativo, aunque no de la forma que se esperaba y, por lo cual seria una linea de

investigacion prometedora para futuros estudios y asi seguir perfeccionando los métodos y
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formas de sintetizar un nuevo biocompuesto ayudando a la problemaética creciente que es la

resistencia bacteriana.

Finalmente a modo de sintesis de este capitulo, las sustancias poliméricas pueden ser usadas
en diferentes formatos, y en combinacién con diferentes compuesto, de esta forma garantiza
mayor variabilidad para la realizacion de estudios, como en el caso de la investigacion de
Jung, Seohui y colaboradores donde pudieron sintetizar una pelicula de bio-nanocompuesto
de tal forma que los alimentos sin importan su forma se puedan recubrir, por otro lado como
en el estudio de Garza-Cervantes, J-A, la utilizacion de estas sustancias poliméricas fue mas
bien en estado liquido, dando maés facilidades de estudios in vitro para medir inhibicion
bacteriana, por lo tanto estos polimeros con las diferentes presentaciones estudiadas, podrian
hacer que las bacteriocinas se puedan incorporar a alimentos de forma mas sencilla y tal vez

mas eficiente, generando de esta forma una accion antimicrobiana mas persistente.
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VIIl.  CONCLUSION

Se ha demostrado, a través de varios trabajos de investigacion, que la mayor cantidad
de bacteriocinas descritas son elaboradas por Bacterias Acido-Lacticas (Gram positivo).
Estas ejercen su accion antimicrobiana principalmente sobre las Bacterias Gram negativo. A
medida que estas investigaciones progresan, se estan describiendo nuevas bacteriocinas que
tienen un espectro de accion antimicrobiano mayor actuando sobre Bacterias Gram positivo
y Gram negativo. Lo mismo ocurre con las bacteriocinas producidas por Bacterias Gram
negativo, si bien no son muchas las descritas hasta el momento, las que estan siendo
estudiadas presentan un amplio espectro y efecto antimicrobiano, resultando ser eficaces
contra bacterias resistentes e incluso multirresistentes. La produccion de nuevos
antimicrobianos con estas bacteriocinas y/o en conjunto con antibioticos ya existentes en el
mercado, abre una nueva posibilidad de tratamiento en el area de la salud contra infecciones
bacterianas e incluso puede ayudar a mitigar uno de los problemas mas grandes que se esta
viviendo en los sistemas de salud a nivel mundial: la resistencia bacteriana a los antibioticos

ya conocidos.

Si bien estas bacteriocinas muestran un futuro prometedor para tratamientos en el area
clinica, no se puede dejar de lado el ambito de los alimentario, donde a nivel mundial las
infecciones o intoxicaciones por alimentos no dejan de ser preocupantes, por ende y segun
ha sido demostrado en trabajos de investigacion, estas bacteriocinas pueden ser aplicadas a
directamente a los alimentos o en los ambientes de produccién. Lo anterior, con la finalidad
de evitar la contaminacién durante el proceso de elaboracion y posterior salida al mercado,

ademas de inhibir los procesos de descomposicidén de modo que se prolongue su vida Util.

Bacteriocinas y compuestos poliméricos en uso combinado han demostrado su actividad
antibacteriana de forma eficaz. El uso de sustancias poliméricas como matriz de péptidos
antimicrobianos, ha permitido la creacién de compuestos organicos, como las biopeliculas o
films que hacen que la adicion de estos péptidos antibacterianos a alimentos sea menos

compleja, pudiendo utilizarse ademas para recubrir alimentos. En el ambito fisico quimico,

61



se demostro que las bacteriocinas encapsuladas en sustancias poliméricas pueden conservar

su actividad antimicrobiana y ampliar su rango térmico y de pH.

Las sustancias poliméricas ofrecen una buena alternativa para encapsular antimicrobianos
que pueden ser aplicados en la industria de alimentos o farmacol6gica. Permiten que estos
productos conserven sus propiedades o las potencien para ejercer su rol en el control de

microorganismos.
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