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INSTITUTO DE PRODUCTOS LACTEOS DE ASTURIAS

CSIC

IPLA-CSIC

Tecnologia y Biotecnologia de Productos Licteos.
Microbiologia molecular
Fermentos licticos y bioconservaciéon
Fisico-quimica

Microbiologia y Bioquimica de Productos Lacteos
Probiéticos, prebidticos y exopolisacaridos
Cultivos licteos funcionales

@
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FERMENTOS LACTICOS Y BIOCONSERVACION

(DairySafe)
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> Bacteriocinas
» Bacteridéfagos y endolisinas
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Grupo DairySafe |

Pilar Garcia (Cientifico titular)
Beatriz Martinez (Investigador cientifico)

Ana Rodriguez (Investigador cientifico) (Jefe de grupo)
BIOCONSERVACION
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CSIC

» CALIDAD E INNOCUIDAD DE LOS ALIMENTOS

» BIOCONSERVACION

Cultivos iniciadores/protectores

(Bacterias l4cticas)

Bacteriocinas

(péptidos antimicrobianos)

= Biologia

= Aplicaciones

_____ Enzimas bioprotectoras
(lisozima, lactoperoxidasa)

v

Bacteridfagos
+

(enzimas liticos fégicos)
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:Cbémo y dénde se aplican?




Calidad y seguridad alimentaria

CALIDAD

CSIC

Nutritivo

y

energético

7 @ 5 =\
‘/,:(/ l\;
INOCUIDAD
Nutritivo Sano, seguro
y y
energético apetecible

Nutritivo Sano, seguro Beneficioso

Yy Yy para

energético apetecible la salud




Calidad y seguridad alimentaria

CSIC

Macroparasitos

Dinoflagelados

Algas toxigénicas

Giardia

Protozoos r‘

Peligros biolégicos

Entamoeba
Cryptosporidium

Fuentes

= Materias primas
= Manipulacién

= Almacenamiento

Hongos

Aspergillus
Fusarium
Penicillium

salmonella | Bacterias

E. coli
Vibrio
Campylobacter
Clostridium
Bacillus
Listeria ...

Virus de Norkwalk

Priones




Seguridad Microbiolégica en Alimentos

CSIC

% efsa-@

ea {jc

European Food Safety Authority EFSA Joumal 2015;13(1):3991

SCIENTIFIC REPORT OF EFSA AND ECDC

The European Union summary report on trends and sources of zoonoses,
zoonotic agents and food-borne outbreaks in 2013

European Food Safety ﬂ.llﬂlﬂl'il}'z’a
European Centre for Disease Prevention and Control™?

5.196 brotes alimentarios en 2013 (UE)

Francia

Espafa | 63,4% 44.183 personas afectadas

Polonia 5.946 hospitalizaciones
11 muertes

Relacién directa (comprobada) entre consumo
de un alimento y enfermedad en humanos en 839 brotes




Seguridad Microbiolédgica en Alimentos

CSIC

Alimentos implicados en brotes alimentarios

Bowvine maa? and ~Bakeny pragucls,
producis theredf, | 26%
3 6% i [
Tap water, 1.1%
Buffet meals, 3.7% —
Sweels and £ggs and 24J
producis

chaocolate, 4 2%

Vegetables and Julces

and ather products
thereod, 4.4%

~oiher foodsiufts

Broller meat | Galus
gaius) and products
thereof

Quesos (11)
Otros lacteos (7)
Leche (11)

Other or mixed meat
and products therest

Cnustaoaans,
shalifish, moluscs
and products thereot

Pig meat and R
produsts thereal Flsh and fizh produclts

Scientific report of EFSA and ECDC (EFSA Journal 2015: 13(1)




CSIC

Listeria:

12 brS&

Seguridad Microbiolégica en Alimentos

toxinas marinds

hishnae i

To)

i patogénas (+VCTE)

Agentes biolégicos implicados en brotes alimentarios
(identificado en el 71,1% de los casos)

Yersinia

Pardsitos

tes bacterianos

Otros agentes

Campylobacter

micotoxindas
Staphylococcus ¢ e
Bacillus
Clos . - dium Desconocido
o 2 2 & & 2 % Z Z 2 )
2 % % % % %Y % @ 9 %
Ne de brotes

Scientific report of EFSA and ECDC (EFSA Journal 2015: 13(1)




Ahumado

Secado

METODOS DE CONSERVACION

Tratamiento térmico

Congelacidn y refrigeracion

AtmOdsferas modificadas

Irradiacidén

Pulsos eléctricos

Ultrasonidos

ESTRATEGIAS MAS
RECIENTES

Pulsos de luz

Campos magnéticos



METODOS DE CONSERVACION

CSIC
TECNOLOGIA
Aditivos
Conservantes F. intrinsecos DE
Wi Lalee Propiedades del alimento BARRER_AS

Composicién
Estructura

Almacenamiento aw, pH, Eh

T, t, atmdsfera —

F. implicitos

Carga microbiana
Interferencia

Efecto barrera (Leistener, 1995) SINERGISMO




ETODOS DE CONSERVACION

Bioconservacion

CSIC

# Utilizacién de microorganismos o de compuestos antimicrobianos de

origen animal, vegetal o microbiano para prolongar la vida adl de
alimentos perecederos y mejorar su salubridad

Bacteriéfagos

Especias




METODOS DE CONSERVACION

csIC Bioconservacion

» BIOCONSERVACION

Enzimas bioprotectoras
(lisozima, lactoperoxidasa)

Cultivos iniciadores/protectores

(Bacterias l4cticas)

Bacteriocinas v

(péptidos antimicrobianos)
Bacteriofagos
+

(enzimas liticos fégicos)




Bioconservacion

CSIC

Cultivos iniciadores/protectores
(Bacterias lacticas)

cultivos iniciadores-protectores (para queseria) que, ademas
de fermentar la leche, reduzcan los niveles de microbiota
indeseable
y el riesgo de intoxicaciones alimentarias

Estdn constituidos mayoritariamente por bacterias ldcticas,
implicadas desde tiempo inmemorial en la fermentaciones
naturales de las materias primas




BIOCONSERVACION

Bacterias lacticas

+ Fermentaciones naturales
+ Seguras

+ Potencial antimicrobiano

Acidos organicos ._‘h._ e
H0; R
Compuestos de ’

bajo peso molecular | # ;
BACTERTIOCINAS) |+ 4 ;
\




METODOS DE CONSERVACION

CSIC

Ventajas

* Aceptaciéon como saludables

* Caracteristicas organolépticas
* Cadena alimentaria

* Tecnologia verde

Bioconservacion

Inconvenientes

* Estudio caso por caso
* Disponibilidad

* Espectro de inhibicidn




BIOCONSERVACION

CSIC
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BIOCONSERVACION

BACTERIAS LACTICAS
CSIC
Glicerol HO OH :
/\J;\ Lb. reuteri
- S
3-hidroxy-
propionaldehido [ REUTERINA REUTERICICLINA ]
3-HPA HT=O
H,C 7/ ®
‘ 0
H,C —— OH \A/\/WN:/;/I;
© o 5
/ N\ H
S N-acil- Acido tetramico
%OH | Muy hidrofébico, carga —

| » Activa frente Gram positivos (0.06 — 0.2 ug/ml)

H,C——0H ’ P2
Ionéforo de protones = disipa ApH
» Activa frente a bacterias Gram positivas y negativas,

hongos, levaduras y protozoos
~Inhibe (?) enzimas: ribonucleotido reductasa

Axelsson ef al. 1989 Ginzle 2004
Microb. Ecol. Health Dis. 2:131-136. Appl Microbiol Biotechnol 64: 326-332



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Glycerine_chemical_structure.png

BACTERIOCINAS

INTRODUCCION

CSIC

=» Péptidos antimicrobianos de sintesis ribosomal
* Péptidos catiénicos (20-60 aa), alto pl, anfipdticos, termorresistentes
= Tecnolégicamente aptas
=» Amplio espectro de inhibicién
=» Historia de consumo seguro: BAL

NISINA (E-234) Test de difusién en agar




<) BACTIBASE

database dedicated to bacteriocins

CSIC http://bactibase.pfba-lab-tun.org/main.php

Figure 1: Distribution of bacteriocins among the producer genera in the BACTIBASE databas
[Archea (Yellow), Gram-positive (Blue) and Gram-negative (green)]
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BACTERIOCINAS

CSIC Modo de accién

Accién bactericida frente a Gram positivos
(Clostridium, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, .. )

Espectro amplio: nisina, AS-48, pediocina
Espectro restringido: Lcn972, lactococina A

Test de difusion en agar

] S : ‘ . t ‘n ii

A » ‘i
‘3 | - , ‘ p }”
: "3 a 1;

s é-: 2

. ” DG/ : $

o é__.‘ y

Ny gleow b

(Benech et al., 2002)

10-20 km




BACTERIOCINAS

CSIC Modo de accién

=>» Péptidos cationicos e hidrofébicos: hélice-a anfipdtica

Interacciones electrostiticas
Estructura receptora o de gancho

Formacién de poros

T M

Pérdida de la integridad celular




BACTERIOCINAS

cSIC Modo de accién

* Nisinay otros lantibiéticos combinan dos
modos de accidén en una misma molécula:

= Inhibicién de la sintesis de pared celular

= Formacién de poros

* Factores celulares que determinan el grado de

sensibilidad

= Composiciéon de la membrana

= Interacciéon con proteinas, otros polimeros...




BACTERIOCINAS

CSIC Modo de accién
* Len972::Lipido 11

* Inhibicién sintesis del septo

Control 30 min

+ L.cn972

60 min

90 min




BACTERIOCINAS

Modo de accién

* Formacidn de poros

* Receptores o moléculas “gancho”

— Lipido II: inhibicién de la sintesis de pared celular

(Lantibiéticos y L.cn972)
— Man-PTS: clase 11

— Otros posibles receptores

e Otras actividades antimicrobianas

— Activacién autolisinas




BACTERIOCINAS

cSIC Modo de accion
CEPAS RESISTENTES

Bacteriocina




BACTERIOCINAS

cSIC Modo de accién

|| — Mecanismos de resistencia

Composicion de
la membrana

Inactivacion

Mutacién

receptor
Transporte

\ activo
A
\




BACTERIOCINAS

Modo de accién

CSIC
PRODUCCION
PRIMARIA ’@
<o)
5 Jal <’ 3~="" INDUSTRIA

TRANSFORMADORA 4

CONSUMIDOR

Moléculas modelo

Ensilados o » Anti-infectivos
Agen.‘r’e.? terapeuticos Control pa'rogenos/al'rer'an'res Cosmética
Probioticos bacteriocinogénicos Procesos tecnolégicos —_..,_"-.I_

Tecnologia de barreras
Marcadores de grado alimentario

Nisina, Lct3147, pediocina PA-1, AS-48




. BACTERIOCINAS
CSIC CONTROL PATOGENOS/ALTERANTES

Produccion In situ

CULTIVOS INICIADORES/PROTECTORES

Producto de fermentacion
: Microgard®

INGREDIENTE ALIMENTARIO
ALTA™2431

Bacteriocina purificada

Nisaplin

ADITIVO ALIMENTARIO
Chrisin




BACTERIOCINAS

CSIC CONTROL PATOGENOS/ALTERANTES

Produccién de nisina in situ: L. lactis IPLLA729
Queso de pasta lavada

Clostridium tyrobutyricum

Fermento IPLA (nis Z+) Fermento IPLA (nis Z-) Fermento comercial

Sales antibutiricas (0,2 g/l)

11

Vidiago

I
S
1
o
~~
O
£
=
(o)
o

log ufc/g - pH
log ufc/g - pH

10 20

10 20 30
TIEMPO (dias) TIEMPO (dias) TIEMPO (dias)
M iog ufc/g (lactococos)
B iog ufc/g (IPLA 729) log ufc/g (IPLA 838)
log ufc/g. queso (Cl. tyr) g ity {IPLA 55 log ufc/g queso (CI. tyr)
BoH Sua/ml BpH

log ufc/g (IPLA 838)
log ufc/g. queso (Cl. tyr) MpH

Rilla ez al., 2003



BACTERIOCINAS
CSIC CONTROL PATOGENOS/ALTERANTES

Sales
antibutiricas




BACTERIOCINAS

Fermento comercial;
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Acido acético (mg/g)

N
o

0,6
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0,21

0

CONTROL PATOGENOS/ALTERANTES

CEPAS AUTOCTONAS

Acidos organicos y compuestos volatiles

<« Caracteristicas sensoriales propias

Fermento IPLA-001;

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30

Tiempo de maduracion (dias)
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BACTERIOCINAS

CSIC CONTROL PATOGENOS/ALTERANTES

Adicién de nisina a los alimentos

ALIMENTO NISINA (pg/ml) | DIANA

Quesos procesados 2.5-15 Bacillus, Clostridium
Leche y derivados 0.25-1.25 Bacillus, Clostridium
Huevo liquido 1.25-5 Bacillus
Sopas pasteurizadas 2.5-6.25 Bacillus
Zumo de frutas 0.75-1.5 Alicyclobacillus acidoterrestris
Carnes procesadas 5-10 Bacterias ldcticas, Brocothrix
Enlatados 2.5-5 Geobacillus, Thermoanaerobacterium
Cerveza Bacterias licticas

Menor 0.25-1.25

pasteurizacion Delves-Broughtony Weber, 2012

. Paoct-fermentacidn



BACTERIOCINAS

CSIC CONTROL PATOGENOS/ALTERANTES

5 -

1 < =

]

' cfu/ml (Log ) : i

,a ]

29 o

-

. 7

13,000
Lacticin 3147 (AU/ml)

{ rem

(Morgan et al. 2000)

Envasado activo

1. S
= \
- S8 — . \ A
2 \
- — - ‘ I

EQUIPO DE ALTAS PRESIONES

e

(Scanell et al., 2




BACTERIOCINAS

CSIC TECNOLOGIA DE BARRERAS

A 70 B 70

6.0 [- 60T . -
- | B v 2=l Be AS-48 + biocidas
: || Vel e ]
E 4.0 - % E 4.0 -

2 501 | A * T 55 L. monocytogenes biofilms

g0 | A2 :
= 201 ? = 20

1.0 ? 1.0

5% i 0.0 * * * %

0.0 0.0125 0.125 00 025 25 5.0
Biocide concentration (g/l) Biocide concentration (g/l)

C 7.0 D 7.0

6.0 6.0 1
§ 5.0 - 2 I E 50 - *
é 4.0 2 é 4.0 1 +*
Uc ’ ¢ U° * .

- 30 3 -~ 30 -

il 3

201 | A 2.0 A. Cloruro de benzalconio

4 s
1.0 4 10 - B. Cetrimida
00 1L 78 1 |s* o i v C. Hexadecylpyridinium chloride
00 0025 025 25 00 00025 0025 o025  D. Didecyldimethylammonium bromide
Biocide concentration (g/l) Biocide concentration (g/l)

[Biocide 74 Biocide + AS-48 (25 yg/ml) B Biocide + AS-48 (50 pg/ml)

Caballero et al., 2012




BACTERIOCINAS

CSIC PROCESOS TECNOLOGICOS

Maduracion
acelerada

PepX

100
Bac™
Adjunto + Iniciador Bac
v >0 DU
Liberacion endopeptidasas o | —im 1 .
(Morgan et al., 1997) 0 7

mU PepX/mil
g B

18 27 42

Ripening time (days)

(Martinez-Cuesta et al., 2001)




BACTERIOCINAS

CSIC INCONVENIENTES Y SOLUCIONES

+ Espectro de inhibicion

Agentes quelantes
Varias bacteriocinas
— No Gram - Otras barreras

— No hongos ni levaduras

4 Inestabilidad en
los alimentos

Ingenieria de proteinas

— Inactivacion Produccién iz situ

— Distribucioén irregular




BACTERIOCINAS

CSIC PERSPECTIVAS

Materias primas Transformacion Producto
<
> Prevencion/tratamiento infecciones i Mayor vida media
o Control patégenos/alterantes
o) Probidticos bacteriocinogénicos
= . . Tecnologia de barreras
o Promotores del crecimiento Adyuvantes tecnolégicos Envasado
('__) Reduccién zoonosis Tecnologias
é emergentes

Investigacion bésica

Cultivos iniciadores autdctonos

Tecnologia de barreras
Campos de a({)licacién

(Ensilados)

Probidticos

Microbiota intestinal




Nuevos sistemas de control de microorganismos

BIOCONTROL MEDIANTE
BACTERIOFAGOS/PROTEINAS FAGICAS

BIOCONSERVACION ,
DESINFECTANTES BIOLOGICOS

La bioconservacion es la  utilizacion de

) ) i ) ., La desinfeccion aprovecha la capacidad de los
microorganismos, incluidos  bacteriéfagos, sus

- bacteriéfagos de algunas proteinas figicas para
productos metabdlicos o ambos para conservar los §9° ¥ g P & P

alimentos (Montville & Chikindas, 2007).

eliminar los biofilms.




Nuevos sistemas de control de microorganismos

CSIC

> Los Bacteriéfagos

» Virus que infectan exclusivamente a

Material bacterias
CABEZA < genético
B » Inducen la lisis de la bacteria a final de su
CUELLO<_ ciclo de desarrollo
> Especificidad
COLA S

» Inocuidad
Fibras

» Abundancia: 10E31 particulas totales
BASAL

LN
PLACA -




Capacidad antimicrobiana de bacteriéfagos

CSIC

Reconocimiento 2 Ad .
: cn_rr\lnn

Bacteriofago -
Penetracion

Sefnales
ambientales




Terapia figica y biocontrol

CSI@y

Cepas

Antibioticos === 9 resistentes

1917 1920-1930

Terapia
fagica

1940 Actualidad

(" BIOCONTROL )ropadel Este

@) intralvtix
©) intralytix
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1 pintralytix

5 ‘ ListShield " Fcoshield

H intralytix
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Peptidoglicano
hidrolasas asociadas a
virion

CITOPLASMA
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Proteinas figicas deeradadoras de exopolisacaridos

EXOPOLISACARIDO 5 — Sk Y
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Aplicaciones de bacteriéfagos/proteinas figicas en la Industria Alimentaria

CSIC

Eliminacién Ellm{naglon de Bioconservacion
bacterias biofilms ,
zoonoticas

Produccidn Industria — Comercializacion o !
: Producto
e

imari ' ; final
primaria Alimentaria sl venta

FROM FARM TO FORK
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Bioconservacién de Productos Licteos: Bacteriéfagos

Queso semi curado

Queso Control Queso (+ fagos)

Staphylococcus aureus

g_
- 7 g
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Ripening time (days Ripening time (days) : :
pening (days) microbiota
p m S. aureus Sa9
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Bioconservaciéon de Productos Lacteos: Proteinas Liticas

Staphylococcus aureus

S. aureus Sa%

& H5

Eliminaciéon de la contaminaciéon en leche

Rodriguez et al., 2011
Obeso et al., 2008

HydHS5 1.65 uM
Temperatura ambiente
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Desinfeccién de superficies: Bacteriéfagos

CSIC Biofilm 24 h en poliestireno
Tratamiento 4h 37°C

vB_SauM philPLA-RODI } vB_SepM philPLA-C1C }

Gutiérrez et al., 2015




Desinfeccién de superficies: Proteinas figicas

CSIC

Exopolisacirido despolimerasa

Dpoﬁ7 )
98,5 kDa
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1.5 Dpo7

Gutiérrez et al., on line)




TECNOLOGIA DE BARRERAS

CSIC

» Bacteriocina-Endolisina

‘ Jl Dosis efectiva ——>» Costes | Control ¢
LysH5 15 U/ml m
Nis 0.75 ya/ml o

LysH5 15 U/ml + nis 0.75 pg/ml A

Garcia eral. 2010




csIC TECNOLOGIA DE BARRERAS

> Bacteriocina-Bacteriéfagos

MIC? EOP? Adsorption (%)
S. aureus Nisin
(g/ml) ®35 ®8s ®35 ®8s

Sa9WT 0.78 il 1 99.9+0.1 99.7+0.5
Sa9R >100 0.002+0.0001 0.5+0.03 56+0.5 96+0.3
Sa9rRR 0.78 1.1+0.3 1+0.2 85.3+0.2 99.9+0.3
Sa9 BIM B2 0.78 0 0 97.6+0.3 13.9+3.0
Sa9 BIM B6 0.78 0 0 ND? <3
Sa9 BIM B13 0.78 0 0 57.8+7.1 7.542.9

IMIC: minimum inhibitory concentration.
2EOP: Efficiency of plaquing.
ND: not determined

iiRESISTENCIA
CRUZADA!

Martinez et al., 2008




Tienen una alta capacidad antimicrobiana

Son efectivos en matrices alimentarias

Son altamente especificos: solo actuan sobre una
especie bacteriana

Pueden ser utiles en el desarrollo de nuevos sistemas de
bioconservacion

Los bacteriéfagos son una fuente de nuevas proteinas activas
frente a biofilms




MUCHAS GRACIAS




Instituto de Productos Licteos de Asturias (IPLA-CSIC)
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