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1. RESUMEN

Las bacterias juegan un papel importante en la produccion de alimentos desde la
fermentacién de los mismos hasta su capacidad de mejorar la textura, sabor y valor
nutricional del producto. Asi, con esta revision bibliogréfica se pretende evidenciar el
uso del género Bacillus en la produccién de alimentos.

Empleando diferentes bases de datos como Google Scholar, Pubmed y Scielo se
obtuvieron varios articulos que ponian de manifiesto el uso de Bacillus en la
elaboracion de alimentos fermentados, en concreto, B. subtilis, B. amyloliquefaciens,
B. licheniformis, B. circulans, B. pumilus y B. brevis. Por otro lado, B. cereus muestra
preocupacion ya que es capaz de producir toxinas dando lugar a intoxicaciones
alimentarias.

Estas especies destacan por su resistencia a condiciones extremas de pH y
temperatura como resultado de formar esporas, lo que también las hace utiles como
probioticos. Ademas, Bacillus spp. es una gran fuente de produccion de enzimas como

las amilasas, las cuales presentan un gran potencial en la industria alimentaria.

Palabras clave: Bacillus spp.; industria de alimentos; fermentacion; amilasas

1.1 Abstract

Bacteria play an important role in food production from food fermentation to their ability
to improve the texture, flavor, and nutritional value of the product. Thus, this literature
review aims to demonstrate the use of the genus Bacillus in food production.

Using different databases such as Google Scholar, Pubmed and Scielo several articles
were obtained that showed the use of Bacillus spp. in the production of fermented
foods, specifically, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. circulans, B.
pumilus and B. brevis. On the other hand, B. cereus causes concern as it is capable
of producing toxins leading to food poisoning.

These species are noted for their resistance to extreme pH and temperature conditions
as a result of forming spores, which also makes them useful as probiotics. In addition,
Bacillus spp. is an excellent source of enzymes such as amylases, which have great

potential in the food industry.

Keywords: Bacillus spp.; food industry; fermentation; amylases



2. INTRODUCCION

2.1 Clasificacion y caracteristicas generales del género Bacillus

El género Bacillus fue descrito por primera vez por Ferdinand Cohn en 1872, quien
identific6 a las bacterias de este género como bacterias resistentes al calor y

productoras de endosporas (Villareal-Delgado et al., 2018).

Taxonomia

Clase: Bacilli Orden: Bacillales Familia: Bacillacease

Figura 2.1. Clasificacién del género Bacillus (adaptado de Villareal-Delgado et al., 2018).

Son bacterias Gram positivas de un tamafio comprendido entre 0.5 a 10 um, su
movilidad es a través de flagelos y presentan morfologia bacilar (Villareal-Delgado et
al., 2018). Este género presenta una amplia distribucion, encontrandose en el aire,
agua, plantas, animales o suelo, en este ultimo participando en la descomposicion de
la materia, asi como proteccion y crecimiento de las plantas frente a organismos
patégenos (Dobrzynski et al., 2023). Destacan por su resistencia a ambientes
extremos como la sequia, radiacion ultravioleta o bajo contenido de nutrientes en el

medio ambiente como resultado de formar esporas (Villareal-Delgado et al., 2018).

2.2 Ciclo de esporulacion de Bacillus spp.

La formacién de esporas les permite su diseminacion por los distintos ecosistemas,
ambientes acuaticos, terrestres o bajo condiciones extremas y ocurre en su segundo
ciclo de vida (Villareal-Delgado et al., 2018). El ciclo de vida de este género, esta
dividido en dos fases:

1. Crecimiento vegetativo

2. Esporulacién
El crecimiento vegetativo, ocurre cuando las condiciones para el desarrollo de la
bacteria son favorables, de manera que la poblacion bacteriana crece por fision binaria

de forma exponencial (Gonzalez-Leon et al., 2022).



Por otra parte, la bacteria utiliza la fase de esporulacion (figura 2.2) como una tactica
de supervivencia ante cualquier situacion de estrés como cambio de temperatura, pH,
escasez de nutrientes, entre otros. Se inicia la formacion de la endospora con la
creacion de dos compartimentos a causa de la division celular: una célula madre y una
preespora, esta Ultima sera engullida por la célula madre hasta su maduracion.
Finalmente, ocurre la muerte de la célula madre por lisis celular liberando la endospora
(Villareal-Delgado et al., 2018).
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Figura 2.2 Ciclo de vida del género Bacillus (adaptado de Gonzélez-Ledn et al., 2022).

2.3 Aplicaciones del género Bacillus

El mayor reservorio de este género es el suelo, donde se pueden encontrar tanto en
la rizosfera o como endofitos creandose una asociacion simbiética con las plantas. En
esta situacion, la planta le aportara nutrientes mientras que la bacteria le aporta
proteccion ante patdbgenos mediante la produccion de péptidos antimicrobianos (Z. Li
et al., 2023). Ademas, Bacillus puede producir una amplia gama de metabolitos que
mejoran la disponibilidad de nutrientes para las plantas, lo que conlleva a un aumento
en el crecimiento y rendimiento de las mismas, entre otras cosas (Akinsemolu et al.,
2024).

Por otro lado, este género contribuye significativamente en el control de plagas y la
produccion de antibidticos. Existen varias especies de Bacillus que producen

lipopéptidos los cuales actian contra microorganismos patogenos de plantas, donde
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destaca B. thuringiensis entre los biopesticidas a base de bacterias mas usados en el
mundo. En ambito medicinal, estos lipopétidos producidos por Bacillus presentan una
gran importancia frente a una amplia variedad de virus (Herrmann et al., 2024).

A nivel industrial, algunas cepas de Bacillus spp. pueden causar una mejora en la
calidad del producto actuando como organismo fermentador del mismo (Z. Li et al.,
2023). Cuando se utiliza en la produccion de alimentos, este género es capaz de
proporcionar una serie de cualidades beneficiosas como sabor y propiedades
saludables (Herrmann et al., 2024).

Ademas de la capacidad de produccion de alimentos, esta bacteria posee una serie
de propiedades cuando es utilizada como aditivo alimentario. La mas comun es su
funcion probidtica, la cual confiere beneficios al huésped cuando es ingerida.
(Herrmann et al., 2024).

Por otro lado, existen especies patdgenas del grupo B. cereus que pueden provocar
enfermedades que se asocian principalmente con la intoxicacion alimentaria
provocando sindrome diarreico, aunque también existe una relacion de esta especie
con graves infecciones oculares, neumonia progresiva e infecciones destructoras del

sistema nervioso pudiendo ocasionar incluso la muerte (Bottone, 2010).

Figura 2.3 Presencia de Bacillus spp. en diferentes nichos ambientales. Resaltado en color rojo se
indican las diferentes interacciones de mutualismo que existen entre este género con la vegetacion y
el ser humano; resaltado de color morado se indican las diferentes interacciones patégenas (Z. Li et
al., 2023).



2.3.1 Uso de especies Bacillus en la industria alimentaria

El uso microorganismos vivos en la fermentacion de alimentos cada vez es mayor. La
mayoria de alimentos fermentados estan constituidos por bacterias del 4cido lactico
(BAL) o levaduras, pero el género Bacillus tiene gran importancia en algunos
alimentos fermentados (Z. Li et al., 2023). Esta bacteria tiene la capacidad de conferir
beneficios como el sabor del alimento y propiedades positivas para la salud. Ademas,
es capaz de crecer en ambientes que no requieren un control extremo y tiene un bajo
costo de producciéon (Herrmann et al., 2024).

El proceso de fermentacion con esta bacteria se conoce como fermentacion alcalina
(Kimura & Yokoyama, 2019) aunque también se pueden desarrollar en fermentacion
sumergida o en estado solido, dependiendo de la fermentacion deseada, todas
presentan ventajas y resultados exitosos (Herrmann et al., 2024).

Bacillus spp. es utilizado en las fermentaciones de alimentos como legumbres,
tubérculos o cereales en Asia, Africa y América del Sur (Z. Li et al., 2023).

En la fermentacion de cereales como la soja o el arroz una de las principales especies
del género Bacillus fue en el alimento natto, de origen asiatico. Esta especie fue
denominada Bacillus natto, aunque posteriormente fue reconocida como B. subtilis
(Harwood, 1989) (Herrmann et al., 2024).

Destacan como especies fermentadoras B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. circulans, B. pumilus y B. brevis (Kimura & Yokoyama, 2019).

A continuaciéon, se muestra una descripcion de alimentos fermentados que incluyen

especies del género Bacillus como principales organismos fermentadores (tabla 2.1).



Tabla 2.1 Alimentos fermentados con presencia de bacterias del género Bacillus (adaptado de Z. Li et
al., 2023).

Principales Region de Origen
Producto Sustrato . . . _
microorganismos uso alimentario
_ - ; Sustituto de
Natto Soja B. subtilis var. natto Japon
carne
| Soja, B. subtilis, |
Cheonggukja | |egumbres . . Sustituto de
B. amyloliquefaciens y Corea
ng locales , : carne
Rhizopus oligosporus
Soja,

_ B. subtilis, Rhizopus _
Doenjang legumbres Corea Condimento

spp. y Aspergillus spp.

locales
Bacillus spp., incluidos
_ B. subitilis,
) Soja, arroz ) _ _
Gochujang o B. amyloliquefaciens, Corea Condimento
y pimienta _
Aspergillus spp. y
Rhizopus spp.
B. subitilis,
. Soja B. licheniformis, ] ) Alimento
Hawaijar o _ India (Asia) _
entera S. sciuri, Alkaligenes basico
spp.
Tofu _ _
_ Bacillus spp o China o
Sufu (cuajada _ ) Guarniciéon
_ Micrococcus spp. (Asia)
de soja)




Bacillus spp., incluidos

Algarroba 3 . Africa .
B. subitilis, B. pumilus, _ Sustituto de
Dawadawa y _ _ ) Occidental
B. licheniformis y B. carne
legumbres N y central
subtilis var. natto
Bacillus spp, incluidos
B. subtilis,
Algarroba _ _ _
B. licheniformis,
Ugba Y B. megaterium, Nigeria Guarnicién
legumbres _
B. pumilus,
locales
Staphylococcus spp. y
Micrococcus spp.
Bacillus spp., incluidos
B. subitilis,
_ B. licheniformis, _
| Hojas de ) _ Alimento
Ntoba Mbodi B. amyloliquefaciens, Congo o
yuca N béasico
B. pumilis,
B. sphaericus y
B. xylanilyticu
Bacillus spp.,
incluyendo B. subtilis, o _
. _ . _ . Africa Alimento
Agbelina Mandioca B. licheniformis y . .
_ Occidental béasico
B. pumilus; BAL y
levaduras
Bacillus spp., incluidos
) ) B. subtilis, _
Cinta Mandioca Indonesia Postre

B. amyloliquefaciens y

B. thuringiensis




Lactiplantibacillus,

halophilus

N ' . Africa Alimento
Elubo (fiame) Batatas Levilactobacillus y _ .
N Occidental basico
B. subtilis
' L. plantarum, L. brevis _
Taruba Mandioca ' . Amazonas Bebida
y B. amyloliquefaciens
Vainas de _ ) ) _
_ Bacillus spp., incluidos | Indonesia,
o semillas de . _ _ .
Vainilla o B. subtilis, B. fusiformis | México y .
Vainilla _ Condimento
o y B. pumilus otros
planifolia
Bacillus spp.,
incluyendo B. subtilis,
B. amyloliquefaciens,
Granos de B. velezensis y B.
trigo, arroz, licheniformis; BAL, )
Daqu ) _ Licoresy
sorgoy Enterobacteriaceae, China _
_ vinagre
cebada Aspergillus spp,
Rhizopus spp.,
Saccharomyces y
Saccharomycopsis
Filobacillus, Bacillus,
Micrococcus,
Virgibacillus,
Salsa de _ Sudeste _
Pez Halobacillus, . Condimento
pescado Asiatico
Halococcus,
Tetragenococcus




Por otro lado, existe una gran preocupacion con la especie B. cereus ya que es capaz
de producir ciertas enterotoxinas perjudiciales para el organismo. Parte de esas
toxinas también pueden ser producidas por las especies B. thuringiensis, B. mycoides,
B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. toyonensis y B.
anthracis (Herrmann et al., 2024).

La intoxicacion por B. cereus se manifiesta de dos formas, un sindrome diarreico o un
sindrome emético. Este Ultimo es causado por la toxina cereulida, se trata de una
toxina termoestable capaz de causar vomitos, asi como dafios hepéticos y cerebrales
cuando se encuentra en dosis altas. Por otro lado, el sindrome diarreico se debe a la
ingestion de las esporas o células vegetativas enterotoxigénicas de la bacteria, lo cual,
conduce a dolor abdominal y diarreas (Jovanovic et al., 2021).

En ambos tipos, la fuente de intoxicacion son las esporas de B. cereus ya que es un
microorganismo capaz de crecer después de cocinarlo y enfriarlo. Esta especie se
encuentra especialmente en alimentos vegetales, aunque también lo podemos

encontrar en productos lacteos, huevos o carne (Granum & Lund, 2006).

Tabla 2.2 Caracteristicas generales de las dos enfermedades producidas por B. cereus en alimentos
(Stenfors Arnesen et al., 2008).

Caracteristicas Enfermedad diarreica Enfermedad emética

_ _ Proteina; enterotoxinas: Péptido ciclico; toxina emética
Tipo de toxina o )
Hbl, Nhe, CytK implicadas (cereulida)

Ubicacion de la _ _
. En el intestino delgado del )
produccion de ) Preformado en alimentos
_ huésped.
toxinas

10° 108 células g~ ' se
10° -108 UFC (total). El encuentra a menudo en los
namero total requerido es | alimentos implicados, pero no
Dosis infecciosa menor para las esporas en | se requieren células vivas para
comparacién con las la intoxicacion. Cereulida: 8-10
células vegetativas ug kg™! de peso corporal

(modelos animales)




Tiempo de 8-16 h (ocasionalmente
. - 0.5 a 6 horas
incubacion >24h)
y 12-24 h (ocasionalmente
Duracion de la _ i
varios dias) 6-24 horas
enfermedad
Dolor abdominal, diarrea Nauseas, vOmitos y malestar.
] acuosa y ocasionalmente Algunos casos letales
Sintomas ) ) _ _ .
nauseas. Se ha producido | (posiblemente debido a dafo
letalidad. hepético)
. ] Alimentos proteicos; . _ o
Alimentos mas o Alimentos ricos en almidodn;
productos carnicos, sopas, ] _
frecuentes . Arroz, pasta, reposteria y fideos
o verduras, pudines, salsas, _ _
implicados en la ) fritos y cocidos
leche y productos lacteos
enfermedad

La mayoria de brotes por B. cereus a causa de productos alimenticios estan asociados
al consumo de arroz, pasta, carne y productos lacteos. Sin embargo, aunque es
famoso por causar enfermedades transmitidas por los alimentos esta autorizado el
uso de algunas especies como probidtico tanto en humanos como en animales (K.
Zhu et al., 2016).

2.3.2 Uso de especies Bacillus como probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos capaces de mejorar la salud del huésped
atribuyendo algunos beneficios cuando son administrados en cantidades adecuadas
(Cutting, 2011). La competencia entre los probidticos y los patdgenos que son
ingeridos de forma accidental, pueden impedir que el organismo sea colonizado por
los patégenos y refuerza los mecanismos de defensa. Los probidticos son
incorporados como aditivos y benefician en la fisiologia del organismo mas alla del
valor nutricional que posee (Milian et al., 2008).

Los microorganismos que sean utilizados como probidticos deben presentar una serie

de caracteristicas (Molina, 2019):
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- No ser patdgenos para el ser vivo.
- Deben mostrar resistencia a factores fisicos y ambientales como calor,
desecacion o radiacion ultravioleta.
- Deben ser viables durante su manejo, almacenamiento y procesamiento.
- Colonizar el tubo digestivo adhiriéndose a su pared y resistir el ambiente del
mismo.
- Su crecimiento en cultivo debe ser rapido y poco costoso para que su
produccion y uso sea rentable.
De los géneros Lactobacillus (comprenden bacterias del acido Ilactico) y
Bifidobacterium provienen la mayoria variedad de probioticos, sin embargo, el género
Bacillus ha cobrado valor sobre esta aplicacién gracias a la capacidad de formar
esporas (Herrmann et al., 2024). Estas esporas muestran ventajas respecto a otros
géneros como Latobacillus spp. ya que se puede mantener la viabilidad del producto
a temperatura ambiente. Ademas, las esporas del género Bacillus son resistentes a
pH &cidos y al ser ingeridas llegan intactas al tubo intestinal lo que no ocurre con
ciertas especies de Lactobacillus.
Dentro del género, las especies mas examinadas como probiéticos son Bacillus
subtilis, Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans y Bacillus licheniformis
(Cutting, 2011).
Los probidticos, suelen ser aplicados en el consumo humano como productos
dietéticos y animal, aportando una serie de beneficios. En el caso del ser humano, la
influencia de las bacterias probidticas reduce los sintomas asociados a la intolerancia
a la lactosa, disminuyen los niveles de colesterol sanguineo, producen vitaminas del
grupo B, actdan como inmunomoduladores, inhiben el crecimiento de patégenos
potenciales y reestablecen la flora intestinal durante una terapia a base de antibiéticos
(Taranto et al., 2005).

A continuacion, se muestran una serie de probidticos para el uso humano (tabla 2.3).
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Tabla 2.3 Probidticos para el uso humano (Adaptado de Cutting, 2011).

Producto Fabricante Especie
Producido por Marion
Merrell (Levallois-Perret, ] .
) y Céapsula que contiene 1 x 10°
Francia), pero también por _
Hoechst v | Avent esporas de Bacillus cereus cepa
- - oechst y luego por Aventis
Bactisubtil® o IP5832 (ATCC 14893)
Pharma tras fusiones y
adquisiciones.
B. subtilis, componente de 14
_ Cuidado de la salud de cepas contenidas en este
Bio Kult®
Protexin suplemento probidtico
Mezcla de dos cepas de
Biofarm, Dniepropetrovsk, bacterias antagonistas vivas B.
Ucrania subtilis 2335 y B. licheniformis
Biosporina® Garars, Rusia 2336. Originalmente aislado de
forraje para animales.
o Geyer Medicamentos SA | B. cereus cepa GM. Suspension
Biovicerina® )
Porto Alegre, RS, Brasil de 108 esporas ml™.
. Comprimido que contiene
_ Binex Co. Ltd., Busan,
Bispan® esporas (1,7 x 107) de
Corea del Sur _
B. polyfermenticus SCD.
Vial que contiene 1 x 10°
esporas de Bacillus clausii en
BioProgress SpA, Anagni, suspension, etiguetado como
Domuvar _ N
Italia portador de B. subtilis. Ya no se
comercializa.
_ _ Etiquetado como Lactobacillus
Sabinsa Corp., Piscataway, _
Lactospora sporogenes pero contiene B.
Nueva Jersey, EE. UU.
coagulans 6-15 x 10° g™,
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Equilibrio de flora

Flora-Balance, Montana,
EE. UU

Capsulas etiguetadas como
portadoras de Bacillus
laterosporus pero que contienen

de Brevobacillus laterosporus

Ganeden Biotech Inc., Ohio,

B. coagulans GanedenBC 30

Cepa patentada que cuenta con

Sustenex® la aprobacion GRAS en los
EE. UU
EE. UU
_ _ B. subtilis cepa RO179
. . Hanmi Pharmaceutical Co. L
Medilac Vita (a 108 g~') en combinacién con

Ltd., Beijing, China

Enterococcus faecium.

El primer alimento

de la naturaleza

Primera ley de la
naturaleza, San Diego, CA,
EE. UU.

42 especies enumeradas como
probidticos, incluidas: B. subtilis,
B. polymyxa, B. pumilus y

B. laterosporus.

Neolactofloreno

Newpharma Srl, Milan, Italia

Mezcla de bacterias del acido
lactico inc. L. acidophilus,
B. bifidum y L. sporogenes.
L. sporogenes a 3,3 x 10° UFC
g~! cuyo nombre valido es B.
coagulans y esta mal etiquetado

como una cepa de B. subtilis.

Enterogermina®

Sanofi Winthrop SpA, Milan,
Italia

Vial (5 ml) que contiene 1 x 108
esporas de B. clausii en
suspension. Al menos cuatro
cepas diferentes de B. clausii
presentes y el producto
originalmente etiquetado como

portador de B. subtilis.
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Por otro lado, en el consumo animal provocan un aumento de la tasa de conversion
alimentaria y aumento de peso, mejora de la salud intestinal y respiratoria, disminucion
de la emisién de nitrégeno y la produccion de compuestos bioactivos (Herrmann et al.,
2024).

Existen diversidad de alimentos fermentados producidos con especies del género
Bacillus y citado anteriormente, solo algunas cepas de Bacillus estan involucradas en
la fermentacion de estos alimentos. La finalidad de este trabajo es analizar las
especies mas relevantes de este género en la produccion de alimentos y evidenciar
cuales son los beneficios que aportan a los mismos describiendo los productos mas

comercializados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evidenciar el uso de especies Bacillus mas relevantes en la preparacion de alimentos.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar que especies del género Bacillus se utilizan en la produccion de
alimentos.

e Exponer las distintas especies y sus ventajas en la utilizacion por parte de la
industria.

e Describir el potencial de enzimas producidas por Bacillus en la industria
alimentaria.
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4. METODOLOGIA

En este estudio, se ha llevado a cabo una revision sistematica de diferentes articulos
cientificos sobre el género Bacillus y su implicacién en la elaboracion de alimentos en
la industria.

Las principales bases de datos donde se ha realizado la basqueda de la informacion
son Google Scholar, Scielo o Pubmed. Como términos adecuados de busqueda se
emplearon “Bacillus spp” y “Bacillus en la industria alimentaria”, aunque también se

utilizaron términos como: “Probidticos basados en Bacillus” “Alimentos fermentados

”» “ ” “*

con Bacillus”, “Aplicaciones de Bacillus en la industria”, “Produccion de amilasas por

Bacillus”, tanto en espafiol como en inglés.

Se revisaron 972 articulos y estudios realizados en los ultimos 20 afios, sin embargo,
de las fuentes encontradas Unicamente se seleccionaron aquellos articulos o estudios
gue hacian referencia a la produccion alimentaria basada en Bacillus. De manera que,
se excluyeron aquellos articulos y estudios escritos en un idioma distinto al espafiol o
inglés, asi como, los que no presentaban contenido de especial interés sobre el papel
de este género en la produccion de alimentos.

Por otro lado, también se excluyé toda la informacion sobre la especie B. cereus
puesto que destaca por su capacidad de producir distintas toxinas perjudiciales para
la salud humana debido al consumo de alimentos que estan contaminados por dicho
microorganismo (Sanchez et al., 2016), aunque es mencionado en alguna ocasién
como un aspecto beneficioso cuando su uso es como probiotico. Finalmente, todo
articulo que presentara algun tipo de restriccion para su lectura o que presentara fecha
de publicacién muy antigua también fue excluido, ya que sélo se utilizaron aquellos

articulos publicados en los tltimos 20 afios (figura 4.1).
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Idioma espanol
o Inglés

CIRTERIOS DE Revisiones sistematicas
INCLUSION o estudios

oxperimontales

Tratar sobre Bacillus en la
produccién de alimentos

Figura 4.1 Esquema de los criterios de inclusiéon que se han tenido en cuenta para la seleccion de los
articulos (Elaboracién propia).

Tal y como se indica en la figura 4.2, en una primera busqueda, se encontraron 972
articulos en total, de los cuales 837 se descartaron por no cumplir los criterios
descritos anteriormente. Se recuperaron 135 articulos, de los cuales se hizo una
revision del titulo y resumen, seleccionando 38 articulos. Tras una lectura analitica de
los mismos, se seleccionaron 26 articulos de los cuales se pudo recoger la informacion
necesaria para realizar el estudio. De tal manera, en cada uno de estos articulos y
estudios, se considero toda la informacién de interés para la elaboracion del trabajo,

y asi responder a los objetivos previamente expuestos.

Articulos
encontrados segun
los criterios de
basqueda:
972 Articulos que cumplen con

los criterios de inclusion:

[

H Articulos seleccionados:

Articulos descartados por no
cumplir los criterios de
inclusion:

837 Articulos descartados tras
la revision de resumen:
97

Articulos seleccionados tras
su lectura:
26

Figura 4.2 Diagrama de flujo de las diferentes blsquedas y seleccidon de articulos (Elaboracion propia).
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5. RESULTADOS

5.1 Bacillus subtilis

Gracias a la adaptabilidad de este microorganismo en distintas situaciones adversas
le permiten proporcionar cultivos eficientes y posicionarse en varios dominios
industriales y agricolas de manera rentable, desde produccion de enzimas, biocontrol,
sintesis de biopeliculas, uso de probioticos hasta su implicacién en la produccion de
alimentos tradicionales fermentados a partir de soja. En el proceso de fermentacion,
esta bacteria tiene la capacidad de producir enzimas que descomponen la soja
confiriendo sabores, consistencias y propiedades nutricionales exclusivas, un aspecto
crucial para una exitosa produccion industrial (Akinsemolu et al., 2024).

Algunos de los alimentos fermentados a base de soja con la implicacion de este
microorganismo son Cheonggukjang, Deonjang, Gochujang, Natto japonés, Kinemay
Thua nao, los cuales su sabor y textura los hace Unicos gracias a la presencia de
B. subitilis (Ghosh et al., 2018).

5.1.1 Kinema

Es un alimento fermentado a base de soja de la comunidad nepali, presenta una
textura pegajosa y un color grisaceo. Durante su produccion se seleccionan las
semillas de soja las cuales se lavan y remojan durante toda la noche. Posteriormente,
estas semillas remojadas se hierven durante 2-3 horas aproximadamente hasta que
se ablandan. Con la ayuda de un mortero se parten los cotiledones de las semillas lo
que proporciona una aceleracion en la fermentacién por parte de Bacillus spp.
Finalmente, la sémola de soja se coloca en un recipiente de bambu y se cubre con
una bolsa dejando fermentar a temperatura ambiente (25-40°C) de 1 a 3 dias en un

horno de barro (Tamang, 2015).

La produccion de dicho alimento, es una fuente de ingresos para muchas familias en
el Himalaya ya que es vendido en todos los mercados locales, pero su fabricacién es
reconocida como una industria pequefia y ain no cuenta con apoyo financiero por lo
gue esta limitada a la produccion nacional. Como especie dominante de este producto
destaca B. subtilis aunque se han aislado varias especies de Bacillus incluidas B.

licheniformis, B. cereus, B. circulans, B. thuringiensis y B. sphaericus (Tamang, 2015).
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Figura 5.1 A, kinema fresco y kinema secado al sol; B y C, kinema al curry (adaptado de Tamang,
2015).

Es considerado un alimento funcional ya que aporta numerosos beneficios para la
salud, donde se incluye antioxidantes, aminoacidos esenciales siendo rico en acido
linoleico, complejo de vitamina B, entre otros. Ademas, con respecto a alimentos como
leche u otros productos animales es la fuente de proteina vegetal mas econémica
(Tamang, 2015).

5.1.2 Bacillus subtilis var. Natto

Bacillus subtilis var. Natto (también conocido como Bacillus natto) se trata de una
subespecie de Bacillus subtilis y destaca por ser una bacteria de la comida tradicional
en Japon. El alimento de soja fermentada representante en el norte del pais es, Natto,
el cual se puede tomar de varias formas, como itohiki natto, daitokuji natto y hamanatto
(Afzaal et al., 2022).
¢ |tohiki-natto, tipo de natto que es inoculado con bacterias y se cultiva sin sal
durante 1 dia.
e Daitokuji natto o hamanatto, tipo de natto que se prepara inyectando moho y
levantandolo de 4 a 6 meses con adiccion de sal.
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Este alimento presenta una actividad proteasa que fue descrita por Sawamura (1906).
Esto se debe a la fermentacion con Bacillus spp. la cual proporciona una degradacion
de los componentes de la soja y una produccién de compuestos bioactivos como la
nattoquinasa, riboflavina, etc (D. Li et al., 2022).

Su produccion consiste en lavar y remojar las semillas de soja durante toda la noche
con agua acaliente. Se refrigeran a 45°C antes de la inoculacion bacteriana y
posteriormente, se cuecen durante media hora lo que permitird la inoculacién de
esporas. Finalmente, natto fermenta de 18 a 20 horas aproximadamente a 40-45°C
(Afzaal et al., 2022).

Figura 5.2 Natto, normalmente consumido como producto de soja fermentada, frio o caliente. Este es
un ejemplo donde es vendido como shack con soja seca recubierta y un polvo blanco de B. subtilis var.

Natto, necesario para el sabor y textura del Natto (Cutting, 2011).

Se han asociado ciertos beneficios para la salud con el consumo de este alimento,
incluyendo la estimulacion del sistema inmunolégico. Ademas, nattoquinasa, es una
serina proteasa secretada por todas las cepas de B. subtilis pero en especial en la
cepa Natto, donde se produce en niveles muy altos. Esta proteasa es capaz de reducir
la coagulacién sanguinea mediante fibrindlisis. Es considerada generalmente como
segura (“Generally recognized as safe” - GRAS), se purifica y es vendida como

suplemento en todo el mundo (Cutting, 2011).
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5.2 Bacillus amyloliquefaciens

Al igual que el resto de especies del género Bacillus, B. amyloliquefaciens es una
bacteria aerobia Gram-positiva formadora de endosporas, la cual, presenta morfologia
de bastdon y se puede encontrar en distintos nichos ambientales como suelo, aire 0
alimentos (Saint-Pierre et al., 2023). Resiste condiciones extremas por su capacidad
de formar endosporas y esto le confiere un papel importante en sectores como el
alimentario, farmacéutico, agricola o medioambiental (WoldemariamYohannes et al.,
2020).

Destaca como bacteria fermentadora segun la fuente de materia prima, incluyendo
productos como cereales y legumbres, frutas, lacteos, carnes, pescados y bebidas.
En este proceso de fermentacion, tiene varias funciones en la produccion de alimentos
como mejorar la calidad (sabor, gusto), proporcionar seguridad (antimicrobianos,
desintoxicacion, biopelicula) y participar en la produccion de distintos subproductos

(alcohol, vitaminas, proteinas) (WoldemariamYohannes et al., 2020).

Tabla 5.1 Aplicacién de Bacillus amyloliquefaciens en algunos alimentos fermentados tradicionales

(adaptado de WoldemariamYohannes et al., 2020).

Cepa Categoria Origen Comida
B. amyloliquefaciens _ _
Bebida India Cerveza
XR44A
B. amyloliquefaciens _ o _
Bebida Porcelana Baijiu (licor chino)
JP21
B. amyloliquefaciens Bebida Corea Makgeolli
B. amyloliquefaciens _
Cereal y legumbre India Masa de dosa
CFR15
B. amyloliquefaciens B
Cereal y legumbre | Porcelana Doubanjiang
PCA-5
B. amyloliquefaciens _
Cereal y legumbre | Indonesia Tempeh
E22
B. amyloliquefaciens | Lacteo, carne y _
Brasil Queso
DSM7 pescado
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B.
Lacteo, carne y

amyloliquefaciens, Malasia Salsa de pesado
- pescado
subtilis FS-05
. _ Lacteo, carne y
B. amyloliquefaciens EEUU Sabor a yogur
pescado
B. amyloliquefaciens | Fruta y vegetales India Pepinillo de mango

. , Piel de naranja 'y
B. amyloliquefaciens | Fruta y vegetales | Porcelana i
salsa de frijoles

B. amyloliquefaciens Raicesy ) Fibras de pulpa de
) Alemania
CEPA 15111 tubérculos papa

Los cereales y las legumbres son las principales fuentes de alimentos fermentados
donde se estudia la aplicacion de B. amyloliquefaciens. Un uso representativo de esta
bacteria es la producciéon de Koji, el cual es empleado para preparar alimentos y
bebidas como el miso (pasta de soja japonesa), el sake (vino de arroz japonés), el
doenjang (pasta de soja coreana), el gochujang (pasta de pimienta coreana) y el
kanjang (pasta de soja coreana) (Seo et al., 2018).

El Koji se trata de una mezcla de granos o soja fermentada que contiene enzimas
hidrolizadoras de almidon, proteinasas, celulasas y fitasas, entre otras (Y. Zhu &
Tramper, 2013). Su preparacion implica la fermentacion de cereales previamente
cocidos como arroz, trigo o cebada, o soja con hongos como Rhizopus, Penicillium,
Monascus y Aspergillus, levaduras como Saccharomyces cerevisiae y bacterias como
B. subtilis, B. natto y B. amyloliquefaciens. (Seo et al., 2018).

Los productos derivados del Koji ejercen efectos beneficiosos para la salud, ya que
ademas de aportar sabor y aroma, tienen actividades antimicrobianas,
anticancerigenas, antioxidantes y antiplaquetarias. A continuaciéon, se muestran

algunos ejemplos (Tabla 5.2).
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Tabla 5.2 Beneficios para la salud por parte del Koji y sus derivados (Adaptado de Y. Zhu & Tramper,
2013).

Koji y derivados Posibles efectos sobre la salud
Arroz integral Koji Actividad de reduccion del estrés
Koji por sake o miso Actividad antimutagénica
Polvo de Koji Actividad antioxidante
Koji de cebada Actividad antitumoral
Cultivo del moho Koji Reducir el colesterol
Salsa de soja Eliminacion de la alergia al gluten

5.3 Amilasas de especies Bacillus para aplicaciones industriales

Las enzimas amiloliticas o amilasas fueron descritas por primera vez por Kirchoff
(1811), una de sus principales funciones es modificar la estructura del almidon (Farias
et al., 2021).

El almidon es un hidrato de carbono importante en la alimentacibn y es
enzimaticamente procesado en una amplia variedad de productos como jarabes de
glucosa, derivados de maltodextrina o ciclodextrinas, hidrolizados de almidén, los
cuales son utilizados con fines en la industria alimentaria (Souza & Magalhaes, 2010).
Las amilasas destacan como enzimas industriales importantes y se pueden obtener
una amplia gama de productos e ingredientes alimentarios dependiendo del tipo de
amilasa (Farias et al., 2021).

La produccion industrial de estas enzimas fue a partir de una fuente fangica en 1894,
pero tiempo después se han desarrollado técnicas de fermentacion a partir de
diferentes microorganismos para su obtencion.

Estas enzimas aparte de ser producidas por una amplia variedad de seres vivos
también pueden obtenerse de plantas, animales, bacterias y hongos. El género
Bacillus destaca entre los microrganismos productores de dicha enzima, en concreto,
B. subtilis, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis producen amilasas mediante

fermentacién sumergida a escala industrial (Farias et al., 2021).
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Tabla 5.3 Enzimas producidas por Bacillus procesadoras de almidén con fin alimentario (adaptado de

Farias et al., 2021)

(a-amilasa)

Microorganismo o Temperatura o
. pH optimo | Aplicacion
(enzima) optima (°C)
B. acidopullulyticus . 50 Preparacion de jarabe de
(pululanasa) maltotriosa
B. pseudofirmus o o
7-8 45 Hidrolisis del almidon
(pululanasa)
B. licheniformis . 50 Maltotriosa y glucosa del
(glucoamilasa) almidon de patata
B. megaterium 5 93 Produccion de
(a-amilasa) maltooligosacaridos
B.amyloliquefaciens o o
_ 7 65 Hidrdlisis del almiddén
(a-amilasa)
B. subtilis Ingredientes de
_ 7 70 .
(amilasa) panaderia
B. lehensis Produccién de
. 7 40 : (o
(amilasa) maltooligosacaridos
. Produccién de
B. subtilis :
_ 7 60 maltotriosa y
(a-amilasa)
maltotetraosa
B. subtilis . 50 Preparacion de pan de
(a-amilasa) masa
_ . Digestion de almidon
B. mojavensis
_ 6 70 soluble de manzanas
(a-amilasa) .
rojas y verdes
B. sonorensis Produccion de
10 55

maltooligosacaridos
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Las amilasas forman parte de la familia de glucosido hidrolasa (GH), en concreto en
la familia GH13, se encuentran la mayoria de enzimas que degradan el almidén
incluyendo  alfa-amilasa, alfa-glucosidasas, pululanasa, ciclomaltodextina
glucanotransferasa y isoamilasa. Aunque también se pueden encontrar en la familia
GH14 beta-amilasas y en GH15 glucoamilasas, con gran importancia industrial (Farias
et al., 2021).

5.3.1 a-amilasas

Las alfa-amilasas pertenecen a la familia de las endoamilasas y se encuentran
distribuidas en toda la naturaleza (microorganismos, plantas, organismos superiores).
Su funcién es catalizar la hidrdlisis al azar de los enlaces alfa-1,4 glicosidicos en la
molécula de almidon dando lugar a oligosacéaridos mas cortos (Farias et al., 2021).
Existen otras enzimas amiloliticas que participan en la hidrélisis del almidon, pero alfa-
amilasa es la mas importante para el inicio del proceso (Souza & Magalhaes, 2010).
Estas enzimas presentan un gran potencial en gran cantidad de procesos industriales
como la industria alimentaria, textil, de fermentacion, papelera, de detergentes y
farmacéutica (Souza & Magalhdes, 2010). Este potencial se debe a que presentan
caracteristicas bioquimicas como pH y temperaturas Optimas dependiendo de la
fuente microbiana (Farias et al., 2021).

Como se ha mencionado anteriormente, puede ser producida por gran variedad de
microorganismos, sin embargo, en aplicaciones comerciales alfa-amilasa procede
principalmente del género Bacillus (Souza & Magalhaes, 2010). Actualmente, las alfa-
amilasas con mayor utilidad en industria alimentaria se obtienen de bacterias de dicho

género como B. licheniformis, B. amyloliquefaciens y B. subtilis (Farias et al., 2021).

En industria alimentaria estas enzimas se emplean en variedad de productos como
alimentos procesados, pan, cerveza, jugos de frutas, pasteles y jarabes de almiddn,
aungue destacan en la industria panadera (Souza & Magalhaes, 2010).

En la elaboracion del pan, estas enzimas pueden agregarse a la masa de pan para
asi descomponer el almidon de la harina en dextrinas de menor tamafio que seran
fermentadas por la levadura. Como resultado de la adicién de alfa-amilasa a la masa
de pan se obtienen varias ventajas con respecto a este producto (Souza, &
Magalhaes, 2010):
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e Mejora la velocidad de fermentacion.

e Reduce la viscosidad de la masa.

¢ Mejora el volumen y textura del producto.

e Generaazucar en la masa mejorando el sabor, color y cualidades del horneado
del pan.

e Efecto anti-endurecimiento en el horneado aumentando la vida util del producto.

Ademas, las amilasas también se utilizan en la clarificacion de cerveza y zumos de
frutas. Uno de los jugos mas consumidos en el mundo es el jugo de manzana que
crudo, presenta un aspecto turbio, viscoso y durante su almacenamiento precipita
debido a la presencia de polisacaridos como pectina y almidon, entre otros. Sin
embargo, las alfa-amilasas junto con pectinasas, celulasas y hemicelulasas reducen

la turbidez de este producto (Farias et al., 2021).
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6. DISCUSION

La habilidad que presenta Bacillus spp. para formar endosporas, confiere al género
una serie de resistencias para su aislamiento en ambientes bajo condiciones extremas
(Villareal-Delgado, MF et al 2018). Esta adaptacion de la bacteria a diferentes
ambientes la ha posicionado en varios sectores industriales donde destacamos su uso
como probioticos y en la industria alimentaria (Akinsemolu et al., 2024).

Bacillus spp. presenta un papel importante en la fermentacion de alimentos, en
concreto, legumbres, tubérculos o cereales en paises asiaticos (Z. Li et al., 2023).

En el proceso de fermentacion Bacillus proporciona sabores, texturas, consistencias
y propiedades nutricionales al producto (Akinsemolu et al., 2024). Algunos de los
alimentos fermentados a base de soja en los que existe la presencia de B. subtilis y
B. amyloliquefaciens son Cheonggukjang, Deonjang, Gochujang, Natto japonés,
Kinema, entre otros (Ghosh et al., 2018).

A parte de su gran potencial en alimentos fermentados, Bacillus spp. destaca por su
produccion de enzimas como amilasas las cuales proporcionan una variedad de
productos alimenticios (Farias et al., 2021).

Ahora bien, existen dos formadores de esporas como son B. cereus y B. anthrancis
gue son conocidos como patdégenos humanos, por tanto, existen pocos productos
derivados de Bacillus aprobados en el Occidente. Sin embargo, se ha revisado
ampliamente la seguridad de las especies Bacillus en la elaboracion de alimentos y la
mayoria de enfermedades asociadas a este género se deben a infecciones
oportunistas o diagndsticos erroneos. Se han llevado a cabo varios estudios tanto en
animales como estudios in vitro en varias cepas como B. subtilis var. Natto, B.
coagulans, B. subtilis, B. licheniformis, entre otros, y ninguno muestra efectos
adversos (Cutting, 2011).

Ademas, existen estudios que muestran que estas bacterias pueden crecer en el
tracto intestinal considerandose residentes temporales. Esto es clave ya que indica
gue estas bacterias no son extrafias para el organismo y pueden ejercer una relacion
simbidtica con el huésped (Cutting, 2011).

No obstante, todos estos resultados concluyen que las especies del género Bacillus
se convertirAn en cultivos iniciadores de una amplia variedad de alimentos

fermentados nuevos y mejorados.
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7. CONCLUSIONES

En funcién de los resultados obtenidos se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1.

Las diferentes propiedades bioquimicas capaces de resistir como pH y
temperaturas extremas como resultado de formar esporas, hace que Bacillus

spp. sea util en la industria alimentaria.

Bacillus spp. juega un papel importante en la elaboracién de productos
fermentados.
Las cepas B. subtilis y B. amyloliquefaciens destacan en la produccion de

alimentos a base de soja fermentada.

Bacillus spp. puede mejorar la calidad del producto en cuanto a sabor, textura
y valor nutricional gracias a la produccion de enzimas como las amilasas.

Los alimentos fermentados elaborados a partir de Bacillus spp. aportan

beneficios para la salud.
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