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DEL 
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La utlllr~~idn da baclectas lbctICa5 Como CultIvos lnlcladoies en la 

obtenam de embutlm cmms curados, 0 ccnlo raclMe3 de 5egmfad pa?a 

Incrementar la e,alrdad hlglenlca y la vlda WI de la came y de diversos 

protbctos cdmlcos. twtltwje UM praCtlca cada vez mas nabltual en la 

mdusrrla cmc m obsteate. tcdmla es ccfrtante. en nwttos casos, la 

v1lll2sslbn de baCterIas IdctlCaY, 172 blen CaTaCtNlG?daS, o alsladas de 

allmtntw dlStlntW a aWllos en los ow se pCete¡B?n emplear 

La ~SlflCaCi6n M los medIoS de ofoWxl6n y la cPoYenler#la de 

gwantlzar la catldad htglwca de los allmwtos camlcos, sln recwrlr pafa 

tII’ al erwleo de cmcww de i-atwaleza wímlca. txlge cl ccwcer los 

mecm!zmos w tos <ea las bacterIas Mctlcas InhIben el dcsa-rollo de lo5 

mcvoqanlmos altenntts y patdgenos. potencIalmente pnsentes en la 

carne y crcuüctos CtilC(K 

En las bacterIas Mct1cas. la slntesls do dcldos crghnWx y su efecto en 

el descenso bel pti, SC han cmsldmdo tradlclobalmtnt~ como los 

mecanlsms trswma9les da su actlvldad Itilbldora. Na obstante, se sabe 90~ 

estas bacterIas wowen otras swtaxlas antlmicrooia0as. entre las qw se 

Incluyen et patil& de hldrdqen>. Ia acelolna/dla.cetllo y las bacterl~~l~s. 

LaS tiMoaS W WlMn COrnO s~rtancla~ ~tlmlcWbla#as, de MtMWa 

proteica, cm wWdad oacte7Iclda. cuya prouwclbn pw las bacterlas 

mtlca9 de ‘mgen CamICO ha Sldo, nasta hace poco tkmpo. lnrrwalwada 

Por toda el,lo, en este trabajo sa prown el alatamIento de oacIertas 

bctlcas dc wnbutldvs crudas cwadvs y la p+stertw caracterlzacih parcial 

be aputll~a w mastren mayor sctlvldad irhloidora m los mlcrwganismos 

Indl~a4cw empleades Las b%talas l&ttcas saleccIw&as sa sometew a 



UM memirlcacl6n y tat-acterlzacl~ bloqulmka parcial, evaloanoo sus 

p~di-mos crn4trcos be crecbnlento y de producclm7 de metabolltos rmares. 

especlalmente de a~Allos we puedan tener una mayor relevancm en la 

actrvrdad antlmlcroblana de dichas bacterlas De esPecIaI Inter4s es la 

deteccmn de la proaucclbn de swtanclas antlmícroblanas txocelulares en las 

bacterlas IactlCaS seleccIonadas, IO ow ConduCIrB a delermlnar su eSpeCtP0 

antlmtcroblano, as1 como a Intentar su pwrlcamon y cwacterrzaclon parclal 

empleando t4cmcas blooutmlcas estkdar Las sustancIas antagonlstas de 

naturaleza proteica, una vez caracterl2adas y wlrlcadas poOrlen emplearse 

en un ruturo prbxlmo, Junto 0 IndependIentemente con el mlcrwgantsmo 

Productor, como ractores de segurrdad para Incrementar la calldad mgMIca 

ae la carne y de S”S ProdNtoS. 

Tambl4n es Interesante determlnw, SI la produccl4n de bacterloc1ne.s 

est.4 Ilgada a la pWSenClS de elem?ntOS genHICOS extracromosomales. como 

los pldsmldos, ya que de ser aSI, 105 genes con dlcha actlvrdad IbCllmente 

locallzables y manIpulabIeS, constltulrlan un excelente marCadOr gen4tlCo en 

experlenclas ruturas de transrerencla genetlca y de expreslon de rwrones 

metabbllcas de rnterts en dlversas bacterlas Idctlcas. 

Asrmlsmo, se ha determlnado ove la ce.we y los Productos cAmIcos son 

portaddres de cepas patbgenas de yprs/Ia Pnteroro~tf~ca y i/sfuh 

mpnocyf@v%?f oue por su patogenlcldad y SU caracter pslcrotroro convlcne 

cllmlnar 0 reducir en los allmentos. La utlllZaCl6n de bacterIas IbCUCaS 0 de 

bacteríoclnas, gua destnqan o dlsmln!#an la presencia de las patogenas, 

ccnstltuye, en los allmentos. una medlda de control adecuada. Por ello, en 

este traba]0 tambl4n se hace un breve eSWl0 de la actlvldad InhIbIdora qJe 

clertas bacterlas lactlcas selecclonadas eJercen sobre los mlcroorganlsmos 



fXP.eR!l. PRWLEt%AItMSl. 

patbgenos citados. 

Asl pues, para lograr nuestros ObJetlvos se ha propuesto el deSarrOllO 

del programa de trabajo que se descrlbe a contlnuaclbn: 

II- AIslamiento de bacterlas Ibctlcas de embutldos crudos curados y, 

selecclbn de aqubllas, que manlflesten una actlvldad Inhlbldora maxlma en los 

mlCrOOrgaMsmos lndlcadores elegldos. 

2.- fvaluaclbn de los mecanismos Impllcados en la actlvldad Inhlbldora 

de las bacterlas Ldctlcas selecclonadas. 

3.- Identtflcaclbn mortoldglca y  cwacterlzaclbn bloqulmlca de dlchas 

bacterlas y, evaluacibn de sus parametros cln&lcos de creclmlento y  de 

producclbn de metabolltos finales. 

4.- Caractarlzaclbn bloqulmlca parcial y  purlrlcaclbn de las sustancias 

antlmlcroblanas exocelulares de naturaleza proteica, antagonlstas del 

desarrollo de mlcroorganlsmos productores de toxllnfecclones allmentarlas. 

5.- En las bacterlas I&tlcas de Interk, Identlflcw la presencia de 

pl&mldos y  evaluar la posible relaclbn exlstente entre la presencia de los 

mlsmos y  la slntesis de sustanclas antlmlcroblanas exocelulares. 

6.- Evaluar, medlante el empleo de cultlvos mlxtos, la actlvldad 

Inhlbldora de IaS bacterlas Idctlcas selecclonadas frente a Yerslnld 

P~tefQcOlllfC~ y  Lfslerfa m~y&tw~ dos bacterias patbgenas 

pslcrotroras de gran lnter4s en la Industrla t&mlca. 
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EI wfmn0 -baartalas lscttcas* se a+wa a dkersos mlcroo~qan~~ 

arfa cetxterfstlca cwfkk3 es su cawcldad de wo&lr ecl6+ Uctlco cano 

spaoxto fInaId Ia fermtntarlbn de los caTwtlldra~os. Este 1emMM) IO 

uttllze per prtfwa vez Hnpw (IWL al llamar Mllclnawrbazlllus' a la 

fiwa micrcwm rts4mwle dt la bclelllcacl6n y toag~lrlbn be la leche 

~bnxes. Ies bxterks wlcas sehen aIsladode un gran mtro de 

rtwtss ihchlyMde,m de la leche y sus derlvabos, las carrw y 

rm5bms csrnkw, rco&ctos vtqttalts, vInes, eixwtlcbs e Inttsm, 

~~enly~I~6(mu(MJt~~ecle~anlmale~~lMdpn. 1976). 

EI $WN w EUBDC.? da coim. CUWIIPS y bwllos tram C-OSILIVW, IXL 

fII!cw, catalasa rqatlvos. IrmWles y no reductores 

1979). Sin emkqw, eslss cencterlstlcas. a 

axmWn ä la llw(dn de Wm,tstäl en cos.tale elscusl6n, posIblemente 

(glaeanauEhsrprcplcQadesc~sbatrttgu~oderivan. enalguna 

QI ewlto de v) Mntro reWld0 h mtdlos selcctlvos, de la 

#llr*lh bd loe medios c4 cultlwo y d( la wbltrárledad en la 

de IeeNlflcacldn ds las cepas wqaIn, 1975). 

en c~aci6n con las bacterIas Iactices de 

W(4 s4 ti real~Wo pocvs estws f4we las ~ledades de las 

em kamaadt otraa pmr<kr*m (pt.* ca y prcduc103 CANECOS). 

e%mW Wa tstes UltImas y, en mcbs casa de loma trnkea. 

~~~~~~i~~l~(~~ 19811 
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embargo, algunos InVestlgaWes han citada la preselhla de espocas en 

lactobacIlos aparentemente tlplcos (Thwnley y  Sharpe. 1959; t+akayama. 

1960; Kltahxa y  Suzul<l, 19631. Es de destacar we, en todos los casos, las 

esporas se oroduclan en mea105 de cultivo con cantIdade muy pequekas de 

carbohlbatos, lo gue dlflcultaba el desarrollo mlcroblttno. A este respecto, se 

ha wgerrdo uua el uso generalIzado de medlos da cultivo con altas 

concentraclones da carbohlbatos, podría Impedir la forma&n de endcspwas 

en cepas con dlcha WODledad (Kltahara y  Suzukl, 1963). 

El cardcter mlcroaeroflllco de las bacterlas Mctlcas es tamblen 

variable, s1 blen ciertas espeCIeS necesitan cWlclwles aerdblcas estrictas 

paa desarrollarse en determlnados sustratos Mlttenbury. 1963). Las 

dllerenclas en esta necesidad son especialmente nvnerosas entre los 

lactobacllos heteroletmentatlvos y  en las esoecles del g0nero Leurawst~ 

clngram, 1975). 

Aw?que las DaCwlaS MCtlCaS son caacterlstlcamente catdksa 

negatlvas, muchas cepas de los @neros htd/ococna y  LactobaMkn 

producen una ‘pseodocatalasa’ wa dascomoone el perbxldo da hldr(>geno, pero 

oue dlflere de Ia catalasa en que no ContIene heme como gupo prostetlco y  en 

gue es Insensible al clanS y  a la azlda de sodlo (Da-Xe y  VIWW. 1956; 

Whlttenbury, 1964; Johnston y  Delvlche, 1965; KMdler y  Weiss, 1966). Na 

obstante, tua-& el medlo dlspone de compuestos heme, clertas bacterias 

Ibctlcas pueden, Incluso, producir tma verdadera catalasa smslble a IaS dos 

SustancIas CItadas WlUtte~Lwf, 1964). Oe h«ho, alguws bacterlas Mctlcas 

tienen la caoacldad de slntetlzw la aowatalasa pero IM el grwa prost~tlco 

(Inqram, 1975). Reclentemente, Hestlngs y  Holzapfel (19871 h?&? obseNM10 la 

presencia de w pseudxatalasa en ICO Cepas de 1. M-e aIslabas de carne 

radwlzada. 



s RfvISIfflBIBLIüXWICA 

Las bacterlas Ibtlcss se con~lderan mlcroorgsnlsmos InrtMles. Sln 

embargo, tambí&n se han aislado y  descrito Cepas m6viles, generalmente de 

luentes distlntas a la leche y  sus derlvados (Mann y  Oxford, 1954; VanioVa, 

1957; Deíbel y  Nlven, 1958). Entre las especies mMes se encuentran 

Enterotmus &cali$ Entswocccus taectm, lacto&cJflus ptantm, 

¿*?@acl)lvs cu-wt~ y  lactcbadtusmnln/s Btamer, 1979). 

Aslmlîmo, se ha sostenldo hasta muy reclentemente que IeS bacterlas 

ktlcas no reducen los nitratos, Por ello no se ha conslderado la poslbllídad 

da que lo hlclesen &-ante, PM e]emplo, la maduracl6n de los embutidos. Esto 

puede deberse a que, tradlclonalmente, la reducclbn de los nitratos no se ha 

admltldo como rasgo Importante en la caracterlzaclbn de 18 bacterlas 

Mctlcas Wwpe y  col., 1966). Rogosa (1961) observb que en muchos caso3 

esta propledad, avoque presente, se Inhlbe Por la acidez desarrollada ciando 

el meblo de cultivo contlene concentraclones elevadas de glucosa; dicho 

Investlgadw suglrlb emplear un 0.1 R de glucosa en vez del 2 Ip habltual Para 

la r~oallZaclc)n de esta prueba. Empleando esta modlllcaclbn, Spencer (1969) y  

Dempster (1972) observaron que varlas cepas aisladas de carnes frescas eran 

nltrato-reductoas. Ingram (1973, tamblen ha sefialado que la mayor parte 

de las bacterias Mcticas aisladas de carnes curadas reducen los nitratos y  se 

ha observado qw I. p/a-ifaw~ posee dlcha capacidad (Smith y  Palumbo, 

19781. 

II< 1.2.-laxonwnla. 

La claslflcadbn de las bacterlas lktlcas esta en contllwa evoluck+n, lo 

que wiglna expansiones y  contracclones perl6dlcas de la taxonomla de este 

grupo bacterMo. Afortunadamente, las Meas maestras resultantes de las 
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mvestlgacíones ploneras de Orla-Jansen (1919), todavía proporcionan 

crtterlos raclonales para la Identlflcaclón y  clastfkeci6n de las bacterlas 

Iacticas. Utll!zando clertas propledades, como CarbohIdratos fermentados, 

temperaturas 6ptlmas de creclmlento, productos flnales de la fermentaclbn y  

el 1$5mero bptico oe1 acid IkUCO prOducIdo, cfla-Jensen agri,@ a Ias 

bacterias Ibctlcas en los gtneros eelacama. sfr~k~~, retm~ 
eetabacterfm, StraptMecterkmny Wmmactw~m De e3tos sels genero3 

5410 uno, el StwtKocm ha conservado su rango taxondmlco. Los g4neros 

.&tawcti y  Macpccvs han sido sustltuldos, respectlvamente, pw los de 

hmnoslac y  Ped/ococcos mientras que los generos 8elaucfwi~, 

J~~twlmy SCr.6Plabactfftun se CwSldeF3n 5~bgeberOS del gbnero 

l&~JJJm (Tabla II. 1). 

lraalclonalmente. las bacterlas l6ctlcas se han dlvldldo en dos grandes 

gupos de acuerdo con los produCtos flnales que prc4ucen al lermentar la 

glucosa. Las especles que produclan fundamentalmente dcldo lktlco SL 

derwmlr!aron homofermentatlvas, mlentI33 que IaS eSpecIeS que prodwlan una 

mezcla de productos flnales (lactato, acetato 0 etanol. CO,> se denwnlnaron 

heterofmnentatlvas(Tabla ll. 1). 

Con el desarrollo de tknlcas blowlmlcas m&s soflsttcadas se ha 

comprobado qye la dlstlnclbn entre bacterlas 16~tkas horno y  

heterofermentatlvas reside en los enzlmas asocIados con la fermentaclbn ae 

la glucosa. De esta manera, BuyZe y  col., (1957) dlvldl~w las bacterlas 

IMICaS en tres QNPOS flsloldglcos dIferentes: 1.) heterofermentadorts 

obllgados, que poseen los enzlmas glucosa-6-ros/ato deshldrogenasa y  

ó-fosfogluconato deshlhgmasa, pero no fructosa dltosfato aldolaSa, 2.) 

homofermentadwes obllgados, qua carecen de las dos deshldrogenasas pero 

poseen aldolasa, y  3.) heterolemmtadms facultativos, gue aunque poseen 



i,e n(e~. tMc«lo ldlca pw la wkwnla C4 las baxlrrlas l%tlcas 

~<rh* f~talmtnlr drl eStudl0 M SuS propleOedeS blcwlmkas y  

11~9~tbgbglcla. Ii 0m~1eo d( bles criterios lmgllca aceptar w las slm~lti~s 

b Ica, y  fl$l#+s rellejan estrechas aflnl6aaes netvdles entre 10s 

,~~~, <WM 6t h(cho sucede m mWt@ C¿~OS. Sln tmbago, la 

~t1mct0n m bs ~wwe ti be las nuevas tecnlcas blogulmlcas y  os 

5 t9wemr ~Ilcaaas al estudio oe las backrlas IdcIIcas. como la 

~1~~~~ d( le estr~wa y  compqJicldn wlmlca M las Deredes y  

ccklarer y  le bm4ogla W-DNA y  DNA-M as1 como la 

o?l~lmcton bt be porcenqts 6s 9uwwle mas CItOsIne en Cl cw. y  la 

9ti raa9wtca db la gllcclfsls, han clwlllcaao mucha mejw tale9 

l~lcas, conc1qwosc q4M los genros s~r#tGw#s, 

lmmtoc y  Lbclmrm6 Wman parle del mismo grupo 



Tabla II. 1. TIPOS de lemenlaclbn Y oroductos flnales de los g&eros 

mlcroblanos que Integran el giuD0 de las bacterias I~ctlcas. 

Genero 

TIPO de 

lermentaclbn 
Producto flnal 

mayoritario 

mrlguram 
del lactato 

IkmmlDc mb?dwmmMlva 

(I)Utlllzacl6n de pentosas. 

Fuente: Kandler (1983). 

l~co:oos~aco:Cq( l:l:l) DC-) 



ll. 2. 2. -m. 

Et pepttdcqllcano de la pared celular dc los Iacbtmc1l~os es mvy wtado 

(Tabla II, 21. sIendo el mb9 txterwdo tl que cmtIene los amtnoastdos 

Lys-D-A3p (Sehl~lfer y  Ktiler, 1912. la pared celular tmbl(n contlene 

wtIMc*tQofl wklos al pepWqltcano per enlaces fw&Ukster Knox y  Hall. 

1964) y  todas las eswcles wsacn kldos klcolcos en *us membranas 

WchNald y  BaUdlly, l%U. ~lm1smo se cbserva la wesexía de 

memas grandts fwmadcs por Iwagtnaclones de la memm 

~ltoplasmduck 



I.W. I 

dw 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

6 

9 

10 

II 

12 

13 

Ib 

l. lmm-kx6 42-44 L-Le-D-W 

1. mrlmu 42-44 L-Lfl-D-A% 

L-W-D-W 

D- Ly>-D-M 

L-LyvD-Aw 

0+$-D-W 

L-M-D-Mp 

L-LP-D-4 

L-LP-D-W 

L-LP-D-Asp 

L-Lyr-0-M 

L-LS-D-k+? 

L-M-D-Ac9 

maEo-w 

mes-w 

mbsrw 

mm-lkv 

L-tya-D-W 

L-Lyr-D-M 

L-Le-D-M 

L-Lyr-D-AT,? 
L-Lw-D-AS 

t-Lyr-D-W 

E D 

E D 

E D 

M 

Dt 

D 

Dt 

* DC 

L 

0 L 

L 

L 

t 

D 

1 

Sc L 

SC M 

bC L 

bc L 

DC 1 

Dt 

L 

L 





En medlos sdlldos. IaS COlOnlaS %.?len ser nwmalmenle peq~&s (2-5 

mm), Con margenes enteros, Wvexas, lisas, brlllantes y  opacas. En 105 qw 

conllenen protelnas 0 Ilpldos dls+ersos no suelen obswame helos de 

hl&6llSlS alrededor de las cOlwlaS. No obstante. la m3ywla de las Cepas 

exmeen ma ligera atlvldad pTateolltlca, debida a Fwteasas y  peptldasas de 

la paed celular, y  una debll actlvldad Ilpolltlca debida. sobre todo, a Itpasas 

Intracelulares (Law y  Kolstad, 1983). 

LOS lactobacilos son OrganISmOS extremadamente exigentes, adaptaOOS a 

sustratos wganlcos compleJos. Para desarrollarse no sblo requieren 

cafbohldMo9, SIM tMlbl& WClebtldoS, amlnodcldos y  Vlt%M?ds Ml.?MaS 

todas las especles rewleren 6cldo3 pantotenlco y  nlcotlnlco, la tlamlna sblo 

es necesaria para el creclmlento de los lactobacllos heterofermentatlvos. Las 

necesldades de dcldo Ibllco, rlboflavlna, fosfato de plrldoxal y  acldo 

pammofmuolco son variables entre las dlstlntas especles, SIendo la 

rlboflavlna el compuesto m6s comwdnente req.~erldo. La blotlna y  la vítarnlna 

8,* 5610 son necesarlas para un nimero escaso de cepas. Los resultados be 

Hwlshlta y  col. (1974; 1981) Irdlcan que mwhos teq.Erlmientos 

nutrlclonales de los lactobacllos podrlan debene a la acumulaclbn de 

mutaciones en su gen0ma 

Los dlferentes rmtrlentes esenclales requerldos para el desarrollo de los 

laCtobacIlos se efwentran, nOmIalmente, en sus medIOS wdlnwlos de cultivo 

@& contienen, ademas da CarbOhIdratos fermentables, peolo% extractos 

cdmlcos y  extracto de levadura. Las suplèfnentaclones CM\ Jugo de LOmete, 



Las la.wbactlos crecen blen en medos Ilgeamente acldtrfcados, C0n un 

pti InIciaI de 45-6.4 El creclmlmto cesa cuan60 el pH alcanza valrxes be 

3.640. cepmdlmdo de la espeele y  cepa AtW.N la mi?@% de las cepas sxm 

aerotolmntes. su &wrollo tqmno SC cmslgue balo mlCr~ol~lle 0 

a~erowos~~, ee.timulaMQ su cTecimtent0 ccecentrackxw be c4 be 

altedebw del 5 R. ta mayorla ac 10s la~tobacltos crecen 6ptlmammte a 

temperaturas mes4flllcas de ~1) mas de 4 K. Alqmas especks crecen par 

debajo a 15 @C y  owas pü deba]0 de 5 K. LOS IaCtotwIIOs &nomlnMoS 

wm0rrtk00* IB w.art0h 055 oc y  00 10km 1 15 Y. 

HctabOllcanmte, lo5 la~to%~tlos se erweW39 en el u-ntn-al entre la 

vlda serMICa y  ta arwrwca; iween rvtas metaMIcas erlclmtee de 

r~+fwbn ti tos crbQhwato0, a~cpt* cm slst«nas da roOrwiwe4 a 

ntvel Ce estrato. tas wlrdpales itas metóbbllcas d-3 utIIlzacl6n d( las 

htxosas Mn la de wwr-kyerhr-pana rgllcollsis) en Ia guc VI mol oe 

nexwa se molerte m dos de ecw4 Iwlco trermerwdn hoiwl~tlca) y  la 

del bP-glwecL>to en la gue VI mal de twwa crlglna VI mal de C$, VW de 

eüy)I fo *)cldo ac~tkx4 y  olro do kw lacuco (rdnneoucldn heterotactxa1 

(Fl$wa 2. ILEI plwato, ~cax\O lntsnnedlxlo de znuas rutas mctabwcas. 

W 5uWtr otra3 conycrol~s altematlvas, orlgtrúdo dlacttlh y  9.n 

deflvados 0 Alaa x1tICa 

A nivel eMmOtIC0, IOs IeCWllo~ hmw y  MtemramWntatlvOs 



dlflerm rewecf0 de le presencia de ula aldolaoa y  fosf~cetola~a Mlrntras 

que los hwnbfarmMtatlYos poseen Ijnlcamtnte la aldolaSa. los 

heterofermentattvos $610 disponen de foSfoceto1asa. gor lo que tamblen 

utlll~an las PentOSaS, Produciendo cantldades epvlmolares de dciovs MIco y  

acettca No obstante. u\ gwo de lactobaciloS homofermentattvos. 

tre.dlClW3lmaMo COnoCkkX CMnO estreptobacterlas, posee* t.ma 

fosfocetolasó Induclble, slendo las pentosas las IndUCtoraS ae la slnteSls de 

este enzlma PoT ello estos mlcroorganlsmos utIlIzan las pentosas con 

fwmacl6n de dcldos lktlco y  acetlco. y  las kxosas con fofmacldn de Wdo 

kctlco imlcamente. 

La conflguraclbn L 0 D bel AcId Idetlco formado depende da la 

estareoespeclflcldad de la lactato deshldrogenasa que poseen lm 

lactobacll0S; la fW¡3Ia raCemlCa se woduca CUandO en la mlSma Mula hay 

tmto L- cono D-lactato deshldrogenasa. No obstante, L. sake, L. cwwf¿is y  

L case! subsp. pswWi.Wanm producen el cwrespmdlente acemato pw la 

acclbn de una lactato racemasa Induclble que actúa en comblnaclbn con w 

L-lactato deshldrogmasa COnStltutlVa (Sletter y  Keodler. 1973). Las lactato 

deShldrogana$aS de las dlferentes espccIes dllleren a menudo 

consldarablemente en Su movlllda4 electrofwltlca y  en otras ca+-actertstlcas 

bloqulmlcas. La may24a de aStOS MZlmaS no Son alOSt&lCoS paro algunaS 

especles U. case/. 1. s& I. cwva~us y  1. bavarc~) centienen L-lactato 

deshldrogenasas alOstt?rlCaS Siendo Sus efaCtwtS la fIWtOSa dIfOSfatO y  el 

lln2’ (Hensel y  col., 1977). 

En la actualidad Se dlspone de poca Informaclbn SoWc los mecanlsmos de 

transwte de a.?Wwes en IaS eSpeCIes del g&ro L~f@&rflfu$ a pesar de 

gue la presencia 0 ausencia de dlclms mecanISmoS determIna el patr6n de 



Fructosa-l,6 dlfosfato 

I 

-Aldolasa 

2 Trlosas-3P 

2 Plrwato 

J 
2 Lactato 

Trlosa-SP + Acetll-P 

Pllwato 

Lactato Acetato (Etanol) 

cllccllsls Ruta del 6P-Gluconato 

Figura 2. 1. - PrIncIpales rutas metab@lcas de utlllzacl6n de 

carb+hldratos en las espacles del genero lactobac///os 

Fuente: Kandler, 1983. 
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cBTbc,,lddOS uttllzadvs, una caracterktlca mlpwtante para SU 

I&ntlflct?clh NO ObstMte, Se Sabe qw la mayorla disponen de Wemas de 

transporta acttvo de amlno&cldos y  p6ptldos (LaW y  Kolstad, 1963). 

II. 2.6. - EliJaI& 

En la actualidad no se COrwM mucl!as capas del g&?ro La2Wf//uJ 

transformables o transduclbles; SI” embargo, se observa” con frecuenta 

pl&nldos. llgados a menudo a la reslstencla a los antlblbtlcos (Vescovo y  

col., 19821, al metabolismo de la lactosa (Chassy, 1976) o a la slntesls de 

bacterloclnas Wrlana y  Klaenhammer, 1987; KlaerWnmw, 1988). 

11.2.7.-Estructura 

Son muchcs los lactobacIlos que basdMose en la exlstencla de 

deteKnlM”taS antlgk”lcoS especlllcoS pueden aslgnwse a 7 gnkm 

antlgdnlcos dlferentes tA,G,C,D,E,F,G) Eharpe, 1981). La Tabla Il, 3 recoge 

algunos de los grupos antlgkilcos detectables en mlcrowganlsmos del genero 

Lactobacfllvs, asi como las CKaCterlstlcas de los a%lgenos rasponSableS y  

de su locallzacl6” celular. 

LOS lactobacIlOS crecen bajo CondIcIones mlcroawoflllcas 0 anaerbblcas 

en todos los habltats que les propwclooen carbohlàatos, productos del 

CatabOllsmO proteico, “uclebtldos y  VItamInaS. Las temperaturas mesbfllas o 

Ilgeramente termbfllas les Son laYorabIes; sln embargo, exlsten cepas de 

algunas especles que puedan crecer, aunw lentamente, a tamPWatWaS 

cercenas PI punto de congelacl6n (Kltchell y  Shaw, 1975). 



Los lactobacllcs son generalmente acldtirlcos o acld6fllos, 

dlsmlnvyendo el pH de los sustatos en los que crecen hasta por debajo de 4.0, 

debldo a la tormaclbn de kido I&ztlco, prevlnlendo asi, o al menos retrasando 

ConSIderablemente, el desarrollo de otros mlcroorganlsmos competldores a 

excepclbn de otras bacterlas lktlcas y  levaduras. Estas propledades 

convlerten a los lactobacilos en valiosos habltantes del tracto Intestinal del 

hombre y  de los anlmales, as! como en elementos importantes en la 

preSeRJacl6n de la calidad mlcrob1olbglca de los allmentos. 

En la actualidad, se slgue empleando la subdlvlslbn tradlclonal de 105 

lactobacIlos en tres grupos (Tnennobarlerfw7, Strembacterfm y  

Beta¿w&r!wn ) propugnada por Orla-Jensen en 1919. Sln embargo, 105 

IactcbaClloS de estas subdlvlslones M) pueden conslderarse como subgkneros 

lomales ya que no representan grupos fllogenetlcamente deflnfdos. La 

ClaslflcaClón mBS reciente del genero, la de la la liltlma edlcl6n del &r.g$yX 

nanual (Kandler y  Weiss, 1986). los dlvlde 

tamblen en tres grupos, y  aunque la mayorla de las especles de cada grupo 

CoInCIden con IaS dellnlclones oflglnales de las termobacterlas, 

estreptobacterlas y  betabacterlas, los crlterlos para su claslflcacl6n no se 

basan, nl en la temperatura de creclmlento, nl en su morfologla, 

CaraCteríStICaS CMSlcas de los subg&+eros de Orla-Jensen, slno, entre otras 

PrOpIedadeS, en el tlpo de peptldogllcano we poseen, en la movllldad 

electro~orCtlca de sus enzlmas, en Su grupo wtlgenlco y  en el Mmero de 

dcldo Iáctlco produclbo (Battazzl, 1988). 

Lòs g?UPos PrOpueStOs Por Kardler y  Weiss (1986), sori los slgulentes: i. 



TeLqe ,,< 3. - Grupos antlgenicos aetectables en a@ulms mlcroofganl3mo3 uel 

gbnwo Lacf~iJllls 

ESpeCIO Grupo Antlgcno Locallzacl6n Detemllnante 

1. heJvetJcur A 

L. case/ 0 

L. case/ c 

1. Pid?fcrun D 

L. &A.-uec&JJ E 

L. &lws E 

1. &KNwl E 

Lrennenfm ‘F 

L saliva-fm G 

GTA Pwed celular 

POllSsC&ldo Pared celular 

Pollsacdrldo Pared celular 

RTA Peed celular 

GTA Perea celular 

GTA Pwed celular 

GTA Pwed celula- 

GTA llembrana 

Pollsecáido Pared celular 

o-D-gkosll 

cl-L-rhemnosll 

o-D-glucosll 

a-D-glucosll 

Oewmocíuo 

Oexonoclaa 

oesconcclao 

a-D-galactosll 

L-rhamnoSI1 

Slmths: GTk &zldo gllcerul telcolco; RTk aCldo rlbltol telcolco. 

Fuente: Sharpe, 198 1. 
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a) Grupo [: lactobacllps homofermentatívos obllgados, en donde se 

incluyen los representantes del subgkero T&mo&ckwin?de Orla-Jensen, y 

en los que de acuerdo con su homologla DNA-DNA se dlstlnguen dos grupos de 

especles o subespecles: el prlmero agrupa las tres subespecles de L. 

delm/I y el segundo esta representado por 1. act~flos 

b) Grwo II: lactobacilos heterotermentatlvos lacultatlvos, donde se 

Incluyen las eStreptob.SCterlas de Orla-Jensen. Se reconocen en .il tres 

eswies 0 subespecles: 1. I. p/an~~ 2. subespecles de 1. case4 y 3. 1. 

sare, 1. clrvarus y 1. Bavmcus 

cl Grupo III: lactobacllos heterofermentatlvos obllgados, que contlena 

las cldslcas betabactwlas. Es el grupo cya estructura frlogen6tlca necesita 

mayor clarlflcaclbn. 

El grupo de estreptobacterlas esta formado, en la deflniclbn orlglnal de 

Orla-Jensen (1919), por los lactobacllos homofermentatlvos mesbrllos, 

caracterlstlca que los separa de los lactobacllos ‘tenbfllos” 

(Thm&cfef/m ) y de los heterofermentatlvos productores de gas 

( BeMac&rk4v~. 

Cuando Se alslan de la carne y productos cbmlcos bacterlas Mctlcas y 

Particulanente lactobacllos. frecuentemente no pueden claslllcarse 

slgulendo los esquemas empleados cl&.lcamente ya que se basan en datos 

procedmtes de mkroorganlsmos alslados de otras fwntes (Rogosa, 1970; ” ‘--m 
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~harpe, 1979). Paa Ingram (19751, la rgnwancla de las propíedad+3 de los 

IMtObMll0s aIslados de rwntes dlstlntas de la lecl! ‘y de los derMdos 

lactaos es la que ha cw3uclde a denomlnxlos’atlplces’o ‘rw Identlffcados’. 

El tbrmlne ‘cstreptobactwlas atlplcas’ fue utIlIzado ri+f prlmera vez por 

Thb-,,ley,’ Sharpa (1959). Pa+3 dWX”lW lo5 “llCIW’g3W”Os reklM&OS 

CM L. pl.wfwrt pero que poselan algunas dlrerenclas slgnlrtcatlvas 

respecto de las estreptebactwlas en gecera!. Desde entonces, han sldo 

muchos 105 lnvestlgadwes qw3 han alslado laCtobaCllcs y  los han clasIfIcadO 

Como estreptobacterlas ‘atlplcas’ (Kltchell y  Shaw, 1975; Hltchener y  col., 

1692; SMW y  lia?@+ 1964; Ilorlshlta y  ShlromlZu. 1986; Schllllnger y  L(lcke, 

1967; Korkeala y  H(lkeM, 1969). Actualmente se considera a estos 

lactobacIlo ccmo la mlcroflwa mas representativa de muchas carnes y  

prOductOS c%nlcos (Reuter, 1975; Holzapfel y  temer, 1966; Schllllrqer y  

LCcke. 1987: tlontel y  COL, 1969). 

LOS rasgos mds CaracterIstIcoS de este grupo son su tenderla a mostrar 

lonas cocoldes, su mertw toleran& a la acldez y  sus menores temperatwas 

de creclmlmto. por lo que se consldei-zm lz&baCilos psIcrOtrOfOs; de todas 

las bacterlas Iktlcas son las que poseen temperatu-as de desarrollo m6s 

baJas Muter, 1975; Reuter, 1961). La tabla ll. 4 muestra las dIferencIas 

flslol6glcas m& sIgnIfIcatIvas entre las estreptobacterlas tlplcas y  las 

atlolcas 

11.3.1.1.-Lactabdc/l/os 

Este mlcroorganlsmo 6ebe su nombre a haberse alslado wlglnalmente de 

UI wltlvo Inlcladw para la elabwaclbn de vlno de arroz, ‘sake’ en japcnes 

Mataqlrl y  col., 1934). Su morrologia tlplca es la de bm bacllo 



Tabla 11. 4. - Diferencias mortolbglcasy flslolbglcas mis slgnlflcatlvas entra 

las estreptobacterlas tlplcas y  las atlplcas. 

4-a g: 2-4s: 

42-454: 40-42 PC 

3.7-3.8 3.9-4.1 

t 

+ 

Fuente: Reuter, 1975, modlllcado. 



1. 5atv no esta relacIOMdO pen4llcamnte con olrw lacbbadm, a 

txcepml ae L nrvslus y  L baviwcm Ucbpfneler y  COI., 1985). nM%lras 

pue la mayorla de los alslwnlenlw de 1. bawh9 exhIben wa Mmclcqla 

~CNkCw awluta CM 1. siw entre 1. cuwfuz y  1. sawx hcmolcqls e3 

solmente bel 40-M X. 

1. %w se aIsla rrgul&!mmle de vtgetak3 fermM1BäM. c‘xiw y  

proawm camm y  ~ste5 wco(maas3 Po3mriwt~ la mayorla de las 

e3treptobacterla3 alIplca-3 acskdaa m el pez& 68 w~311&3 y  z+wuC109 

cmco fementado y  MV- a VMIO wtcfwfan a (911 esptcls y  i la oe 

1. cvvbl~$ (Kandhr Y WtlSs. 1986). 

El ixme ae este Iacta+dcllo h-d156 su fcwna cwáda cm extreno 

rcww. sus atmen3looe.3 s~1 ae 0.7-0.9 x l-2 om y  se oa-rotla en 

paya, 0 en CM cwta3, moslronbo frecuentemente enlllos ae cwlro 

ctlulas o fm cn hmaara otras cacxItrI~1Ica3 de e9ta c#ec1e x 

mu(strm en la Tabla II. 5. 
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197% Esto’, Yltlmoe se hen IaentlllCeOo wclentemente como L. Mee y  1. 

NMIUS WhllllP~er y  L(ltke, 1987; RWputz y  col., 1989). 

tu-ate et almacenemIento en migwscibn be los productos c%nlcos 

son vanas las espccles de lactobaclloe we se dessrrollsi (Reuter. 198lI. En 

manos caws. ec+wclalmente las otrwa demtada9 e3tnptobactwlas 

atfplcas. se ccwleften en el wlnclpal comfxwite de Ia mtcT0IIwe 

becterlr#ve, el InhlbV el deswN0 de otra9 ewecln mlVcDlshaJ, meJww& 

asl la callOad mluWol6glca de estos alImentos. Sln embaq% otras 

esiwes, c5+cclalmente 1. vlrmscm cu&n cofduclr a la alteraclti de la3 

canes 0eWo a la producc16n de olores Malos, sabw MI*, vlscwlQIIQ 0 

ewerdecimlento Kgan. 1983). 

II. 5. L 

l4 eepecto Interesmtr de lae beCIerIae I&CtlCaa n eu capacidad de 

prologar la vlda MII de determinados allmentw al Inhlblr el mamollo oe 

los mlcroorgenlemos causantes de alteraclones. tkather y  hbel (1959) 

0emostram wc la alteraah del weea tlpo Cottege por h; Irq/ y  6% 

pxrefw/fns, se retrasaba cewdereblemente 51 dwzntc N elebwedn se le 

edlcloneba UI cultivo OC 5 c/&vm flllker y  col. (196-l) OMCrvm, 

tCInblen en Cl awo LlpO COttagC, we Cl IiUWmentO de su Vlda VIII berlvaba 

6e la Inhlblcl4noe las bacterlas alterantes cm el dEsmIlo de las bacterlas 

Iictlcas,yse ermntrabadlrectmnte relaclorw 0x7 la c0ncentracl6n Ge L 

tdctls &p. mcetmct~s en el cmuwto mal. GNllti y  xwk (19751 
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II. 5. 2. - p 

11.5.2. I.-Bactecu 

Glllllti y  Speck (19721, Paf’+ y  Ilarth t 1972) y  Rubln y  VawJhm (19791, 

UtIlIzando CultIvos m1xtos da bacterIas Iactlcas y  salmmelas, owervarm, en 

la leche dasnatada, QW el efecto IMlbldOr de las bactarlas #ctIcas sotw las 

salmmela dependla de la bacteria Idctlca emplea& Cuando en la alabwaclbn 

del queso camembert se utlllzatan o~ltivos miciadwes Iwccs ccmefclales 

tP@ y  col., 1973; Frank y  col., 1977; Frank y  col., 1978) se Inhlbla 

slg0lflcatlvamenta el dasmollo de fs@m-AWa coll mtewatbgeno. 

ASlmlSmO, Ahned y  col. (1986) hsn obstado que cl escaso Qesavollo de Y 

mfmo/lt~m en el yoga 3e debe a su pH dcldo y  a otros fen0menos 

competltlvos generados por el cultivo Inlcladw. Westhff y  Engler (1972) 

ätactafm, an los rewe3ow. VliI r$lda Inactlvaclón, tanto de S 

&Whr/un como da %r.%$y soglrlerm gue SC tila al bajo PH (45-46) 

we las bactcrlas Idctlcas hablan dnsrcliado en el sustrato. 

Debldo al pallg~o va repfesentsn la carne y  lo3 diversos pfo4wtos 

ctilcos cano fuentes de toxllnfecclmes allmmtarla3, sehan 3wnatldO a un 

gm Mnnero de lnvestlgxlow para determIna el efecto de rwnarosos 

pafhnetros en el dasarrollo de mlcrwgällsmos patbgenos para el hombre. 

Goepfart y  Ctq (1970) vlerm que el minero de salmonelas dlsmlrula 

dwmte la maduraclbo en los embuttdos correctamente formulahs, y  

adlCIonadoS a cultivos RICladwas de P&wcocclB 0 L8&&c/f/la Nema-In 

y  col. (1972). mallzando los resultadvs de dlversos Investlpadwes, 

CoM(ytrOn we el deswrollo de s: aueus en los allmantos y  su slntesls de 

entarotoxlnas dependla da la lntwaccl6n entra pH y  concentraclbn da sal. Daly 

y  col. (1973) observara, oue los cultlvos InJcIõdoTcs comercIales no InhIbIrn 

kr3ooSY 9so x 
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7abla II, 6. - ProMKcl6n de enterotoxlnas estaflloc6clcas en * embutldo 

crw maduado. 

Dswssdasm c%p&dr7dh 

íccmuk46n LcgftP pH fnlxolmlm LegW’ pll Entmdmlm 

SlncuIIIW Inkl<dlr E.M 5.9 l a.na 5.7 + 

mcultlml”wadx 6.73 5.6 - 7.53 5.3 - 

EcP: estarlkwos coagulasa-PosItIvos. 

Fue!%@: adaptad0 de NlSKanen y  Nuiml, 1976. 

Tabla II. 7. Producclbn de toxlnas botullnlcas en un embutIdO cnrdo madwado. 

NIVIto tDpm) 

fLVlWlaCl4ll 

CWIVO InlCladw Dextrosa 

NQ de muestras 

tdxlcas de 25 

totales. 

0 + 8 

0 l 22 

0 + + 2 

50 t + 0 

150 14 

150 t + 0 

Fwnte: Chrlstlansen y  col., 1975. 





~1 Inocular esporas de A$wgWis Ew5en un CWVO de L lacl 

Coalller-Ascah y  Idzlak (1985) descubìleron que la acumulaclbn de 

arlatoxlnas 6, y  G, era mlnlma 0 IM Se detectaba. Los nlveles de allatoxlnas 

tambltn se reduflan slgnlflcatlvamente cuando L /act/sse Inoculaba en un 

cultivo de A //aw; El-Gendy y  Marth (1980) y  Wlseman y  Merth (1981) 

hablan obtenldo prev&nente resultados slmllares. Sln embargo, 

Coalller-Ascah e Idzlak (1985) obserfa?~ que la cepa de L. /xt/s UtIlIZada 

posela tambldn la capacidad de degradar las aflatoxlnas ya prefofmadas. 

Estos autwes. utlllzafido el ensayo be Ames, demostraron Que los 

scwenadentcs de loe cultlvos mlKtoS de L. /arl/r y  A f/aM/s careclan de 

actlvldad mutagenlca residual y, por lo tanto, de actlvldad carclnogbnlca 

ootenclal. 

Karunaratne y  col. (1990) han observado recientemente we en los 

medlos de cultivo lIquIdos tres especies de La&bacUl~~L. plá?tanm L. 

~l&@llosy L. bvlgar~cm 1 lo mismo InhIben el desarrollo de A fl&ws 

s&sp. pwas/t/cus que dlsmlnuyen la cantldad de arletoxlnas 8, y  G, 

prcducldas. Este efecto se ha relaclanado con la dlsminucldn del pH y  con 

lenbmenos todavla no blen conocldos de competlclbn mlcroblana. 

En los embutIdos cwdos cuados Bacus y  Brown ( 198 1) han sugerldo que 

los cultlvos Inlcladores ContrIbuyen Indlrectamente a la destrucclbn de las 

Iwvas de I: @lfal/$ debido a una fermentaclbn lniclal coixrolada, r;rptda y  

CwlSlStente. Este parblto se afecta por el dewnso del pH (Castro y  col., 



‘00 Allralua y  nllrltos SC adlclmwl i) 105 cm7xtoJ ctilcoa mm 

No ao c o¿wm y  establllY~ Cl COIOI- Oe la3 cwnm 

, @l nwto resm3ual rmcCIma con las amhaa 

nl~mlm, .wstgKIus altmmle caxlrogenrcas 

I;% y  col,, 1974). 
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demostrado QJ~ en dIChOs allmentos son baJos los nlveles de nItrosamInas 

IPalwnbo y  col., 1974; Dethmen y  col.. 1975; Kotter y  col., 1976). 

El nlvel de N-nltrosoplrrolldlna alcanzado en el bacon estd dlrectamente 

relacionado con la concentracl6n de nltrltos (6iay y  Randall, 1979). Sln 

embargo, la comentraclón rasldual de nltrltos en el bacon puede 8lsmlnuirse 

empleando cultlvos Inlcladwes l&ctlcos WXS, 1979) (Tabla Il. 6.). Dwante 

la elaboracl6n del baw, IaS bacterlas Idctlcas crecen y  UtlllZan los 

wtwftld-etos exlstentes, reduciendo el pH de la carne; de otra pwte, el imon 

acldulecu pw la presencia de L. pla?tawy un 0.5 X de sacarosa 0 glucosa 

Impldlrla el desarrollo de C t&u/lnun en el caso de que se ProduJera un 

abro en la temperatura de almacenamIento Incluso cuando su contenldo en 

nltrlto sea pequefio 0 Inexistente (Tanaka y  col.. 1960). En Estados Unldos el 

USDA (Dpto. de Agrlcultwa de los EEUU) ha ConCedIdo una autorlzaclbn para el 

emple0 de cultlvos Inlcladores de bacterlas Mctlcas en el bacon, CMI el 

objetivo de dlsmlnulr la lormacl6n de nltrosamlnas (Houston. 1979). Tras un 

ario de proiWcl6n comerclal de bacon, Brown (19BOJ ha señalado la eficacia 

de dlcha medlda para mlnlmlzar la formacien de nltrosamlnas. 

La producción de amIMS bl6genas en los allmentos derlva de la actlvldad 

metabbllca de los mlcroorganlsmoa y, especlflcarnente, de la acclbn de las 

descarboxllasas mIcrobIanas que transforman los amlnokldos en amlnas 

potenclalmente t6xicas (Smith y  Palumbo, 1983). tas aminas blógenas o 

vasoactlvas pwden wlglrw graves crlsl3 hlpertenslvas en paclenter tratados 

cc InhIbIdores da la monoamlno-oxldasa WlAo). Los slntwnas Incluyen un 

amento de la presldn sargulnea, cefalea, Ileke, sudoraclbn, vdmltos y, en 

algunos casos, Incluso la muerte Wackwell y  col., 1967). 



f%%-rnulXlofl 

*-1- 

sfncmvo tnkladv 

CcmNlliYolnlclobsr 

NItf110 NItroso- 

rt3Mml Dholldlna 

IWm) PH (ppb) 

20-A) 60-6.4 10-30 

4-16 5.2-5.6 2-9 

? rntmtea maoloa dt 10s vaIow$ ot.t.trvadol 

Ftien(cad4wodeBacus.l979. 
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Rice y  Kwhltr (1976) demOStrarOn que la XtiVldad tlmslna 

decarbwllasa e hlstldlna decarboxllasa de r4 cHWfsf# Y L. PIMfyu71 

ccnstltuyenles comunes ,de muChOs cultivos Inlciadwes. era muy baja. La 

actlvlaad descariwllasa es mucho mayor cuando los embutldos CNdOS 

Cvadas se someten a una fermentaclbn natwal que cuando esta esta 

gobernada por cultlvos InicIadores Mctlcos (Taylw, 1978; EltannMer y  col., 

1970). El empleo en los productos cAmlcos fermentados de /! cwev/s/# y  de 

ciertas especies del genero LxMacifA¡s dlsmlnuye 0 Inhibe el desarrollo de 

otros mlwwganlsmos dotados actlvldad tanto ProteOlltlca como amfnOdCld0 

descarboxllasa y  presentes natwalmente en la mezcla CtilCa La Inhlblclbn 

de esta mlcroflwa Indeseable Impide la fonnacIón de nlveles pellgrosos de 

aminas bl6genas (Eltenmlller y  col., 1978). 

II.ó.LAS 

El cflgen del t&mlno ‘pfoblbtlco’ se atribuye a Parker (1974) que lo 

ullllz6 para derlnlr los organlsmos y  sustanclas que contrlbyen al equlllbrlo 

mlcroblano IntestInaI. Fuller f  1989) conslder6 esta deflnlclbn como 

demaslad0 amplia e Imprecisa ya qw tamblen podla comprender, por ejemplo, 

a los antlb!ótlcos; wr ello redeflnlb a los prOblbtlCOS como suplementos 

mIcrobIanos que afectan beneflclosamente al hospedadw humano 0 anlmal, 

me]wando 5u equlllbrlo mlcroblano InteStInaI. Sln embargo, el concepto de 

manlpulaclbn de la nWOfh Intestlnal ya fue postulado por Metchnlkof 

(1907) el cual suglrl6 que el consumo de leche fermentada con lactobacllos 

~odla prolongar la vldd humana. Su teorla ea que los lactobacllos 

desplazarlan a los mlcrowganlsmos productores öe ‘toxlnas’ que se 

eRWentra!I Wfmalmente en el tracto Intestlnal. Los posibles mecanlsmos da 

aCcl&‘l de los probl6tlcos se recogen en la Tabla II. 9. y  las caracterlstlcas de 

un buen probl6tico en la Tabla ll. 10. 



Fww. Fuller, 1959. 
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11.6.1.-C 

Desde los prlmeros trabajos de Netchr\lkof (1907) se han reallzado 

muchos estudios sobre el papel de 10s lactobacll05. especialmente L. 

a/m+nI& en el control de tos mlcrooqanlsmos paMgen+s IntestInales. 

Mltcholl y  Kenwwthy (1976) han observado que lechones allmentados 

co4 piensos con L. dulgpr/cv e Infectedos atlflclalmente con CePas 

pat@nas de t: ~014 crecieron mds deprIsa y  sufrleron menos dlarreas cue los 

animales control IW sUplementados con lactobacllos. En lechcnes 

suplemontados dvante 8 semanas con L. 18~0s los recuentos de CoIlfoTmes 

do las hoces dlsmlrNJli%T pfogreslvamentc Ll%-allchara y  col., 1977); Fuller 

(1977) obtwo re3ultados slmllares en poIlos gnotobl6tlcos lnocuIadf~$ con .5 

coliy 1. ac/&@lfvr Los eXtraCtOS Ubres de celulas de L. casely 1. 

&&MuJ tamblen han demostrado su eflcaCla para Inhlblr el desexollo de 

Eco// Itiosonoy Toklta, 1977). Otros estudIoshan descrito la dlsmlnuclbn de 

dlarreas en terneros allmentados con ctlulas Mables do L. acl&u?~~~Slusy la 

dlamlnYcl6n de colllormes en sus heces (bruce y  col.. 19791. Estos hallazgos 

contrastan con los de otros Jnvestlgadores oue no han observado efectos 

benNcIo$o$ derlvados Ue la presencia en los allmentos consumldos !xi los 

a!Umale$ de 1. ac&%‘tllc/i;Hatch y  col., 1973; Elllnger y  col., 19781 o de L. 

/#Us 0lorrlll y  col., 1977). 

Watklns y  Hlller (1983) tstudlaron en pollos gnotobl(rt\cos los efectos 

profll6ctlcos y  terepedtlcos de L. 8c/&?M/v~lrente a S &W?iiomy 5 

avrralos tratamlentos profMctlcos fueron, en todos los casos, mucho mes 

efectlvO$ que los taraptitlCOS. orlglnando en los pollos en ulas tasas de 

mortalidad mencres. Resultados slmllares se obtwleron prevlamente 

utlllzandu cepas de 6 GP// entefopatdgeno (Watklns y  col., 1982). 



con el otgeto de owtltutr 0 eltmtw el wo penefaltzado dc sntlBl6tlcos 

@.#atCau $ktetlcae Y ha poStulado et om$teO de 109 pìobtbtlcoe 

tm del VNWlmtO de loe Wnate% 3ln enU?aqO, no se dlspcM 

reW11~ exwmenlates OtM contr01a@s WUllef, 1989). 

5atfQ f  19791 owvb M wnento a ta la da Des0 dlWI0 y  u!?4 

da ta cmersl4n (81 wne.0 en loe cemoe q.8 reclblan con sll rwdn M 

tmmde de tactwltm Cm et mismo wctdbttm. F~~ltma y  col. (1980) 

@3ma rtSl~ DmllkW M cerdee ]%wnt¶ oem Ix) en cerdos M s4 

Cve4 fInal Oe crectmlanto; estos hwestlgf7wes sugerlerm que ello poata 

at c Qe racim dllefenles. ct!+w Poltm3l ( 1984) ena1tzo los 

rmwttadcrlo3tMIdm wentr Sm ta-g-0 p&so de tttlqm coil ctrdoa Jwnt!, 
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e”contrd que la media de los obtenidos mostraba un erecto posltlvo. ta 

mejora M el porcentaje da ganancia ponderal rw del 8.4 R en Io3 cerdos w 

Cons~mlan raclones suplementadas con lactobacilos. 

En estudlos reallzaaos en los estados americanos de ATIzona y  Flwlda, 

Mlles y  col. (1981) comprobaron estadlstlcamente que la suplementacl6n CMI 

cultivos VIVOS de L. acf~Ilvs de la mibn de dos varledades comerciales de 

galllnas ponedoras orlglnaba un aumento signiflcatlvo de la puesta de huevos, 

Sm w se alterasen nl la calldad, nl el peso de 10s mlsmos. 

11.6.X-Prevencldn 

La Incapacidad de dlgerlr la lactosa se debo a una MICIenCia en la 

slntesls del enzima p-galactosldasa de las celulas del 1ntestllM delgado. ta 

capacidad de los mlcrOOrganlsmOs del tracto Intestlnal para dlgerlr la 

lactosa fua deSCrlta por SlddonS y  Coates (1972). al detwmlnw la Inlluencla 

de la lactosa de la dleta en la actlvldad lactasa del Intestino de pollos 

pnotoblbtlcos. 

ACtWlmente se Sabe Que las c4nonas IntOleraMeS a la IaCtOSa dIgIeren 

me)@- la lactosa del yogur que la de la leche ~Gallagher y  col., 1974). GllHland 

y  Klm (1984) han evaluado en personas IntoleraMes la Iflh?ncla del yoga en 

la utlllzaclbn de la lactosa y  los resultados obtenldos han CoWmMdo los de 

GallagM y  col (1974). El yoqur eJerce este electo benefIcIos wrwe el 

cultivo Inlclador Compuesto de 1. Dulgwlcus y  S t&fm&Wus slntetlza el 

enzima f.-galactosldasa. Garvle y  col. (1984) aemostraron que las ataS 

allmentadas con yogur poselan en el Intestino delgado uM mayor 

concentraclbnfi-galactosldasa de orlgen mlcroblano. 



Las bxlKIa3 que comm 103 cuI1IY03 InICIadoreS del ycqw Iw Mn 

blll~~re$Istmtee, pa- lo que rx) Mbrwlven en el tracto tntestlnal; la 

pfewla de DIlIS m el IntestlM InCMIenta la CapaCldad de las CCIUIas 

bacterlnas de hwatlzw ta lactosa al aunentar su permeabllWad y  rawecep 

la ~llds de la ewlma 6-galac\osWd WllWid. 1969). Klm y  GlllllaM 

(i983)tmdemstrmwe la Ieck9u#mmtticm 1. a&7W~6 ejerce el 

mlemo efecto w el yo$w w lo M bajo esta foima la leche wede 

emplearse m las pefsonas a pulenes les desagada el sabor aCId del yo@x 

La actlwd fl-galactosldasa vala m las dlferentes ewecles de 

18muakts e, incluso, mtn las cepas ds ma misma -le, pw 10 we 

cvondp se preterrdm efnglesr lo3 lactobacIlos con el wofhslto de Ilbew el 

enzima fqalactosldasa convlene selecclmar las cepas we mwstran ma 

actlvldadeiumdtlcamd3 elevada tGlllllti y  Lara. l9W. 

11.6.4-p 

AIpvD3 * 105 prvneros experImentoe cllnlcos reallzedoe con 

IacWscllos esta%I relxIoMdo3 cm su efecto en la cOnstlpaclbn IntestInaI. 

Rallget y  ClWm 11921) Inflwwlam lawablemente la funclh IntestInaI 

be 109 WefM CM este problema, suplemmtaMo su dleta con f, 

M&Wka tW(ntemente, Alm y  col. (1983) y  Gfaf (1983) han emplead4 

lech4 cm 1. 8+%4#llw en el tratwnlmto de la cmxtl~lti IntestInaI; los 

wswadod han SI@4 fnX9nmte edmtadwes. 
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ll. 6. 5. -ActlYldad 

*esde que Bpgdanov y  col. (1962) observa-ron por primera ve2 qw 1. 

&&aricus elaboraba sustanclas actlvas frente al desarrollo de tumores, han 

sido mixhos los traba]03 realizados; actualmente se sabe que las propIedades 

antlcarclnogenlcas de los lactobacllos pueden ay-uparse en tres categorlas: 

1, Inhlblcl~ de la prollteracl6n de cHulas tunorales: observaclbn 

basada en las expetlenclas de RedUy y  col. (1973) y  Shahanl y  col. (19631, 

gulenes empleando ratas cofno animal modelo, comprobaron que 1. acl&@flos 

era antaqwlsta dt la prollleaci6n de las celulas timorales. 

2. Inhlblclbn del desarrollo de bacterlas que SIntetIzan enzlmas como 

p-glucosldasa, p-glucuromdasa y  aroredwtasa. Estos enzlmas se sabe que 

trmsfcman los cofnpuestos procxclr@enos en carcln6genos en el tracto 

IntestInaI. Goldln y  twbach (1977; 1984) han ObSeNado que la actlvldad de 

estos enrlmas desaparece o se reduce Considerablemente en personas qw 

toman leche con 1. acl&+Wlus 

3. InaWaClbn de CaIWlgaIWS, taleS como las nlWUSaMMS (Rowland y  

Grasso, 1975) y  swresl6n de la actlvldad nltrweductasa, Involucrada en la 

slntesls de nltrosamlnas (Goldlny Gwbach, 1984). 

II. 6. 6. - tantPPI 

En los Indlvlduos hlpercolesterol~mlcos, la reducclbn de los nlveles de 

colesterol sklco se relaclona con wa dlsmlrwl6n slgnlllcatlva da los 

rlesgos de sufrir ataques cardlacos y  otros procesos trombcemb6llcos. 

Actualmente se corwe que la mlcroflora IntestInaI lnfluencla los niveles de 



oose#Nm QJe los nlYcIes de COIeslKOI SCTICO de 

Ia 6( tm WW tkdl dlsmlfd24 dWAS del C- de grN&?a 

m?&$&$ de leck Ittmemda con u-la ctoa ValvaJe de Lartmlflos 

I$gl y  PeaI (197s) evtudlsdo el efecto m el c01ntero1 Sb-ICO de celulaz3 

ahdic08 e un alimento Infóntll. d+tbJertm we la3 bacterIas 

re&lmdo eu ebeefcldn ocr el 1mCt0 Int~thel. ‘3weWald (19821 

@ta la-3 lecw fermentedae da, lqw a Ime CcrrentDclGn d( 

crbvstafol Wco mmoc oue ta lecM fresca; ksta autora sqlrlb que la leche 

I cwme metabcnloa bact~mos pw InhIben le sIntesIs 6( 

CoWenI m al cq&weo fiunm. 

tecwclla Uenen M efecto dtecto m la ccwntracl6n de 

asimIlan. eltmln8od0lo del medlo de cultivo. otras 

eftkav ren dcnrcplWado wv dIU% mmoqan~smos racm 

kV ntvelev d4 c0Ieeteroml del wem de lo3 cerdos cvya 

ha 84% wltbw. swlemm1ad.e con colwterol tGllllbd y  col., 19851, 

w ccoltmm lo8 obtmldvs por Toctwm y  CoI. (1975) en 

vlmmfev cm polbe Cuwwea Mem65 de L dc/&mwlq 

l hen demowsb v4-e L caset y  1. .Dl.nlawn 

ellcarwtdedde ez3lnlllBfel co1es1er01. 
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p~ed de 103 vasos 3eagulneos que dan cm0 resultado la fwmaclbn de wia 

placa ateromatosa En este sentído, el cwtrol w las bacterias Mctlcas 

e~wcen en el kwrollo de estos mlcroorgadsmos, tanta en el alimento ccmo 

en ej tracto IntestInaI, puede reducir el efecto citado. 

11.6.7.-Estlmuladbn 

Los 20lmales convencIonales, con una flora Intestlnal completa y  

ccmpleja, poseen w actlvldad fagocltarla y  una concentraclh de 

Inmunoglobullnas mayor we los anlmales Ilbres de mIcroorganIsmos 

fBealmear y  col., 1984). El wmlnlstro de yogur a ratones gtwtobl6llcos 

Incrementa la concentracl6n de lrunwglob~llnas s6rlcas (Wade y  col.. 1984). 

Los lectobaCIIOS tambltn est6n ImplIcados en la estlmulacl6n de la actlvldad 

fagocltala y, en este contexto, se he demostrado gue L. case/ es muy activo 

cuando se sumInIstra oralmente a los ratoiw (Perdlg6n y  col., 1986). 

Para que 10s lactobacllos reallcen las actlvldades cltadas, es necesario 

que mlgfen del Intestino a la cIrculacM slstCmlca @erg, 1983) dorxie 

perslsten durante muchos dlas en el bazo, hlgado y  pulmones (Bloksma, 1981). 

Asl, L. carc/y 1. ptmtm admlnlstrados parcnteralmente estlmulen la 

actlvldad fagoclt¿fla (Salto y  col., 1981; Kato y  col., 1983; Bloksma y  col., 

1981) mlentras que L. plmta7.m tamblen aunenta la actlvldad natwal de las 

celulas ‘asesInas* (‘klller’) (Kato y  col., 1981; Frlend y  Shahanl, 1984; Reddy 

y  col., 1983). Estos hallazgos que ponen de manlllesto VI efecto slst(mlco en 

le I~wldad~ Indlcan que los pfoblbtlcos, no sblo modlllc¿m la flora 

InteStInaI, Sin0 que Inclden en la patogenla de enfermedades que tienen lugar 

en tejidos alejados del tracto íntestlnal (Fuller, 1989). 



ta s.pewkercla y  el 0esmollo 0e los mlvowgwdwnos en los 

*,liWm MM gctma&s por mucllos pametfos, WI0 de los cuales es el 

pn w mmdra tflcaz ee IImItar el d«arrollo 8e mucixn mlcwxganlsmos es 

h xw bcl allmenlo, cm lo we se crea u1 amblente 

dasfawsble gefa lo-3 mlsmxi Ello pwde cocacp.~lnc medlante la adlclh be 

u\ yM4lente P truwdo el dewmllo ae termentaclofw mlcroblarw 

feakmes 0 convpiaoas El efecto de IOS bcldos wganlcos en 10s 

mos wmoe be la e3gecle. tlpo y  cmcanwacl6n de icLd0, del 

60 waoew4t, 04 la ce+sclddd nwtrallzmte 0 tampta dsl allmmto y  

csit0k~ weeslstertcs en los mkmo3, gue los hace rn& 0 menos 

sembtes 0 rn4lties a la xl*L 

las b%Ctnlla UCUCB fo ~610 lolersn IOS hcldos &bllrs Ilpoflllcos, sino 

, 61 heU% 3pn WI w%clo & w melabpllsmo (secclbn II. 2. 5.1. El $cldo 

Wtce ea el prp6nldo en mejw cmtuad c-8 la3 bacteria wticrn; su 

IW m el dcJTToII0 dc otro3 mtcrowgmlsmos se ha evaluado en 

Wa codfolaba cm bactwlas Idetlcas pue aceleran la cd~~c16n 

Qc laI kCW& frtMWo o IhlblerWJ el creclmlm1o be los mlcroq&mhnos 

Y afWnka como, S wwttwml, 19%; Genigwfgls y  col., 

Y w% 1972 WY y  COI., 1973; tlelaxc+oulO, y  COI., 1981). 

spwPfalYrwg, 197o;plrxynauq 1972;twen. 19fJl), 

(Qslstlaen y  col,., 1975; Tanaka y  col., 1980). .k 

@aJI w3 y  ): m/mailllca mnhl y  COI., 1966). 
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otros &Jdos orghnlcos Producidos PW las bacterlas Mttlcas y  que 

tmb1.h son antagmlstas del desarrollo de dlverws mlcroorganlsmos 

alterantes o pat6genos son el kido CWCO BXvanmnlan y  Marth, 1968), el 

acettco @aly y  col.. 1972; Díez , 1983) y  algwOS dtldos grasos volatlles 

(Goepfert y  Hlcks, 1969). 

11.7.2-Per6xldo 

LOS lactobacllos producen per4xldo de hldr6geno se@ los mecanismos 

mostrados en la Figura 2.2. 

La acwnulaclbn de perbxldo de hldr6geno en los medlos de cultivo se 

debe a que los lactobacllos, en general, n0 poseen catalasa (Kandler y  Weiss, 

1986). La actlvldad antlmlcroblana del perbxldo de hldrbgeno esta bien 

documentada. El efecto antag6nlco del perbxldo de hldrbgeno se ha observado 

en muchos mlcroorganlsmos, entre los que se encuentran .S 6ww.r (Dahlya y  

Speck, 1968) y  &%t.%mdnas sp. (Prlce y  Lee, 1970). 

El perdwldu de hW5geno puede reacclonar Con otros componentes para 

formar sustanclas InhIbIdoras. En la leche cruda el perbxldo de hldrbgeno 

generado por las bacterias Idctlcas reacclona con el tloclanato endbgeno en 

una reaccldn catallzada por la lactoperoxlbasa, lo que genera productos 

IntermedIarlos de la oxldaclbn que Inhiben el desarrollo de mUchOS 

mlcroorganlsmos. Este mecanismo de Inhlblclbn se conoce como ‘sistema 

antlbacterlano lactoperoxldasa’ Utelter y  Hdmulv, 1984; Eanks y  col., 19661. 



L~lato. 0, _______c p1rwato * t$o* 

L-lactato oxldasa 

lactato + $t-pimato + H?0, 

C-lactato deshtüogenasa 

NM-ImpeMlente 

Flgm 2. 2. - Pro&ccl6n de PerbxlM de hldr6genb por las 

bacterlas Mctlcas. 

Fuente: Kafkller, 1983. 



51 REvlslcNaIBLltwt4IW 

11.7.3.-!UccU 

El dlacetllo (2,3-butanodlona) es UM) de los prOductOS flnales del 

metabolismo de las bacterlas laCUCaS procedente del pirwato Kandler, 

1983). muchas especles de los cuatro generos de bacterlas Mctlcas poseen la 

capacidad de slntetlzar este compuesto. El dlacetllo es bien conocido por el 

aroma que Imparte a los productos lacteos yB sobretodo, a la mantequllla y  

porque es un antagonista del desarrollo mlcroblano. Jsy (1982) demostr6 que 

el dlscetllo Inhlbla a las levaduras y  a IaS bacterlas Gram~negatlvas a una 

concentrscl6n de 200 pglml, y  a las bacterlas Gram-posltlvas a ura 

concentracton de 300 ug/ml. Las baCterIas Iactlcas no se Inhiben a 

concentraclones menores de 350 pg/ml. 

Aunque el dlacetllo es una WStanCla reconoclda como segura trlgvra en 

las Ilstas GWS), su utllldad en la conservaclon de allmentos es Ilmltada 

debido a las cantldades relatlvamente gRUIdeS que se nsCeSltan para lograr 

dicho ob]etlvo. Ademas, su Intenso aroma Impedirla su empleo en muchos 

aumentos; Jay (1982) suglrlb que el dlacetllo podría UtlllzaW como 

antlmicrcblano en utenslllos y  superflcles de traba]0 debldo a su alta 

volatllldad 

ll.7.4-fUte&t 

La rwterlna es una sustancia de bajo peso molecular, no protelca y  muf 

soluble, oroduclda por un lactobacllo heterofermentatlvo, LJCfobHlllus 

reuterft La reuterina es un agente antlmlcroblano de amplio espectro, como 

se desprende de su actlvldad frente a clertas bacterlas Gram-posltlvas y  

tram-negatlvas, levaduras, hongos y  protozoos (TalarIco y  col., 1988). Entre 

los organlsmos de Importancia en salud pllbllca Inhlbldos por la reuterlna se 



ll. 7, 5. -BUfwhas 

LB;) ~~WIOCIIW son ser& antlmtcroblzw producIda!, PW VI gran 

m ä m,c> WAWI~.S. Cas bactefIoclr¡aS se definen Cómo protelw 

o co,,,o,e,ol wottlcm con actlvldad bacterldda e” esPeCIea bacterianas, pa 

IO gmsnl, w.tre&mente relacIonadas CMI la especie productwa (Tagg y  col., 

19761 Actualmente el tkmlno bxterloclnc+lcldad se emplea Paca 

dBCrlblr la actlvldad dt las bacterlas dc slntetlzar y  Ilberar al medio 

prett&s lnhlbkwas del deswrollo d-s otras bacterIaS; las bacterwnas 

cofwitufM M gnrgo heterogheo de sustMcIas ya gue presentan gran 

vwlac$d nspccto de In bacterlas w las wd.~rn, amplitud de espectro 

wAtm1crc+üno. mecanismo 6e acclbn y  propIedades qulmlcas y  bloqulmlcas 

1988; DaesG!el, I%Q; h-ssckl y  COI.. 1990). 

En Ia ätualldad se dlsPfxM de clerta I~IfCt-máClk~ s0bre la Pi-OduCClbn de 

~1~1~~~ por las bact(rlas Idctlcas. Pw lo que respecta a los 

)DcIopI1cIhx. Ia mlcrooq.wlsmos Involwadu~ en la proáKcl6n de 

bSCtWIOClW9 $047 f. fmamm (DeKlellc, 1967; CeKIwi: y  Smlt, l%7), L. 

Mcetl y  Hldshlll, 1973; 1975; Joerger y  Klaerhammer, 19661, 1. 

l8WfOot y  Klhnhanmer, 1983; 1964; Krlana y  Klaenhammer. 

#Wtm t[)atsclwl y  col., 1966; West y  Wwner, 1988). L. MB 

~~~‘~~~Y Locke. f%Qa; t!wtvedt y  Nes. 1990), L h-w/s (Rammelsberg y  

. MO) Y 1. CaW Vlammtlsberg y  Radler, IQQQL 
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la Irrnvll~ a Iae mismas. Sln embargo, la búsqueda de determInantea 

geMm llgados a pldsmldos que COUlfiwn la PrOd~lón de bacterlwlnas 

en lactobacllos ha sldo, tradlclonalmente, Infructuosa. La Identlflcxlh de 

dos pl&mlr~os relaclonados con la Producclh de bacterloclna y  la Inmunidad a 

la misma en transcon)ugantes de 1. acJWJJhs88 (Mwíana y  Klaenhammer, 

,987) proporclon6 la pflmera evldencla de la Importancia de los plWnldos en 

los lenGnenos de translerenela ghlca y  en la producclen de protelnas 

antlmlvoblanas por los lactobacllos. Reclentemente, Schllllnger y  LGcke 

(1989a) y  Mortvedt y  NaS (1990) han observado que la SInteSIS de sãxlna A 

y  de lactacine S por cepas de 1. S&e de Orlgen CdmlCO esth codlflcadas en 

plasmldos. 

Los pedlococos tamblbn producen bacterloclnaa. Entre las e~pepecles 

ImplIcadas fIguran J? cerevJsJae (Fleming y  col., 1975; ûonzalez y  Ktia, 

1987; Bhtmla y  col., 1987; Ray y  col., 1988; Hoover y  col., 1988; Nlelsen y  col., 

19%) y  R penkwceus (Oaeschel y  Klaenhammer, 1965; Gaham y  McKay, 

1985). La capacidad de IOS IeUCOnOStOCS de Slntetlzar bacterloclnas ha SldO 

menos Investlgada. Orberg y  Sandlne (1984) observaron que tres cepas de L. 

de.%‘tmJa.m y  dos de leuconostocs, no Identlllcados, prOd!Xlan sustanclas 

que Inhlblan el desarrollo de otras bacterlas IdctlCaS. Reclentemente se ha 

demostrado la Producclbn de bacterloclnas por cepas de CamBacJerJm 

dlvergwc; y  Ca?pJscJcoJa (Ahn y  Stlles, 1990a; l990b). 

Los cowxldos hasta hace relatlvamente poco tlemD0 corno eStreptOCOCOS 

Ibctlcos y  actualmente denominados lactococos, tamblkn producen 

bacterlodnas, de las que las m6s conocldas son la nlslna, dlplococlna y  

lactostrepclnas. El t&mlno ‘nlslna’ descrlbe a una famllla de antlblbtlcos 

pollpeptldlcos Ulpos A, 0, C, D, E) producldos por Lackw+x~~ lacfis (Hurat, 

1981). Se trata de la bacterloclna meJw caracterlzada de todas las PrOtelnaS 



54 KvIe4aisIBLIwI~ 

~t,m,~*,ana$ pm#%jas p-x las bacterhs IactlCas; en la actuwJad, se 

pemtt 01 wlwacitn, como cmsewador. en u1 94-m i7hnero ä allmentos 

omt, 1981; i981), bablenbose comwobado su tfltacla en el control be c 

b&&wn(Demy y  col., 1961; SCOU y  T@W, 1981). La dlplccocma es un 

pollpdptldo mtímlcro3lmo wodxldo por varlas cepa3 de L 0ww6 cuya 

actlvld+d, a dlferhxla de 1s nlslna, Je Ilmlta a Otro3 l.3CtOCOCOS; ia 

dlpIocoara pwflcada es muy Inestable (Oavey y  Rlclwd3oa, 1981). En 1978, 

Kola% y  col- dlwm el nombre @ lactostrepclnas amas sustawlas 

28Wmlvoblsnas, dlftrentes ä la nlslna, proWlda3 pw Cepa3 de 1. /acl/s y  

L. hW scbsp. d/xety/xUs Estas sust~las se carxterlzan w sef las 

mIcas bacterIocMs ccx~%ldas que sdIo act6m a pH tildo. Aparte d+ las 

cltadas, txlsttn otros och tlpw de baclerlwlms w?d+~ldas PW Iact~wos 

y  clasIIIcMs se@-! su es$rctro de actlvldad. su senslbllldad a los tnzlmas 

proteolltlcos y  al calm- y  sus reacclmes cruzdas (d4 Irfnvlldad y  

senslbllldad~ conotras croas rxo&ctwas d+ bacterIocIr@ tGcl3 y  col., 1963). 

Las bacterlwlnas de los grws ll y  III produclda3 por cepas de L. 0w7kws 

exhIban CWaCkrlltlCIIs Slmllár~f a ta3 de la dlplococlna LU baCtCrlOClr!dS 

da tlw VI y  VII w8en actlvld+?d rrtnto a UI amplio espectro de bacterlas 

wam-posltlva3. 

Cm al objeto d( eswmatlzw, de la lama mhs sewlla wslble, las 

caracttrlstlcas rrhs slfgnlflatlvas de las bactrloclnsa producIda pw las 

bdcterlaf 16ctlca3, se Mn elaLwad-2 las Tablas II. 10. y  II, II, que recopan y  

muestra sus cãactwlstlcas m43 relevantn. 

Como ya H ha IndIcado, las bactwlas I&ctlcas pro&en bacterlcclnas 

qve lMlb4n tl desarrollo de otras bacterlas Gwn-posItIvas. Sln embargo, 

uw 3610 Irhlbm a ts+scIcs estracbanmte relaclcw433, mlentras otras 38x7 

actIvas frmce a VI i3k~1-0 mas cuneros0 de bactñias. tio obstmtc. mbos 
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Tabla II. 10. - Caracterlstlcas de las bacterloclnas producidas pw IãS 

bactwlas l&ctlcas(I). 

ceps Proluctps Nmbm 

1. révk??lm4bb - Llpspl~otelM NfJ + 

l.h9MMP21 LatmlM27 Ollmp~Dthd 12400 + 

1. ,ih?friur4bl MmllolmJ Pmtslm 37M)o 

1. &A4tpbf~d2 Lt~Wna B Pmleh 6500 + 

1.8MphllLe80 LmtaolnaF PtilM ND + 

1. phwfaunc- I I Plmtrlc~mA PVMM > 8000 + 

1. ratelb 706 WOlraA Pro(eh# ND l 

1. atei Laoelms PmtslfiO >12cQo + 

1. &wkB 37 6rwICIM37 PPOIBln(l >50000 + 

1. csa!B80 c%aklcd so PMt& >50000 - 

1. Mk s&+?k,'tk NMm POll*tlfh 3500 + 

1. /Wksc&+? o-m?-k Dlpkuclna POIIFW~ 5300 - 

J-&l.kik L~oo(repilnm PrMnsp >IOOOa + 

p. waWa~fB3-63 - PWtOlM ND + 

p. &x-d- PeiioolnaA Protsh NO + 

p. ae/oa.-fk?:P~ I .o Pedícclna PA- 1 Pmtnlra 16500 + 

.? Emll/lbcIm PeJíWMMl ProlelM 2700 + 

c p~dvh4lY 17 Proteh >3000 + 

‘:R~slstenolaatmWmlBrd~.al mm-~,96DC,30mln. ND: Wetwmlti 





Tabla II. II. - (contínuaclbn) 



MATERIALES 

Y 

METODOS 





III, 1. 1, 1, - 

III 1 2.- 









El creclmlent0 ee loe culUvoe mlctwlwe ee e3tlmd pa tvbtdomttrla, 

enwlear& VI colorlmetro ‘Kletl-w mcd wo-1. Lo3 rKumIbe 

mlcroblwe se efeclwM en un cmt8dor 6e colmlíre WTW moU 826-24 Les 

0DsHMcIws mlcrosc6plcae ae realmm en m mluexcplo @lico WcM. 

mod L-ka. eq.~lpa& cm VI 6lxn?eltlvo de cmtre?.ta de fases 

us dltermlnaclms tswctr0f0tombblcas se Ilewm a cabo en 

tewctrofot6melroe ‘Kontrm’. nw.t Uflkm 620, e ‘Hitxhl’, me4 U-2%0. 

regletdn&e 108 re$NaM m me Iweeofa lefmlca ‘Kmtrm’, mob wlkm 

LS nwmcgYlntw 4R 

Las muestrae se cmservarm en .mmm cpngclwoìee XelylPgtw’, 

moile. AC- y  %X-SS y  l.lW. mod 6TólCQ. ael temo en frlpflflcol 

‘,kScw,‘, ‘KelvlMt~. mcd. MR y  ‘Llbbhcrr’ y  m m efin frl$dflca 

brmostata6o a 4 PC t l et cowruldo sor une flfma local. 

Lee 110f1112acIme5 se efectwm en un a+walo ‘Tenu Mvlsa’. mod 

TP-3. 

En la deteccl(xl Oe perbxlbo de hl&Qeno 6c Iõl med5oe bc cvlllvo se 

molern Placae ä ELISA merca ‘Ceesv, med 35% y  la leche-a 

eeoectrofotmwrlca de loe POMOS de lee mlmae 9( efeclub en u1 Iectw * 

place3 6e fLI%‘TIt~lek Bi~ltlekan’, moU. Pb% 





111. 2. l 1. - m 

lAiuas# 

I.- 

COWlOW 

peptm 

Extm~tO~ca~T# 

Extra~tode Iwadura 

oextro3a 

ACetato 8oulCO 

Fomto dlpotbBIC0 

cmto trlambnlco 

sulfato maqeslco 

SUMO da mi%ngme30 

Twetn 60 

DH62 

o/’ 
10.0 

8.0 

43 

20.0 

5.0 

28 

2.0 

0.2 

0.05 

1 nll 
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Trlptosa 

Dextrosa 

Extracto de levadura 

ClorwO sbuíco 

Cltratoambnlco 

Fosfato potaslco dlhldrogenado 

Fosfato dlpotbslco 

Sulfato magnbslco 

Sulfato de manganeso 

swt0 m0s0 

Tween 80 

PH 61 

w 
15,o 

I 0,o 

50 

2,o 

w 

130 
1,O 
0,20 

0,05 

0,Ol 

1 ml 

Una vez dIsueltos los componentes cltados en loo0 ml de agua destIlada. 

la preparaclbn de este medlo se contlmla slgulmdo las Instrucciones 

descritas parael me4loMRS (Secclh III. 2. 1, 1. 1). Se empleb este medio por 

carecer de componentes complejos, 10 que laclllta la purlflcaclbn de las 

sustancias antlmlcroblanas proclucldas por las bacterlas Mctlcas. 

III. 2. 1. 2. nedlo oare el creclmlentp 

1.p 

ContIene: 



Extracto de cerelro 

Extfacto de corazm 

Proleasa-peptwM 

Clonso 54dlCO 

oextrosa 

FoafãlO dlsodlco 

PH 7,4 

p/l 

12.5 

5.0 

5.0 

SsO 

20 

2.5 

III. 2. 1. 3. - nCdlD 

. . 
1.p 

ConlIme o/l 

Trlptma 12.5 

Oextma 10.0 

Extracto dc IwW.82 7.5 

cltrato SWICO 5.0 

CIoivO SMICO 5.0 

FOsfatO dl,mtdSlCo 5.0 

Sulfato mapneslco 0.8 

clone de mangaeso 0,14 



0.04 

0.00 I 

0.2 
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CrIsIal vlol:ta 0,001 

AS-- 12.5 

oti 7,4 t 0.2 

b) SuplMW~to SelKtlVO d-8 Ytnlnla (ClN. 'Oxolb) 

cada VIII contlm 

C4mJIodlrr4 7.50 m9 

IrW 2.00 q 

NCNCUOCh.3 1.m9 

A-eomc~~ 

Se wspmdm 2-3 g de ,398 base en !iOQ ml de agVa desllbd4 Cal4nlMdo 

la Mx16n hasta su dlsolucl6n y  eHerll1zWdla cn un wtoclw ó 121 K 

ararte 15 mlrwbs El medio esterlllz~ se unfrla hasta 50 QC y  se 14 atad4 

81 conlenhb de unvIal da Suplemento Selectlv~ de YKsIfda, dlwtlt0 en 2 ml 

de apa destilada esterll y  I ml & etecol. 

III. 2. 1. 5. - ntd(O 

1.7 

Cmtltw VI 

caldo mfuslon ä cerecto y  coraz6n Wlt, '0x016) 17.0 

clavo d4 11110 I5,O 

ESCUIIM 03 

cltrato em&llco-l&rlco OS 

T4h.rllO F4li3lCO 0.2 



PeritahIdrato de ceftazldlma 0,020 

Sulfato de pollmlxlna B 0,010 

CloWYrato de acrlllavlna 0,005 

Ag= 15,O 

Los cínco prlmeros componentes sa suspenden en 900 ml de agua 

destllada, se calientan hasta ebulllclbn y se esterlllzan en un autoclave a 

121 QC durante 15 mlnutos. El medlo esterlllzado se enfria hasta 45 nC y so le 

ahade el cltrato ambnlco-fbrrlco ksterlllzado aparte en 70 ml de agua 

destilada) y las slgulentes soluclones, esterlllzadas por rlltraclbn: 10 ml de 

de telulto potbslco ai 2 X, 10 ml de una soluclbn al 0,I R de pollmlxlna B en 

tampbn de fosfato tidlco 0,I M, pH 6,O y 10 ml de una soluclbn del 2 X de 

celtazldlma tamblbn en tampbn de loslato s6dlco 0, I ll, pH 6,0. 

III. 2. 2. - Bc!bn de las bactarw 

Pera el aIslamIento de las bactwlas lbctlcas se recogleron 

asbptlcamente 20 g de la porclbn central de chorlzos comerclales que se 

homogeneizaron durante 10 minutos en IB0 ml de un medlo que contenla 

peptona (1 gll) y clorwo sódico (8.5 gll). 

El reCuento total de mlcroorganlsmos presentes en el homogenelzado se 

real126 en plaCaS de PCA suplementado con clorwo sbdlco (1 Xi El agar de 

recuentos en placa MA, ‘Oxolõ) contlene 5,0 g de trlptona/l , 2,s g de 

extractode Levaduall, I,O g de dextrosa11 y 9,0 g de agall. Su pH rlnal es de 
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1,) 1~ a toarato 4m, PH 7.0. 







los Cuttlvos en untdedes Ktett y  por 0,020 ml dt medlo de cultivo. 

III. 2. 3. 2.2. -p. 

Esta tbcntca se empted cuando se pretendlb evaluar la actividad 

Inhlbldwa de un gran nOmero de bacterias. LaS colonlas desarrolladas en 

placas de agar MRS se recogleron con palillos estbrltes y  se reptlcaron por 

stembra en ptcadura en dos placas de agar MRS. En cada placa se depositaron 

24 cepas y  tas placas se Incubaron durante 6 horas a 32 QC para permltlr a los 

aislados relnlctar su crectmlento. Despubs, en una de tas placas en tas que se 

sembraron por plcadura las colonias seleccionadas, se deposttb ta cepa 

IndIcadora de L. f6mwh.m CECT285 en 6 mt del agar PU8 cO,8 X de agar), a 

una concentradbn de aproximadamente 3 x lDs cblutas. Una Vez Incubadas las 

placas durante 24 h a 32 PC, se recuperaron, para su postertor estudio, las 

cepas que exhlblan mayores halos de Inhtbictbh 

111. 2. 3. 3. - &W&dJ&Wora de tos m 

LaS bacterlas Idctícas selecclonadas se culttvaron en caldo MRS durante 

16-18 h a 32 QC, mientras que los sobenadantes tlbres de cbtutas se 

obtwteron centrllugando tos cultivos a 12.000 g durante 10 mtnutos. Et pH de 

tos sobrenadantes se a]ustb a 6,2 con NaOH t N yO s conttnuaclbn, se filtraron 

por un filtro de 0,22 pm de dlbmetro de poro. Los filtrados se Holtltzaron y  

antes de su utltlzact6n se concentraron 20 veces, resuspendtbndose en tamp6n 

de fosfato 4 rnH, pH 7,O. 



III 2,, 1, 1 2, - 

II!, 2. 3, 4 ‘- 





LOJ cuItIYoa ä, las bwKI¿s IMICaq SFlWClW 9k tlYs?rkw gcr II 

metom 0~17 y  se cewrwmn mlcroscdpwnmtr pan, *trrmlna w 

mwlologla a5l comos3s aflnlckles tlnwlales. 
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sulfato fefroso 

ROJO fmol 

Apar 

p!! ?,4 t 0.2 

I ,) Caldo bqmrb3 

CpnIlmr. 

PCPIOM 

Extracto ca Iavaaaa 

mm ~it~4-31~0 

Acetato 366lCO 

Cltrato $MlCO 

Julratomagnesrco 

suirat0d0 mangante 

L- Nglnlrla 

Twcm W 

o/’ 
10.0 

%O 

28 

5.0 

2.0 

0.2 

0.05 

5.0 

1.0 



99 

'09 
4Oml 
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1, Agar base de acetato de plomo (‘DlfCO’). 

ContIene: 

Peptona 

Proteosa 

Dextrosa 

Acetato de plomo 

Tlosullato sbdlco 

Agar 

PH 636 

g/l 

I5,O 

5,o 

18 

02 

0,08 

I5,O 

Se suspenden 36 g del medlo deshldratado, 1 ml de Tween 60 y  0.05 g de 

sulfato de manganeso en I Iltro de agua destilada. La suspenslbn se callenta 

hasta la ebulllclbn y  se esterlllra en autockve a 121 PC durante 15 mlnutos. 

El medlo esterlllzado se dela enfrlar hasta 45 *C para dlstrlbulrlo flnalmente 

en olacas. 

SI las colonlas desarrolladas en las placas Incubadas a 32 QC durante 3 

dlas producen bcldo sulfhldrlco, se observa un ennegredmlento del medlo. 

Los cultivos selecclonados se Inocularon en tubos Incllnados de agar 



V' 

7.0 

5.0 

5.0 
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tw .3 32 c a 5 ml oe 105 cuItIvos M afeaen 0.5 ml b la SO~UCI~CI (D.I 7 0.4 

ml Oe la (cl y  SC observa el cemblo de ~0lcfacl6n ilel mecho. El 6esn.e~ o 

m coIcr rojo Intenso se beDe a la wo@.xcltr~ de ecettl mettl cã~hwl e 

ae la aaxtma we, enpresencIa be KWresccma cm0 mam 

111.2.47.-FcrmentaCldn 

I,)meaIO API cli (‘8lc+wnn’) 

cmtrme: W 

PBDtoM 10-o 

Extr%30 d( Ievaaxa 5.0 

Tween 80 1.0 

foelato oIpotaslco 2.0 

Metato sbalco 5.0 

Cltrato lllamdnlC0 2.0 

Sulfato map&.lco OJO 

SNato 06 macpimrso 0.03 

Bmmocree4l prpa 0.17 

PH 6.9-7.0 

2.)TlrasA!JI YJctlu3lorwrlw). 

Cah3 tlra c0ntw.e loe elgulcmtee carbohldatos: 0. ca?tml; I gncwet, 

2. erltrltot; 3. D-erabl~ee; 4 L-enblnoed; 9. rlwod; 6 D-xllpSa; 7 L-xILeS% 

6, adonltol; 9.pmetll D-xl16eldo; 10. gelectwa; 11. gkwe; 12. frutese; 13 

rnmsa; 14 eu%aea; 15. remn@ee; 16. ~tcltol; 17. Inoeltol; 18. menltol; 19 

wbltol; 20. a-metll D-mdsl6o; 21. rmetll D-glucbeldo; 22. N Yetll 

glwoeemlhe; 23. emlpdallna; 24 a!WtlM; 23. e~~lvld; Xi JdlKIM. 27 

CelIbIos; 26. maltoea; 29 lactosa; JO. mellbkw ll. ssesarw. 32. lrebe 





III. 2. 5. 1. -Cr(nmlmtaä 

Las colonlas “~lecclarsw se Inwleron en tw cm calca FRS y  se 

mc@arm a 4, 8, IS. 20 y  32 OC orónte 7 dlas, 5 ~WJ. JO h. Ió h y  12 h, 

re?++c\lvÍ?mcnte El MMarrcllO da las cultlv~ M esllm6 Pa tlrbldonucwla a 

oetemuna&Y lntefva1os ds Ilelnw; con lol ww wJtmw3 JE caIcuIaw!llo¶ 

pec&metroa clrdtlcoa äl äsa-rollo mlcrttwd q.i+ w dexrlben en la 

wcCl6n III, 2. 5.2. 

k *fInc cm0 0 ImcmmlO dc Ia mwa CelvIa‘ de los cuI!IYos con 

reaprcto al lleinoo a Imbael~ y  5e calcula a wtlr de la ecuacl6f1 de la 

rrcta bb reqeal0n dt UM gdflca we nwewta la mesa celular de los 

CuItIYDs n funclbl del tlemQ0 & lncvbaclbncflp-a 3. ll. 

Delaflgua3. l x6edueeQueuc: 

mc 
--px 

at 



slendo ‘x’ la densidad bptlca de los cultlvos en unidades Klett, ‘t’ el tiempo 

de lwbaclba en lwas y  ‘b* la velocidad especlfíca de crecimlenlo. 

t 

Flgura 3. 1, Representacidn gtifíca te6rlca del Incremento de la masa 

celular de los cultlvos en luncl6n del tiempo de Incubacldn 

Aslm1smo, 

x, 
t In - 

x, x1 
udt; In - -Pt; p.- 

X1 t 

0 



111.2.5.23.- 

Este thnlno IMIca el número 62 ~raclons mkroWanas de los 

cwvos en una hora a wta mwatm cetermmada, y  eu valof se coresowe 

CM el mvereo oel tlemw Qe dUpllcaMn (t& 

III. 2. 6, -v 

lll,2.6.1.-- + - 

III, 2.6. 1. 1. - FIIMIIoenlo. 

El 0lrwIe6tldo de ~Ico~IM~I~~-MI«IIM (NIU)) Oxlda IOS Sccldos LI*) y  

0t-) I&m a phwalo. La oxl0xl6n Oe los tildos L(f) y  0(,-j laClIc repulere 

ccmo catallzadwes la L-lactato MWogema (L-LDH) y  la D-lactato 

6esnmqenasa WLCW, ree+ecthmenle t 11, (2). 



12) 



III, 2, 6. 2. -p 

Se Ilev6 a ca00 segO la tbcnka acxrlta pw Westerfleld t 1945). 

111,2.6.22.I.-Fwdamento. 

ESte mhb PS u-a 2dmaml del test dc vcgrs-Pfoskauw. omlmlrla, 

per tanto, la sima de acttolna y  dlmtllo, casdndose en la oxldacl4n de la 



MS 2. 7 - 



III. 2. 7. 1. 1. - 

I.)T&%WT. 

conllana 3,IS g 69 Tris-KI 0.02 n an I Illm OO agwoastllaQa El PH 

seaJustaa8,2cconN@tllK 

2) TanDà,TE. 

Cmllmc 1,57 g da VIs-HCI y  0.37 9 66 EDTA Per Iltfo de MpIã 

mtll~ Su ~4 M aJwa a 8.0 con Ns?+l I N 

3.1 TamM TES. 

ContIene 6,05 9 de Tr~iCl, 1.66 9 da EDTA y  14.61 9 do WI DQ- 

litro 0 sgua 6etllada 

41 Tampdn TEG. 

ContIene J,l6 g dc Trl%-KCI. 3.72 9 dc EOTA y  9.0 g Oe gluCO% Por 

t~uoa~dmtll~d+~pHaJtotaaB,OconNbmIH 

Il Tmg(n TBE. 

CmtIma 104 g 04 Tm, 55 g 04 4cldo t~3Ico y  40 ml be u-ta sol1~~16n 

C+ EDTA 0.5 M, pH 8,O w cada lltm de agUa bcStllad<r 

6.) %I~lm$ @8~otetnlZafXM 

il 6olucxn FC. 

cmtiow 

FonoI 5009 

c1cm1Km0 500 mt 



s-Hldroxlqulnollna 0,5 g 

Akohol lsoamíllco 20 ml 

Tris-HCl, 10 mtl, pH 7,5 l5ml 

Al mezclar los componentes de la soluct6n FC debe recordarse que el 

fenol ea muy corrosivo. La Ndroxlguínolina ea un antloxidwte qtie avfa la 

oxldacidn del fenol slendo tamblen un debll quelante de iones metallcos y  un 

Inhfbldor parcial de la enzima RNasa. Adlclonalmente, su color amarillo 

PrOpOrCIOPa una rWttta erICa de Identlflcar las fases Ilquldas separadas. El 

cl0rorormo desnaturaliza las protelnas, mlentras el alcohol Isoamlllco 

raClllta la SepmCf6n entre IaS faSes Ilquldas y  reduce la formacfdn de 

espuma durante la extraccldn. 

b. Soluclbn CA 

Contlene: 

ctoror0m0 

Alcohol Isoamllico 

7.) Gel de agarosa 0,7 R. 

cont\ene 

Agarosa 

TamM TBE 

Agw desttlada 

480ml 

20ml 

O,I 9 

I ml 

14 ml 

Se ms2Clan los tres componentes y  se callentan hasta que la solucldn 

Permanece transparmte. Luego se enrrla hasta 50 eC y  se vierte en VI molde 



8.) Tanpon Oe electroImsl3. 

6t mtzclm lOml8eI tenW116Ey 9Oml C4aps &atllMa 

9.) solWl(n a Clauo ä CeSO. 

CWAltW 

CXI 2632 9 

Ttmpbn TE 23,X ml 

111.2.7. I.Z.- 

Estt m(todo se basa en los tWs0ltos por Cb%sy (1976) y  Cbds~y y  

Gluffrlda (19602 la llsI8 se r@llZa con polletlltn gllccl. Ilsozlme y  dMecll 

wlrato Wco ISDS). La IIsIs celular es VI paso crNIc0. wvto a cual<pulw 

metodo oe alslamlento ae DfiA plasmldlca La metedoloqla es la slgulmtr 

1. El m~crwgen~smo e awllzw se cultwe cwante 16-W h a 32 eC en 

100 ml del caldo MB, rccoglerdo las ctluI+s pa cenülrupacl0n a loo00 q 

wante ~Omlnulm, lasc\glesseIwnrpn Wml6ellamhT. 

2 El sedimento se re HI 2.5 ml del tanpdn T y, Iras 

rewp~~lo Wrrectaante. se le diwm 5 nl de tna ehclon be polbztilcn 

gllcol al 24 X en eqa bstllada y  0.3 ml ti IIM solwl(n de lkWzlr¡M en el 

tanp(n T LS0 mg/ml). tiezcler bien e IIXKM a 37 QC @urente 1 h 



ta (III. 2 7. 1, 2) M a)wta a tí.45 



6. A la sclucl6n mterlw se le ak5enSO ul dewa solwl~ dc Rll;rsa tIO 

mg/ml) y  se IrxcvDà I h a 55 IC. A cratl~wxl&~ se le añaden 50 III de s4Iucl6n 

8e SOS al 10 X y  50 UI de solucl6n de wotelrkasa K t 10 mgml). La mezcla se 

IKUM de wevo dwate l ha 55 ec. 

9. La wcpaecl6n se ertree, sucesIvamm cm soluie0 fc y  cm 

wIucE~CAmantenlendo la muestra 16-M h a -20 X. 

8. fhalmente, el DNA aIslads se veccg Pa cmwrugaclbn (IíQO0 g, JO 

mlwtos) y  se rempmde en 0.5 nII val* TE. 

Las rweatraa cwwadae d+ la mmera desulla wbm aestlfwse a Ia 

vlwallzacl6n directa 8el otu mmId por eiectrorwesis en plcs de agarosa 

0 pere mtents me meyor Wrritahh del DNA plasmidico meelante 

cewir~ibn hasta ei ~WIIIMIO M pd~mia de CIW de CM~O-~TO~VO 

de etldlo KrCI-Lkft) y  8l~ll~IS s+slerlQ. 







i.~fl tWLRUtCS Y >tT~Ió4

a A fl~ac~4n te CStflftJgS a 9000 g Orante lo mlMot LI
~p ~t ~

* N~4 2M c~ ~O3Ci E. mntenlma la mezcla afane 5

5~ttté4~0tíka40.

~. Trrtrflo el flan cftn os Ma4en a It mezcla 300 pI de acetato

3 II. 1 ~s~s 4 *1 Ita te mezcla »wWt1tnd~k suavemmnte,

a rntm ~*4a Nfle. esta ni Orante 10 mInutos.

4 Los es an 0tlnen w cenlfltugacíó~ de las meacín

Star es a §000 g Onrtte lo mtMaa, rnI1zM~4ou ¡a extraccíto dos

asAflr
A

tact~ flní *1 ~A u muza aCIcInndo a los extractos

5 menwtr st» in 0 etn~ a certunuacteo se certtflfugr~

a §fl 5 l~§5 tflyflart$nfl’fle IF24ht-209C.

~tI tnrsr& (n&~ tStS n el t~fla Witettw se decante ca~ mixto
y 01 flSMnSO CU*et* t~ ~MflkM C neto en u~ desecan Orante

?~ rflfltNwt& ~~$flá¡hta*nTLTrasahaotr ¡OpIos

Fn.

~4snt~zrsí

Wma ~ ~fl& Sasmfl5~ tr elsctretrnís te

u itas rn<au~ •~ htA~ a 0< ntra o aac&IIM, ctÚflaren a las



l01 tlA?IRRU Y Nh1~

moléculas uu cr~a negativa tmlf00110. tanda en estas conGlcitces el DNA

se coloca en tui campo eléctrico se desplan en dirección del k~odo con tuis

fuerzaconstante e tndepenalentemente <4* la ccrnooslclón en bases del mísm~

LaS rfloltculas de U4A Incluidas en un gei de aqaron atratlesm ios w&s del

gel de manta que las moléculas mayores tioneo ints dificultad para

desplazarse que íes más peguefias. Se níilte que, dentro Ce ciertos limites.

la mlraclún <ie las mo4cvlns de DNA lineales de cadena doble en el gel de

agrosa. es lnversrneote ptOotrtltSl al logrítina decimal de su Pese

molecular (HeIllng y col., 1914

¡.5 con<o<Tnaclón del DNA tanolén Influye en su mo’villdad oil ios geles,

por ello las moléculas de Igual masa ml~an a velocIdades diferentes,

dependIendo de que su forma sea swererrrollada. circular eblrta o lineal La

rnovIlldad relativa del DNA se ve InfluencIada por otros prtntv-os, como

COncentracIón de agron. furia lóníca del WTI9óC utIlIZadO, direrencla de

potencIal de la corriente wllcada y cantidad de sIsittllces del DNA

(Jotoson y Crosman, 1977).

La electro(oresis se realizó en geles de ¡garosa <0,7 fO a los qn se

adicIonaban 5 ial de i~a solución de Dflt (lO mg/mí) para vitalizar las

b~das de DNA En los pocillo, abiertos en el gel se colocaron lO ijí Ce las

muestras a analizar a las que previamente se les había tadldo tuis gota do

coloraite Mccli al ¡0% para visualIzar su deeplazwniento por el gel. La

electro<ornls se llevó a cabo dtrmte 1 h a 200 Y. Como patrones pta

calcular el peso molecular aparente de los plásmidos visibleS se empleó UNS

solución de DHA del bacterIófago lunbdat

Losplásrnldotsevlswllzronen el gel cenu~ tran$llunlmdorde luz Uy
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situado en una Cámara oscura. Los geles se fotografiaron con una cámara

Polaroid empleando una película tipo 667.

III. 2. 7. 2.— Curado o eliminación de niésmidos

Los plásmidos son moléculas extr-acromosomales de DNA circular de

doble cadena que se autorreplican independientemente del cromosoma de la

célula hospedadora. A pesar de ello, la mayori a de los plásmidos son estables

y requieren el empleo de agentes cía-antes u otros procedimientos

<temperaturas elevadas, crecimiento en ausencia de timína) para incrementar

su elimInación de las células hospedadoras. El término cundo se utiliza como
sinónimo del de eliminación de plásrnidos. Trevors (1985), ha publicado una

revisión muy completa sobre aspectos bioquímicos y genéticos de la curación

de plÉsmidos.

Uno de los agentes curantes más utilizados es la acriflavina, agente

intercalante que tiene la propiedad, como el naranja de acridina y el bromuro

de etidio, de Introducirse entre los nucleótidos de DNA e inducir errores en ía

replicacióri Utilizados a concentraciones que no impiden totalmente el

desarrollo de los fntcroorganIsm.os~ inhiben la replicación de los plásmidos,

En cada una de las estirpes de las bacterias lácticas de interés se

deterininó la concentración máxima de acriflavina que permitía su desarrollo

en lO ml de caldo MRS.Las experiencias se realizaron tratando lo mi de los
cultivos con 5 - 20 pg de acriflavina por ml de medio, en función de la

diferente sensibilidad de los microorganismos del cultivo al agente ctnnte.

Los cultivos se sometieron a 3 tratamientos consecutivos dc 24 h con

acriflavina; tras cada tratamiento se deterrninó la actividad intdbidora de
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iQO colonias de cada cultivo rrente a 1. (mnwe~tun CtCT285. Las colonias

que ya no mostraban actividad irtdbldcfl se recogieron y comefvron a -20
‘c pta determinar la presencia o ausencia de plástnidos * los mIMes

crflbifrs o(uTiOOS en su perfil plasmidíco.

iii. 2. & - MtaoonlstflO de los cultivos <sirios 6*/ ste23 y ¡ sari
cm microotoanistflos osícrotrofos rro<~rtorn de tóxiinfecrlmn

Lo, mIcrOOtganI&nOS psícrotro(oS empleado, fueron tres cepas de

<‘ntrocollt/c¿ (WA, £20 y 14405>y tres de 1/st m~cq’to~ws<7973, LII

sv ~4yScott A) <Tabla III. 1>.

¡11.18. I.~SlemWadelOSiniCtó&gml~~M

tas cepas de 1. s*e empleadas se cultivaron con las cepas ~e Y
CNAVCO/JtIC¿ y ¿/51. fl7400CytO$MfltS en frascos que cOntenían 200 ml de

caída API Como Inóculos se emplearon aproxífnadanente i x lO~ ufc,’ml pta

los lactobacilo, y alrededor de 1 x icA utc/rnl para los microorganismos

psicrotrofo~ Las temperaturas de incubación elegidas fueron las de 48, 15 y

24 tC, utilizando también la de 32 ‘C en las experiencias en las qn

intervenían las cepas de ¿/3/. m~v~fl¿~~vntSLO5 cultivos st Irictetan hasta

que los laclotacilos alcanzaban la fase estacionaria de desarrollo.

111.2.8.2 - AMlIsIs mierobloIáqlCOS y hIoazimiCó~

A determinados intervalos do tiempo se tomaron do los culttv*S

alícuotas de 0,1 ml que se depositaron en placas de ¡gr AtT psi realizar el

I/
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re’cwn tota, en qe tfl5 pta el y’ecuanto de Iactcttecllos y en los ap-as
flA, s~emwtade cm C»¿, pta Cl recuento de yersintas y en el LSM1I para

el recir a ea listena Lbs vez fladas, las placas de agar APTy ms se
wctsm 0nnu 45 ~a 32 C. los de agar VSA órmle 72 h a 24 9C y las dc
~4~.gflUr4e 72 I¶ a 37 ‘C. A.sflisi?4, en cada alícuota se deteftnInó el

4 t* ~oscuuns pr tiflWcmetria, su pH y la coficffitracl¿n de

acwosU’iyc<t>tttto.

m a ~ ~~a~prItact~n ~retaI de la actividad antimieroblana

extceít4r 4* £ set MO

de ~aa bactras l4ctlcsa atfladas, que Identiflcwnos

e ~me L sai 149, mostraba una potente actividad

fla ofrata nxeMr pcr lo que se nn¶eti4 a diversas experiencias para

uflrtnpartr e

1K, 9 ¡ liana de dlvnn eft~fl wnteoliticM en la actividad

Pta t*tennfrs la senstlMGad Ce It activl4ad irt¶ibldora a los enzimas

nflM~t os tr ~m,nfla, man, trotean II>’ trotean XIV, 60 gí de

wceMrns, lfire~ de Ululas. se d*9osltaron en pocillos
eairn e UsSA qn ecetenlan 60 ¡al Ce nhix~es Ce los diversos enzima
U my~ es w rore que ¡a cencentración nní del enzima en cada

¡re 4* 1 r~«~t u adivead flimniw~¿tnt~nl de los pocillos
n4e4n tm 2 Sy2Ohe lnctacatna la placas a 37 *C.se%mel
nttfltKrtlaffiflsecc*tfim 2 3 32
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iii. 19.2. - Cinética do terrnodestnrcíM de la actividad irtiitIdna de

LWL~

111.2.9.2.i. - Tratamiento térmico

Viales de vitrio <lo x 30 mm) herrn¿ticamente cerrados con 0,1 ml del

scwenadanteco&ffittldode 1. s*e 449, secalentarona 60, 100,121, l35y

150 #C en un bto de glicerina termostatado 0jranle intervalos de tiempo

variables en rttción de la temperatura de calentamiento. Finalizado el

tratamiento térmico las muestras se enfriaron rápidamente en un t,efmo de

hielo picado y se detefiflíbó la actividad antimicrobiana residal de las

muestras calentadas de la manera descrita en ía sección iii 2. 3 3. 1.

111.19.2.2.- ParÉmetros cInéticos de tefmodfltrlrc1~

A) Valor O o tíemno de reducción decimal

Se define, arbitraríanleote, como el tIempo necesario para reducir en un

90 1 la actividad irtdbidora inicial del sotrenadante concentrado de 1. sSe

449 a una temperatura determinada, y se corresponde con el tiempo en el que

la cuya de swervivencia atraviesa un ciclo logarítmIco. El término se

calcuta a partir de la ecuación ce la recta de re~esiOo de una gráfica de
termodestrucción, que representa el logaritmo del porcentaje Ce la actividad
irtiibidora inicial en Tuición del tiempo de calentamiento (fiwn 3. 2). 0* la

figtn 3. 2, se deduce que

109 X’ -kt ~C



I%1E~ML(5 Y lE «‘OS

s T el E ce sctiv*ded ~T2¶ibi*nreilan!; Y la constante de
<~ ~1yT U tiempo do ctlet¶tamtffito de tas muestra

14’

3.pI

D

t

V ~n 32, 44,glf ka tfltca de U actividad ¶rt¶lb¶dora

en funclto de la temperaFra 4$ calentamiento,

u * .—.

1011 0

1, —t
2

0•
kgx2-Legx~

~edeteie cas ti tiempo es~ el que la actividad i4YQbitn Inicial se
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reduce en tAl 50 S a tuis ternpefattfldet*1TfliMdfi. El finiflO puede ~

gráficamente (Tigra 3 3>, representando la vriación do la actividad

irt¶ibidora inicial en función del tiempo de calefltaffiiffito, O bien

rnatemfitltmfl*nte. a5tZflItf~dO qn el cambi, de la actividad irtWbidora
4.-

loo

E

Z53

t
Fig4ra 3. 3. — Representación gráfica teórica do la actividad lrtiibIdOra

en función del tiempo de calentrientO~

con respecto al tiempo es ftncióo de la actividad irdllbidon inicial

<ecuaciOnes 1 y 2),

dx
-—‘kx (1>

dt
— ~ ‘k dt (2>

donde x represento la actividad trt,IbIdort, t el tiempo de cslentunientO a

tuIS determinada temcerat!fl y ‘1< la constante de inactiviclón de la

actividad irt~ibidora en rnirf1.

u

tl?~

integrando la expresión (2) entre dos valores de x diferefitet <x
0 y x>a



‘08 mt(Rft(5 YttT«)Ce

;~ uy s~n u actinu~ nvNeara Inicial ene! tiempo y resulta

• ~ It •k<t-y 2,3 l0g~k(t-

jis }1:tÁn~?~ x

lOO 2.3 l*g 2 0.693

50

~etfline flY fa? nette como la tM’wrattn necesaria pera disznlwir
el vi ti’ nunW 2, y si cilcula apw-tlrde laecuacsto de la recta de

regn *tflda as r%lrnffit# grukamel¶te el ls9ritrno de los valona
en nc ea Li telrnent~n a la que fueron cttenidos <figw.n 34).

.2

1 a

~pra ~4’ Mwesentgt~áfl~a tena te 4s nItres 7 en tu~cto
4$ 4
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De la tigra 3 4 st deóace quei

los O aT C

dende 0 es el tiempo de reojccióc decimal a tau determinada
temperattra y T es la temperatura dei tratamiento térmico en iC.

Sipoedefiflición, a-— — iogD —— T . C
2 2

logD,109D1’(T2T0. iogD2~log01—<tt>Ti>
1 2

T1 ~2
za

logD2-iogO1

111.2.9. 3. - Efecto del medio de cultivo en la actividad lrt~ibidofl de 1

atMt

Para evaluar el efecto del medio de cultivo en la actividad

antimictobififla Ce 1. s*e 449, se sembró en diversos medios de cultivo que

se incubaron a 32 ‘C; fueron los siguientes:

1.) Medio de AtT
2.> Medio de APT con las siguientes Mjplementscloflbú

a> con lOg de peptona/l y 89 de extracto de carntll (API)

1» con Cg do extracto de cant/l (AL)

c) con lO g de pe~>tona/l (AP>

3.> Medio CHI
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4.) Medio BIII con las mismas suplementaciones antedichas:

a> BBL

b) EL

c)BP

5.>Medlo mínimo con las siguientes suplementaciones:

a> con 59 de proteosa/l y 15 g de peptona/l (MPP)

b) COfl 159 de triptona/l (nONA>
c) con lSg de triptosa!! (hOSA>

d> con 159 de caseina/l (frtlC)

e) con 15 g de peptona/l <ri-iP>

f) con 159 de extracto de carne!! (ItIL>

Terminada la Incubación se prepararon los sobrenadantes concentrados

libres de células y se determoinó su actividad antimicrobiana de la manera
descrita en la sección 111.2 3.5,

III. 2. 9. 4 — Mecanismo de acción de la sustanria inhibidora producida

por L.gpfl~9

0,5 ml del sobrenadante concentrado de un cultivo de 1. sskt 449 se

depositaron en 5 mIde una siembra recién hecha de 1. tertneñtum CECT2B5 (5

x cA ufc/ml) en medio API. Los cultivos se mantuvieron a 32 ~CduranteS h,
y a continuación alícuotas de dicho cultivo se depositaron en placas de MPS.

Como control se realizó una experiencia similar en la que al cultivo del

mlcroor9anis4no indicador se le ~t~adieron0,5 ml del sobrenadante

concentrado de un cultIvo de 1. stt 23, mIcroorganismo cuyos soírendantes

concentrados no mostraron actividad Irtilbidora detectable alguna.

u
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El mecanismo de acción de la sustancie mtimicrobiana de ¿. late 449

se coosideit5 bactericida cuando se observaba una dismInución en la

viabilidad del microorganlflffio indicador y bacteriostática. cuando el n(Zflero

de ufc/iiil del microaiflhiflffio indicador wmmecia estaciooario respecto de

su cifra inicial.

mí. 2. ío. - Purificación narcial de la actividad antlmicrobin

exocelulr de /. stt 440

111.2. lO. 1.— Cr&n2to%afiS dé filtración en ríes

Esta técnica cro<nato%Éfica se basa en la separación de las moléculas

por su tanto molecular.

Ihi.2.lO.l.l. ~soluciooe.strnnMMflolesas

1.> Tampón de atiCo cítrico-fosfatO. p*1 5,6.

(a> Solución de ácido cítrico 0,1 Él.

contiene 21,019 de ácidocítrIco (1>40) por lItro de agua destIlada.

(b.> Solución de Na2IIPO4 0,2 FI

Contiene 28,4 g de Na2HPO4 por litro de agtia destilada.

Prepnc/42

Se mezclan 42 ml de ácido cítrico 0,1 M con 58 ml de NtJ4904. 0,2 tI
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2.> Tampón de ácido cítrico—fosfato, pH 5,6, con urea 0, i M, i My 6 M.

A la solución tampón base (sección III. 2. lO. i. 1. 1), se le afladen,

respectivamente~ 69,60 g 6360 g de urea por litro de solución.

11.2.10. l.2.-frhn,

El Sephadex es un polímero resultante de la formación de enlaces

cruzados entre las moléculas de dextrano y deepiclorhidrina. Debido al gran

número de grupos hIdroxilo de su molécula este polímero es mtq hidrofilico y
se htncha fácilmente en el agua y en soluciones electrolíticas, Los tipos de

Sephadex difieren en su grado de entrecruzamiento, por lo que se utilizan para

alcanzar fraccionamientos con diversos intervalos de tamaño molecular; en el

caso de los Sephadex 0-150, 0-75 y 0—50 son, respectivamente, de 5.000 a

300.000 daltons, de 3.000 a 80.000 daltoris y de 1.500 a 30.000 daítons.

Los geles se prepararon y activaron segOn las normas de la casa
suministradora CPharrnacia Fine Chernicals’), Los geles hidratados se

conservaron en refrigeración hasta su utIlización,

111.2 iO. 1.3. — Condiciones de trabalo

El sobrenadante, libre de células y liofilizado, de cultivos de 1. sSe

449 se resuspendió en tampón de ácido cítrico-fosfato de pH 5,6 y urea iM,

mientras que, como tampón de elución, se empleó tampón de ácido
cítrico—fosfato de pH 5,6 y urea 0,i FI La cromatografía se realizó en una

cámara terínostatada a 0—4OC y el eluato cromatograríado se recogió en un
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colector de Tracciones.

El sobrffifidaCtfi concentrado de 1. nec «g se res*jspendió en tamp¿n ce

ácido citricofOsfflto, de pH 5,6 Y tres 1 11, hasta tina concentración 20 veces

mayor que la inicial y 20 mide esta solución st depositnn eh twa colunaa
(3,2 x ‘lO cm) de StpNdeX 6-150, previamente equilibrada con tunp4o de

ácido cítrico—fosfato, de pH 5,6 y urea 0,1 tI El chisto, en fracciones de 5 mi,

se sometió a twa lectiva especttofotoiflétfica a 280 m¶ para determinar su

contenido proteico, mientras que su actividad Inhibidora se evaltjó de la

manera descrita en la sección íii.2.3.3. 2. utilizando 1 fermentun CECT285

como microorgm¶iSlflO indicado?. Las fracciones cromato9lficas con

actividad aotirflicrObifllS se juntaron, liofilizaron y reawpcodieroú en el

tampón de eluclón para depositrías de nuevo en tau coiinna <2,5 x 90 cm> de

set*ladex 6-75, previamente equilibrada con el tampón de *lijciOti. Las
fracciones eluidas dotadas de actividad antímicrotias se manipularon como
se ha descrito antes y se depoSltCrOfl de nuevo en ma tercera columna <1,6 x

90 cm> Ce Septtadex 6-50. Las fracciones cromatogáficta ccc actividad

antimicrobin se juntaron, liofilizaron y se maitwiefon en tI’ desecador a .4
‘C hasta su utIlización posterior.

111.2. 10.2. - Dete<TninatiM dc la croteina

Se realizó por la técnica de Lowry, segúN la modIficaCión de ilarlcwell y
col. (¡978>. La técnica st basa en el desgrollo do color al poner en contactO
las proteínas con los reactivos que posteriorrnffite se detallM~ El desarrollo

del color se debe a tina combinación de reacCiOfl*t

a) Formación de iii complejo entre lo, enlaces peptidicos de tas
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ctA el cfle en un rnt4to alcalino (reacción tipo Bltret>

Plfljcc*tn al rescttto fosfomolitdico-fo.sfotúnqstico por la tirosina

ye It Mu»

Eta térta pone de rnaniriesto los gwos fenoles presentes en las

w *1>0 esnectwlo extrapolar loLa resultados a ~nacuna patrto
rd>a ccc rteflritat Como ~teina estándar para cvnstruir la cina

o u 0$$4 a sarnl~I1t7va bovina fracción y (TigraS 5>

La técnica es como sl~r

l4hA lt%C01 al 22, NOs al 0,42 y tartrato sódico potásico

>~ ?A>C4lSO>a~l62enn>~etilsa

*~tt CIAteO4<5 >40> el 4 fleo a~sa destilada.

t4oC~$eStYenemezclaNco I0OYOlWfleOt$d$lasoluciónAcon 1

de aunx*NI
p ~gu~ a FolwCíocaííe~> diluido en ¡gua destIlada en

Al la~nwsnM~tw4~«.,~ 10y loo agdepro(eina se le

áwo 3 te ~asttcWn C; te <sucia se deja en re9oso a tecnperatu’a

tete trate 10 flflt A c%tlmaclffi se adIcionan 0,3 ml de la
~ aq>thtia tmstatreme y dejáidola retccimw flfle 45

mil e tfmn de los cuales se MCe el tr,crem.olo Ceta absortancia a

ra rUncta a u> ~lr~e paterno de la saína mata pero cm
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0,3

0,2

0.1

0,0 o

proteína (pa/ml)

FIgufa 3. 5. - Recta patrón pata la determinación de proteína por

el método de Lowry modificado

20 40 60 80 lOO 120
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~>A

it! 2? ¶0 5 Oettrrninaeión del neso molecular de la sustancia irtfbidw’a

nr crematoa’mfla de filtraciónen Seohadex 6-50

La crcffiatcgntia de filtraciónen Septiadex 0-50 para determinar el peso
m&¶ecisir Ge te suataicia wttfrnícrobiana parcialmente ptrificada por las

Un c~>u~rs Ge 5n*iuex 0-150, 6-75 y 0-50 se realizó de la manera

en la secc44¶ III 2.10.1.3. Pan ello 20 mg de la sustaicia

frtt~at¶nnU ru’ifkada, disuelta en 3 ml de tampón de ácido cítrico-fosfato,

Ge Pt4Skytns 1 Mss detositvonen la coltmnna(l,6 x 90 cm>qje contenía
~fr5o, sttn¶ttdose posternhnnie la absorbaicia a 280 rvn y

~aactMm mt 4crÚt~ma de las fracciones eluidas res4Jitantet

4 tsttflacitn, en te mini co~nna se depositaron SmI de una solución
4ta 4* tmtpón. co<no sol’veñte, y conio fase disuelta de 5 mg de

GflSrro flM 4 ~ de ro4motrinlnogsno A (25.000 daltoca>, 8 mg Ce

ttna wa#Uca bovna (13700 daltone> y 1 mg de vitanína 8,2 (1.300

~La flflgfl de las fracciones eluidas se determinó a 260 mi. El
ln>ttr Ge la sintmcla wtoierna s determino por interpelación en

una~hfka Ulí>n 3 4) art ia que st representaba el logaritmo do los pesos

¿ni Ge las rotetnas estándar en Tuición de la fracción
cr Wtaenlaqnseencc~r~~

~t2 ti. É’ft~j~Ssrnta en oeles de Mlirrllvnip con dodecil sulfato

Iota 4 a wn U seta mezcla Complejas de polipéptidos en
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5

1
O.

4

3

2

o
o $ lO 1$ 20 25 50 35 40 45 50 55 60

Fracción nl

Figira 3. 6. - Recta patrón para la determinación deI peso molecular

por cromatografla de filtración en Septiadex 6—SO.

A a—quimotrípsinógeiiO A, 8: RNasa pancreática bovina

y c vitamina 812.
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frctón de Y~ twrt* 708 eC’a~D LS electtoferetis en geles de poliacrilrníca

~~acíi s tatostd o<5IY&PA6Userealiz6se9u~ las técnicas de Swfl

ramos nuil y ce Laefnll (1970) El dodecil sulfato sódico es un

deter9rte QJe ccc OVOS artes. tcffiO el mertWtOttmOl y el caiw.
~ff~te<v¶4flten la GttatwalilaciWl de las inteinas a sbridades y además

a tas cara poltpoptitkas tau densidad 4$ carga similar. De
esta ?unu cw’do el ceenolejo SOS-~roteim se somete a ulectroforesis en it

~u contIene SOL su vilecitad de migración viene detenninada
ci#o>~»srtte pce la treta de la perticula llp4~tI4o se9m el pricipía

ce ón moloc’ ar El csepo eléctrico, en este casa, sólo suninistra la

Tun

III 2 ti

a ti i ~Tnc*s gAIesvsoIrlMnemfihAfldn

1> Tr~tnpta soit tizar tas mjestras.

cnn
wea

Acuefto#Wtntco%0l Él

2 ~wt*4e áclafls$frmn í Pl-SO~ tn LI

AC,da *ttOft$fWtu (SS 2)

»a esti%ata

4.8 g
0,5 ml

0,25g
hasta lO ml

33jm1

Sg
bastaSCO ml
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El vil se ajusta a 6,8 con Tris.

3.> Solución do acrilanNida-bisacrilamida.

Contiene:

Acrílamida i8.75g

N,I<-rnetilén—Bisacrilamida 1,87 g

Agua destilada hasta 50 ml

4) Gel de separación.

Contiene:

Solución de acrilrftida-bisacrilamlda 9,99 ml

Twnpón de ácido fosfórico 1 M-S0S 3 ml

Urea 14,4 g
Agua destilada 29 ml

TEPIED (NJNM,Nt tetraffietilén-etilen-dlamina) 9 M1
Fersulfato rn&iico (6 E 0,3 ml

5.> Gel de concentración.

Contiene:

Solución de acrilamida-bisacrilamida 1,65 mi

TaTipén de ácido fosfórico 1 M-SO5 0,5 ml

Urea 2,459

Agua destilada ¡O ml

TETEO lis ~í

Persultato amónico (6 E 0,1 ml

6.> Tampón de electroforesis.

Contiene:

Trnp&i de ácido fosfórico 1 M-SDS 0,225 mi
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~aonhilta 2,225 ml

$o~tttn de fIW$Oft

CwtÉen id rctano¡~ &IdO ac*t1c0 aga destilada (2~ IfrG,S vn>.

&>$$%Unde liMltft

Cene ate en ira solución de azul brillante de Cocmnsle al 2 Len

9>kl~tón0* >avaa

Es ita s$ac$tfi al? de ácida acético en agua destilada

fiÉ. 2 II ! 2. - frarr4&~ de las Muestras

flff.m5eo~flt~a4%tntm~tqittslgtlIizacI4n,con50, IOOy

200 4* a 54A1U1tia mtfllcrwlra, parcialmentt prilicada, se
*~*term *nite 5 ¡MNUS en DV~o de aga hirviendo antes de depositar

~i44 auselgeídeccncentrac*t

~*24I i3.-frarr~ándetMgek1

e p4es se pce~rarcrt de la MMera descrita por Swfl y Mutes

4#9llLflptcfltateflswckss fase inf.rIar<geideseparación>y rase
te cet~n*nct4n1 Los geles se vaptaron como se describe en

lo$ncckns¶itl III 4yill.t II I.5.Paraevitarlapteuflciadt
tafl~ae te are a fu la tesela se *sqasifl« por sonicaci4n en tEN

bte, trates te¶vtu, r~tn o. tat&fls el 191» y el persuirato mflilco.

tu te Beemetán tu gfln rrtmneto se llenaron cm los
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cmnpcoeflteS dei gel de sepenclór> hasta itas 3 cm te Mi xtnmo at*Crkt; en
la 34perficie de la mezcla, para que no st fonnran meniscos se detiositó UN

pequdo volunen de ita solución saturada de Mano). La mezcla se mmtwo
Orante 1 ti a 37 CC y tuis vez polimerizada, se retir6 el bgtaiol y se la~ó
anumtemeote con agua destilada. A continuación se depositO el gel de

concentración y se inttOOJjO el peine que forma los pocillos donde se

depoisitarki las muestras. La última solución se polimeriza Ñinte 30

minutos a 37 ‘C, quedando el gel listo para realizr ía electroforesís.

111.211. l.4-fitCttQLZflhÁ

La electroforesis se realizó pasando por el gel iris corriente de 16—20

mAy evitando las temperati.ns inferiores a 16 CC para minimizar el riesgo

de precipitacIón de la urea. Finalizada la electroforesis, el gel se extrajo de

los cristales del soporte.

Teminada la electroforesis, los geles se intrcojJeron en tuis citeta con

la solución de fijación y se mantwieron fijándose erante, ~roxitnaflaente,
8 h, cambiando ía solución de fijación 2 6 3 yeta A contiiNWCiCO se

introojjeron en otra cubeta con la solución de tuición donde se mantwie<~
Orante 2 ha te<npenttn ambiente. La eliminación del colorante no fijado it

realizó con la solución de lavado,

III. ti 1. lO. -Determinación del oesórnol*cuir

El peso molecular de la sustancia irlilbidora parcialmente purificada te
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detemiit por Interpelación en ~n gula en ¡a qis se representa el

iogait*n del peso molecuir de las proteínas estándar frente a su distancia

de mi7acitn en el gel (f19.n 5. 7>. Las proteínas utilizadas en la conf codón

de la recta pa(rtn prcedtm de dos lcits’ comerciales. El primero contenía

las vrotemnas estándar de bajo pese molnulr mioglobina III <2.5 jo»,
miogl*Itu u <6,2 Kb>, miogktioa 1(6,1 Kb>, mioglobina 1 y 11<143(0> y

mtogk~Ma <16,1 3(D) y el seguido contenla las proteínas de alto peso

me¡eo$r rlactoal~nlfta <1423(0), protelna irtiibldora de la trípaina <20,1

KO>, ttips>fiógefio (24 3(0>, flilflu carbónica (29 Kfl),

gUcnWeffiu-3fnfato deshia’ogciNasa (36 3(0), ovnlbú¶¶ina (45 3(0) y

nibúflia bovIna <66 Kb)

III. 2. Ii. Z 1.- Tamnmet geles y soluciones emnleada.t

1.) Trón para 5O¡¶kbill¡~t las muestras
Contivt

Tris Cl0,5t1pHó,fi l,Oml

Oflcenl 0,8 ml

SOS (ífl) 1.6 ml
J~ntrcwtoetmol 0,4 ml

Azul de braifofercí (0,05 ~) 0.2 ml

A9a destilada 4,0 ml

2.) SUucitn de KtllUita-blriln%da

Cottl*t*



123 mflau Y hhJUS

5

E
II

4

3

2

‘1

fi

SI

ym4.6iiAO.0i95M l~’O.96

0 5 lO 15 20. 25 50

Distancia mirada CmM>

Figura 3 7 - Recta patrón para la deterTniftacióo del peso ciolecular por

la técnica de Swaric y I¶rkres.
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Acriiwrñda 14.6 g

N$fltlitfrBiflCtiirflIOA 0,49

A9acestilna hastaSo fol

5) Gel Ge swaradM

CWII4INt

Ce acrilwnlda-bisacriirrilda 20 inI
Tris 1<1 1,511, pH 8,8 7,5 ml

Aq~aGestIla4a 1,9 ml

505(10*) 0,3 ml

Nnuifatortcico(l0X) 0, ISmí
TfrtD 15 iii

4)§*~ de concentración

Cr4lem~

Saciórde acrllni4atisacrilarniea 1,3 mi

Tm1<I0~5M,p4I6,8 2,5m1

v~ntla4a 6,lml

505(105) 0,1 ml

P’ehn~<atorigftlco(l0I) 50 w
mt, lO M’

5) Tw*É~ de e4edtrcffores s
Cml.lene

TrfrsMu 6,69

28,89

505 2g

2~2l
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&) Solución Ge hIJECI¿a

Contlen elanol.áclOo aciticoagus destIlada 4 305:85 y/y>

Ilf.2,ll.2,2. -Prnracihndelasmuntna

Las rnuestns solttlilzadas en el twnp&i de sol<hIltzacldr ten 5, lO y 15
de la sustancio aflimlcrobimna tvcialmetNte pwltlcada se mrbMeroo

áflnte5mlnvtos enuibModeaguahfliendo,antesdedeposltr lOulde

Cada solucIón en el gel de Concentflclóft

III. 2.11. 2 3.— Preoratldn de los geles y electrotocesls

Talo la preparación de los geles como la elecWo(oresis co<TesDQndIentt

se realizó, esenclalinence de la manera descrIta en los secciones ¡11.2 II. 1.
S.yllLZ 11.1,4

lila. II. 2.4-II~1kn..hIeJgz~Lfz

Los geles se tifleron con el reactivo de plata dlstrIbvldo comercialmente

por la casa Blo-Ra4 Este reactIvo, elaborado se%n el nlttodo de flerril

<1981>, ¿simas lO—SOveces más sensible queel azuIbrillaite deCoornassie

pa-a vIsualizar las proteínas en los geles de pclIacrIIamId¿ con SOS. La

tínclón se realizó sigMendo estríctrn¿ote las ImtniccIffies recomendadas

p~ la caso suNlinfstradva.

111.2 11.25. - Otnmiñrt~n &l O*SO molmnitr

fi peso molecular de la sustancia irtiibidcra parcialmente ptttttoada st
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deternM4 Intenofl eh’ ‘surtf lea los pelos moleculares de las ~oteinas

estktr trento a la cfltwcil recorrida er su mivación en el gel tas

proteiras esttr4r utilizadas en ¡a confección de la recta patrón procedían do

un ~It comercial que contenta las troteiñas de silo peso molecular descritas

enlasecct*nlii aíí í 6

It. 2. 12. - Ccttffitnd¿n Wtibldnn mínima de la smíw~cía
~ntnicrtIn nrcialm.nts urificfl en diversos

Ita Oetrnfl la cencentraciOn írtiifridcra mtnwna (CIM), tin solución

e »~te ta ltou¡fta ~<1tkfl n< vn! 4$ trepaN fosfato 4 fll, pH 7,0 se
~4iweronsinsianrte 2, 4,8 y 16 veces. De cada dilución (1, 1/2. 1/4,
ii, 1 ¡6) se toma-it aík¡aotas de 50 »l cwa actividad antimicrobiana se

euM ~r ~aMerIte descrita en la secaN iii 2. 5. 5. 2? Los
~n nrjtilnM iMItadores empleados fueron ¿ tswm(¿n CECT2O5. C

~ ISIS, ¿ fl m~occyte~ws 7973, Li, sv 1/2 y Scott A, 5 airui

mt i37m $49yPMl 362, Cntu/fls 551 y Cs#ÚSww S?6~

U corcffinctón W~ dora misma se define como la corcentractón

72* Irotetea *4 Induce it isa*o de Wftbkkr en el medio sólido de
ato es el <sae se Cesroila el vscrwgwlno indicador emplea En

esto ere~o, unnte se conaltraren cemo halos de utiblci6, a~s4llos

c~a ccrcn lasa it nade la torera mww de 1 mm.
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iv ¡ - Aislamiento y selección de bacterias lácticas

tos hcr~oqffiuzados de las muestras de effibutidos crwos citados se

stmttrm¡ en placas que contenían medio PCA o ti RS y se Incubaron c~rmte 3

fin a 32 ‘C Loa recuentos obtenidos, tanto de microorguil&nos totales como

detectertuIkticas,sres¡mneneoiatatlaív.l Dellossedeójce que

~flcflcanntela totallúad de la ficta bacteriana de los embutidos analizados

se encirtrs constItuida por bacterias lácifras. De íes placas de It se

$eltcckonarm a) atar SO colonias que se WNNfVWofl en congelación hasta su
en posterIores estudiol

~V2 - Lu ¡dad rtIfnicrobima de 21 bacterias lácticas seleccionadas

te act *4 W~ib)4ra directa de las bacterias lácticas seleccionadas,
en orno mkrw~xiamos tnd~ca4cres, se evaluó 4$ It manera descrita en

Fa ser ¡u a ~ 2. 3 Loa resultados de las rcuet’as directas de antagonismo

Neel manenlnh#grn4 1a420 Delaobse<vacíecdeestasrígnsu

4*tte 04*

Las SO bacteflas Itotkas sekccknadas manifiestan ~naacción

l*ra vfl> y cuantItIcable frente a diversos mlCrOWgaNIsmoS
uticadores.

2. La ect%’tUS w¡tb>crofr a-u es mayor cist las cepas se desarrollan
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Tatía IV 1. - Recuentos bacterianos de las placas cot~ PCA o 1*3.
conteniendo romogenizados de los embutidos avdos Citados’

tiedios de cultivo

PCA

~fl
Microorganisffios totales 1,9 x l0~ -

Bacterias lácticas 2,Ox iO’

~sLra2~

Microorganismos totales 2,0 x íQ -

Bacterias lácticas 2,1 x í0~

Recuentos expresados en ufc/nil,
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artes Ce depositar el n¶iCtOO<9flbi5~flO indicador. csnnte 24 Ii a 32 ~Cen las
placas Ce

Con los resultados de estas experiencias, se seleccionaron las 8 cepas

que mostraron una mayor actividad htibidota en el mayor lunero de
microcrgt ros lndtcad«es, pera realizar con ellas futuras experIencias.

Las cepas seleccIonadaS hwrui las rúnaros 2,3, 8, II, 20, 23, 29 y 38. A
estas cepas se unió. posteriorrneott la 449, seleccionada por su actividad
irúiibi4ora de entre otras 750 bacterIas lácticas aisladas en rnjestro

t>eptrtnerto cori postetioeidai a las SO iniciales.

iv. 2 2. ActIvidad irt,ibidofl de los sobrenadmtés concentrados libres

LOS sobreftwantfl concentrados Ubres de células se oOtwleroo a partir

de ias cetas selecclctiadM de la manera descrita en la sección III. 2. 3. 3. 1.
ka acthtGad W~iblddn de lota sobrenadantes se evaluó frente a los
m*crorgantsmos 1n4$cadcres ¿. t*wM7tun CECT2BS y 1. an0M Lb 726 y
frente a vrW cepas de 1/st múiocyt~~fl y $ artus Los resultados

c*ter,dos se muestran en la Teote IV. 2, destaca el que (nicanente el

sotrenflwfle concentrado de la cepa 449 muestre actividad irtilbidora

exoceMar en los dWersos mlcroog&iisnNfl indicadores empleados.

ív 2.5. - Actividad tltiiMdws de ion extractos Ce los medio! sólidos en

165 me se desarrollaron las bacterias lácticas salecciw~1n

F’reorados los extractos de los medios sólidos en los que se
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50

A soa

;~ t~ 14

O 04—
lo
o

4 0 8 l0 tIit IB IOBOISZSSUZ8SOS4U54U4OUUUaM

Cepa ¡
1TM

1.— Actividad inhibidcfl de las 50 bacteriaS tactlca¶3

selecciooadfl frente a 1. fenntnt¿a 285.
ActivIdad irtilbidora directa; Actividad

iWibldOf a diferida
Co

— 46

2
A

>4 36

so

ruloo 0 ~.
4,—

~ Id LIIgoia ¡4 lB ia202*t4N~~WO*~ 34543440U44444850Cepa n’ lácticas
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Izía lv. 2. ActIvidad inhibidora de los sobrehadantes concentrados It-es

de células de las bacterias lácticas selecciOnadas frene a
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tlicrC.OrganlSffiO lndlcad«

epa ~

Lf Lc Cd Lm LII Li2 LIS LíA Sal SO SaS

2 — — - — — — — — — —

3 - - - - - .. -

e - - - - - - - - - -

it — — — — — — — — — —

20 - - - - - - - - - - -

25 - — - - — — - - — -

29 - - - - - - - - - -

54 - - - - - - - - - -

449 64.2 47.i 57.5 57k ILO 547 79.1 57.5 57.5 8.5 17.1

a Actividad lnhibtdota en mrn2lml/u. Klett. II. 1. f~w*~flb CECT2BS, Lc L.

CWVflW Lt>726, Cd: Cr7CO8Ct#C~UW d/frtql*2S LV 13, Lrn. 1. mfl~tfiVMfrS

MR.364, LII ¿¡St m~9OCytOgtt’fl NCTCSlO5, Ij2: ¿1Sf múIOQty#ñfl Li5 ev
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dnrrollaflfs las fi cepas seleccionadas, se evalud SU actividad

aMUr¶icrobira frente a 1 fnmmfun CECT285, por ser éste un

mictocrqrllsinotoeclalmente sensible a la acción irtibidora de las bacterias
lácticas. Los resultados obtenidos demostrron la ausencia de actividad

irt$b~dcta en los medios solidos, lo que confirma, jw~o a los resultados

t*ttrdou con los sotrenadantes concentrados libres de células, la ausencia de

jis stseta~cIa uv¶lbloora exoceluiar en lasO cepas analizadas

IV. 2 4 - rfecto de la catalasa en la actividad irtibidora de las
hactértas lácticas seleccIonadas

La experIencia se realizo de la manera descrita en la sección iii.

2 3 5, rníer$trss que en la t~ia iv 3 se muestran los resultados obtenidos.

de 45 ~5 e infIere <sse~

II La actividad Qtibido<a de ía cepa 2. tanto en ¿. termernwn

aCT=OSCOMO en otros mtcroorgmismos indicadores, puede atrib<jirse, en su

syor parte, a la fxrottcién de r’ertxido de hidrógeno, ya que la adición de

Catatasa al medio de cultivo disminuye sigNificativamente su actividad

2> La r.ttvtfld mtin¶icrobiana del testo de las cepas analizadas
re es atnt~Mb e a a ro*jccIón de peróxido de hidrogeno puesto <sse la

catalana re modIfica WOtO su actividad tlflbidora,

IV 2. $ - Ootmn ación del sr6xtdo de hidróoeoo d los medios

—I
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¡y. 3-Efecto de la catalasa en la actividad Irtitildora de las bacterIas
lácticas seleccionadaS frente a £. fermtMuw CECT2E5

gea de irtibiciot’ (mm2?

Cepa Reducción actividad

Sin catalasa Con cataíast irtx$bidora (3)

2 112.1 It,? 89,6
5 70,8 19,7 4,4

12,1 11,0

II Li 7,8 10,3

20 16,0 l’4,& 7.5
25 26,6 26,1 1,9

29 Li 7.9 9,2
38 21,7 20.6 S.l

a: kea de la corona circular.

O Concentración final de ‘4000 IJí/fnl de medio.

7k
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~ra tetrwiow eloflzido de tiItógefxo de los medios de cultivo en el

sse se demrr&lron las cena seleccionadas se utilizó la técnica descrita en

Fa lii 2. 3 6 No estante, como se aprecia en la figura 4 21., la
de ~eróxi’4ade t$td-ógeno en el medio tns diMninwe a medida

<sse ana-u ci perlado de la toma de muestras, Sin enta-qo, la concentración

oe pn~tde de ftFtt9eM 54 mantiene constante en el taiwaN de

fo. T~$tuco~a pH 70 lndenndlentemente del tiempo de la toma de

tao

Fa re flados de la experiencias descritas se decidió que lo más

~sas2*ser*a na~ur el peróxido de hidrógeno producida cuando las cepas
o se oetsa’rolIasen en el tampón previamente citado. Sin embargo.

Fa Ce peroxIdo de hidrógeno fue negatIva en las cepas

~ Fa sse s~ fIce que los microorganismos utilizados no

O 04 ~ ti~ts en el tampón utilizado o que la tdcnica empleada
r~e enm4b~e fon detectarlo

~V3 ~ft$t’itact0n y c#acterizaciftn bloañmlca narcial de las

Las ropas con la ~nywactIvidad Irtíbídora directa o exocelulr frente

a cncqr~sjnn tn.flcuores se sometieren a varias pruebas de

y ca-acta- aso tn bIeÁmka wclat Las cepas Seleccionadas
2, 11~2O.2S.fl3~y449
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IV. 3. 1.— Morfología y Unción nor el método de Gram

La observación microscópica de las preparaciones teñidas con el método

de Grarn evidencié la existerxcta en todas ellas de bactios Cortos

$ram-posltivos (Tabla IV. 4).

IV. 3, 2. — Prueba de la ratalasa

Todas las cepas analizadas resultaron catalasa negativas (Tabla IV. 4>

La capacidad de producir CO2 de las cepas analizadas> se evalué de la

manera descrita en la sección III. 2. 4. 3. Ninguna de las cepas seleccionadas

producía el cttado gas (tabla IV. 4).

IV. 3. 4 — l-$idrólisis de la arginina

Los resultados de la prueba de hidrólisis de la arginina se muestran en la

tabla IV. 4.~ corno puede observarse no reaccionan uníttorrnemeníte todas las

cepas seieeclonadas. Dicha reacción varia desde la no modificación del color

del nwdio hasta la adquisición de una tonalidad marrón oscura.

IV, 3. 5.— Producción de ácido sulfhídrico

Le producción de 5112 por las cepas seleccionadas se investigó utilizando
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diversas técnicas <sección III 2 4 5) No obstante, en ningu> caso se observO
erÓ2greci.mIento del medio de cultivo, por lo que las cepas analizadas se
~4erao ácido sulfhídrico negativas

iv 3. 6 - Prueba de Vóges-Proskafrr

La c»acidad de las cepas seleccionadas de projctr acetoina st evaluó

mediante la prueba de Voges-Proskauer <sección III. 2. 4 6) Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla IV, 4; de ellos se deójce que la proajccltn

de acetoina por las cepas analizadas verla de mas a otras

iv. 3 7. - Fermentación de rrbohiO-ato~

La capacidad de las cepas seleccionadas de fe4Tnentar dtversos

crb«sidtltOS se evalud siguiendo el procedimiento descrito en la sección lii.

2 4 6 Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV. 5. De ello, se

deÚ~c0 que

1.> todas las cepas analIzadas 1errneritan los aztxares ríbosa, galactosa,

O~glucosa, O-fructosa, &-rnanosa, N-acetil gluconrnir$a. sacaron y treNlosa.

2) La fermentación de los siguientes crtdl$idratot L-wt4noss,

D—xilosa, amigdalina, artutína, esculina, salicina. celoblosa, maltosa. lactosa

y melíbiosa. varia en fuxión de la cepa analizada Así, mientras todas las

cepas fermentan la esculína y la mellólosa excepto la 38 y 449, la 0-xilosa

tg$icamente es fermentada por la cepa 449.

3> Hay algu~os caetotdfltos que no son fermentados por ninguNa Ct~fi;
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curemos entre ellos los siguientes: eritritol, 0—arabinosa, L—xilosa,

adu~1 si, 5-metil O-xiiósldo. wbosa, rannosa, ojicitol, inositol, malítol,

ws~t~i. e~metil O-rnantsido, a-rnetil D—glucósido. invlina, melecitosa,

raft~cn, alrnldón, glucógeno. xilItol, O-gentibiosa, D-turanosfi, D—xilosa,

tttagat*$a, o~~rucosa. L-fucosa. 0-rabitol, Larabitol, gluconato,
ettqkwato y 5-cetogkiconato.

La Cementación de los alOcares manítol, ribosa, meliblosa, maltosa,

sacarosa y v&aksa es de yen importancia en la clasificación de los

FattabK$Ios de orIgen cknico Siguiendo el esquema de identificación

rs~ests por Schlllinger ytÑcte(1987>, las? bacterias lácticas analizadas
se cíasdkron tettatfrgneote como ¿actotxiI/us 5*1

IV 38 -frk~.Ia..jltj~j

La ttlerg~la ce las cetas seleccionadas al NaCí sc evaluó en caldo rts
$4 tdeefiJncasocoo~n?2deRaClyenotrocon iO%delaniisnia

se e0z~a4o.se~nte~tíempom~modeá
a ‘32 ~C,tn resaLados obtenidos se muestran en la Tabla IV. 4 TOdas las

em atceo a ure concentracIón de Nací del 7 2, sin embargo, cuando la

Wn04tnC~ón es del lO 2 el desarrollo de los microorganismos es. en

mw 0541, acM. en U cepa 449 que crece bien. La cepa 29no crece
fi *mis Cffitttc* te flaCI.
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Tabla IV. 4 -CaraCtCfiStiCfiS morfológIcas

bacterias lácticas selecelocadas.

y bIoquímicaS de las

Cepa N~

Característica 2 II 20 23 29 38 449

Morfología
TinciOii 64-Mn

Catalasa

proajccióo Co2

bacilO bacilo bacilo bacilo bacilo bacilo

Hi&tllslS kg

Producción 5H2

Voges—Proskauer
crecim lento

7 % NaCí

10% NaCí
pH 3,9

d d d d

bacilo

d

d

d— Crecimiento dÉbil.
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Tate? 5 - UUliuctón da cnotiid¡-atos pci- las bacterias seiecciooadas.

cepa n’

rft~Ntato 2 II 20 23 29 38 449

fltrfte4

a

%fls ik’É

4

,

4

MMT*O6
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Tela IV. 5.- (continuacIón>

Cepa N’

Crbot~idr3to 2 II 20 25 29 38 449

e-Metil O-GlucóSIdo - -

N-acetilgluCoSa(flhfla . •

AmigdalIna —

Artutina — t

Esculir$a , , —

SalIcIna • •

CeloOlosa • • —

Maltosa

Lactosa

Melibiosa

Sacarosa

Trehalosa

In4Jlirka

Melecitosa

Paf mesa

Almidón

Glucógeno

Xilitol

~-Gentibiosa

D-Ttranosa
0-Lixosa



Tabla IV 5. - <continuación)

Crtehltato

Cepa flé

2 II 20 23 29 38 449

I»Tagatou - - - - - -

D-Fucosa - - - - - -

L-Ftxtsa - - - - - - -

f»MtltoI - - - - - - -

t-.AraOitol - — - - - - —

O$uccnsto - — - - - —

2~cetoglucon - - - - - - -

5-cetoqhtoa - - - - - - -

$52 RtWAt~



153 RESATA~

IV. 3. 9.—ThIerMiClaal nHde 30

Las cepas analizadas no crecen en medio tuS cuyo p¿-f se ajusta a 3,9 eco

¡cli N.a excepcióo de la cepa 449 que se desarrolló débilmente (Tabla IV. 4).

IV. 4 - PrsnetroS cinétIcos del desarrollo de las cenas de / sSe a

dIversas ternoeratifla

Los parámetros cinéticos estudiados tracte el desarrollo de las cepas

de 1. sSe a .4. 8, 15,20 y 32 CC fueroo velocidad específica de crecimiento

<M>, tiempo de duplicaclón <U) y número de generaciones pr hora (g/h>.
Dichos parámetros también se calcularon con las cepas de /. sSe Lb684, ¿.

cu’ntc5 tb?26 y /. o17trwT 1b577, para comparar, de esta manera,

nuestros resultados con los aislamientos de otros investIgadores.

LOS resultados obtenidos se muestran en las tablas IV. 6 a IV. lO. De

ellos de deduce que los parámetros cinéticos de crecimiento en cada ita Ce

las temperattras estudiadas son bastante similares entre las cepas de ¿. SSe

aIsladas en nuestro Departanleflto. Sólo 1. sSe 449 no crece a 4 ‘C; a 8 ~Cse
desarrOlla más lentamente que el resto de las cepas, mientras que a 15,20 y

32 ‘C lo hace de fo¡-ma comparable. Las cepas de ¿. cwvetuS Lbl2t y 4.
p/a~trun LbS7l muestran u~ desarrollo muy débil a .4 ‘C. auique a 15, 20 ‘C

y, especialmente, 32 ‘C, muestran tasas de crecimiento similares a las de las

cepas de 1. sSe aisladas por nosotros.
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Tabla IV. 6. - Parámetros cinéticos del desarrollo de las Cepas de 1. sS#

seleccionadas y de otras bacterias lácticas a .4 ‘C.

Cepa

2

Parámetro Cinético de Crecimiento

11(W1) td(h) g/h

0,0050 138,6 0,0072
ti 0,0033 210,0 0,0048

20 0,0046 150,6 0,0066

23 0,0037 187,3 0,0053

29 0,0038 182,4 0,0053

38 0,0050 138,6 0,0072

449 - -

(A> 0,0030 231,0 0,0043

(8) 00008 911,8 0,0011

CC) 0,0008 911,8 0,0011

(A): ¿. site Lb6BA.

<B): t atwt¿n Lb726.

CC): ¿. pkntrun LbS7?.
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Tabla IV. 7. - Parámetros cinéticos del cesan-ollo de las cepas de 1. sSe
seleccIonadas y de otras bacterias lácticas a O

Parámetro Cinético de Crecimiento

Cepa ¡1(W
1) td(h)

2 0,014 49,5 0,020

II 0,017 41,0 0,024

20 0,0 16 43,9 0,023

23 0,015 46,2 0,021

29 0,013 513 0019

38 0,017 41,5 0024
449 0,004 150,8 0,00?

<A) 0,008 115,5 0,009

<8) 0,001 693,0 0,001

<C) 0,002 277,2 0.004

Los símbolos poseen el mismo sIgnifIcado que en la Tabla IV 6
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rete ivé. - PrbMtrcs cinéticos del desarrollo de las cepas de 1. SSe

seiecclonadasyde otras bacterias lácticas a 15 #C.

Prknetros cinéticos de crecimiento

u<l~
1> td(h> g/h

0,030 23,1 0,043

Ceta

2

¶7 0,031 22,3 0,045

0.034 20,4 0,049

23 0,050 23,1 0,043

0,036 19,2 0,052

4 0021 25,? 0,039

444 0,030 23,3 0,043

0,042 16,5 0,063

0,017 40,1 0,025
7 0,0 19 37.2 0,027

Meen Cl mirso 5l9~ifkado que en la Tabla IV. 6.
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tabla IV 9 - Parknetf-os cinéticos del desarrollo de las cepas de ¿ S.St

seleccionadas y de otras bacterIas lácticas a 20 C.

Cepa

Paránetro CinétIco de Crecimiento

11<1V’> tdQi) 9./ti

2 0,045 15,4 0.065
it 0,051 13,6 03)73

20 0,052 13.3 0,075

23 0,050 13.8 0,072

29 0,054 12.8 0,078

38 0,042 16,5 0,060

449 0,053 133) 0,0??

<A) 0,045 iSA 01>65

<6) 0,039 17,6 0,057

(C) 0,038 18.1 0.055

tos símbolos poseen el mismo si0lIflcadG que en la Tabla IV. 6.
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telar lO •PráMtns cinéticos del desaTollo de las cepas de 1. SSe

selecci~adas y de otras bacterias lácticas a 32 ‘C.

Parámetro Cinético de Crecimiento

td0$) g/h

2 0,145 4,78 0,21

II 0,13$ 5,10 0,20

20 0,120 5,80 0,17

23 0,130 5,30 0,19

29 0,110 6,30 0,16
35 0,127 5.40 O,ifi

44* 0.119 5,83 0,17
0,100 6,89 0,14

0,114 6,05 0,16
0.10? 6,48 0,15

MS poseen ci mismo sig$ifIcado 0.ie en la Tatia IV. 6
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iv. 5,- Síntesis y cinética de la producción de metabolitos finales

De cultivos de las cepas de ¿. sSe seleccionadas desarrolladas en

medio tus a diversas temperatlfls se tomaron alícuotas que no sólo se

utilizaron para determinar los parárnetrOs cinéticos descritos en la sección

IV, 4, sino, tancién, para estimar el pH final, la masa celular seca y las

concentraciones de ácidos L(•> y 0<—> láctico y de diacetilo/acetOina.

IV. 5. 1.— AcIdos [<Olácticov 0<—) láctiCo

Las determinaciones de los ácidos L(•) y 0<—) láctico se realizaron de la

forma descrita en la sección 111.2.6. 1; los resultados obtenidos 54 muestran

en las Tablas IV. II a IV. 15. De ellos se deduce que las cepas de 1. s*e

seleccionadaS sintetizan cantidades detectables de ácido láctico a todas las

tefnperat’ns, incluida la de 4 ‘C. Sin embargo, 1. cu’vatu$ Lb726 y 1.

p/aotrtrn LbS?? no producen cantidades cuantificatíes a 4 It, y siendo muy

pequeña la producida a 8 •C. No obstante, a medIda que aumenta la

temperatita de incitación, la producción de ácido láctico por 1. ctrvatw

Lb726 y L. pIDntaT-fl7 Lb577 es similar a los de las cepas de 1. sae¿

seleccionadas, mostrando incluso Ita mayor producción que éstas cuando la

temperatin de iricttacióo es de 32 ~C.

IV. 5.2. — Producción de diacetilo/acetOina

La determinación de diacetilo/acetoin¿ se efectuó siguiendo el método

de Westerfieid<i9~45), descrito en la sección 111.2. 6deeste tratajo.
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iv II - pH final, masa celular seca, proasccíófl final y proaxcitn por masa

celular seca de ácidos L<•) láctico y DC-> láctico pce las cepas de ¿.

sSe seleccionadas y pee otras bacterias lácticas a 4 ‘C.

Cepa pH

mcs

Irnglml)

Proaxción final

<mg/mí>

Productividad

<rng./mg mcs ti)

1-t,A O-LA L-LA O-LA

2 4,85 II] 7,28 2,64 0,038 0,013
5,05 0.96 4,56 Nd 0,028 Md

20 5,00 1,04 4,48 0,36 0,025 0,002

23 5,00 1,03 6,64 0,24 0,030 0,001
29 5,60 0,91 1,52 Md 0.010 Nd

38 490 1,11 6,68 1,12 0.036 0,006
<A> 400 1,0$ 2,54 0,74 0,011 0,003

8) SAO 0,69 Md Md Md Md
(Ci 5,70 0,69 Md Nd Md Md

<A~ t yate Lbt&4, (8> 1. ctrvatus Lb726; (CV. 1. p~,trun U>57?.

Mt No detectatie, mct masa celul.- seca~ L-L& Ácido L<~) láctIco; 0—LA

AUfl 0<-> ltdk
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Tabla IV. 12 - ph final, masa celuír seca, producción final y producción por

masa celular seca de ácidos L(’> láctico y IX—) láctico por las

cepas de 1. site seleccionadaS y por otras bacterias láctIcas

aBC

Ceo. ph

mu

<mg/mí)

Producción final
(mg/mí)

Productividad
(mg/mg mcs ti>

L-LA 0—LAL—LA O-LA

2 4,35 1,26 7,63 2,60 0,056 0,01?

II 4,45 1,28 8,70 1,20 0,057 0,008

20 4,30 1,30 9,76 2,88 0,063 0,018

23 4,35 1,28 7,92 2,24 6,052 0,01$

29 4,80 1,17 4,88 1,20 0,035 0,008

38 ~4,3O 1,28 8,44 2,88 0,055 0,019

449 5,00 0,89 3,29 Nd 0,030 Md

(A) 4,70 1,12 7,00 1,20 0,052 0,009

<8) 5,80 0,71 0,15 Ña 0,002 lid

(C) 5,20 0,92 2,70 Md 0,024 lid

Los símbolos poseen el mismo significado que en la Tabla IV. 11
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Tabla IV 13 - ph f¶ftal, masa celular seca, producción final y prodtxcIto por

masa celular seca de ácidos ti’) láctico y CX—> láctico por las

cepas de ¿. s*¿’ seleccionadas y por otras bacterias lácticas

a 15 ~C.

Cepa ph

rncs
<m9/rni)

PfoOacck4i fina)

(mg/mí)

Prooctividad

(mg/mg mcs ti)

L-LA O-n.A L-LA O-LA

2 4,25 1,36 9,04 2,80 0,221 0,070

II 4,20 1,38 11,28 1,32 0,272 0,032

20 4,20 1,32 10,00 2,96 0>252 0,075

23 4,30 1,32 0,40 2,72 0,2 12 0,069

2* 4)0 1,21 6,21 1,20 0,171 0,033

30 4,20 1,37 9,44 3,28 0,229 0,080

449 4,40 1,34 7,92 1,02 0,197 0,025
(A) 4,49 1,19 8,30 1,2] 0,232 0,034

¶8) 4,55 1,06 5,84 0,48 0,183 0,015

CC> 4,25 0,98 10,74 Md 0,365 Md

Los st~toksposeen el mismo signifIcado que en la latía IV. II.
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Tabla IV. 14- pH final, masa celular seca, producción final y producción pee
masa celular seca de ácidos U~) láctico y 0<—) láctIco por las

cepas de 1

a24’C.

seleccionadas y por otras bacterias lácticas

Proojccióc final

<mg/mí)

Productividad

<mg/mg mcs ti)

mcs

Cepa pH <mg/mi)

2 4,10
II 4,10

20 4,30

23 4,20

29 460

38 4,10

449 4,25

<A) 4,30

(8) 450

<0 4,65

1,43

1,42

1,36

1,38

1,34

1,46

3,46

1,27

1,31

1,30

L-LA

9,90
11,34

11,04

10,08

7,84

10,40

9,50

10,50

10,40

13,70

O-LA L-LA O-LA

3,20

1,44

2,80

2,64

2,32

3,64

1.12

1,72

0,81

lid

0,43

0,50

0,51
0,46

0,37

0,44

0,41

0,52

0,50

0,66

0,139

0,063

0,128

0,119
0.108

0,155

0,04?

0,084

0,038
Md

Los símbolos poseen el mismo significado que en la Tabla IV. II
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Tela íV 15 - pH final, masa celular 54fi, prtatción final y producción pce

man celular seca de ácidos tÁ•> láctico y 0<-> láctico por las

cepas de ¿ sSe seleccionadas y por otras bacterias láctica

a329C.

Producción final Productividad

Cepa

(mg/mí> (mg/mg mcs ti)

mcs

pH <mg/mí) t-LA O-LA etA O-l.A

2 4,00 1,46 11,68 3,44 0,6? 0,196
II 4,05 1,46 11,44 1,52 0,65 0,086

20 4,05 1,36 11,44 2,16 0,?O 0,132

23 4,10 1,40 11,36 2,32 0,66 0,138

29 4,15 1,44 10,72 3,28 0,62 0,169

38 3,95 1,53 1 i,?6 2,88 0,64 0,154
449 4,1$ USA 10,01 1,39 0,5~4 0,075

(A> 4,05 1,31 11,50 1,38 0,fl 0,067

(8> 4,05 1,42 13,44 1,22 0,79 03)71

4,05 1,33 13,52 Nd 0,85 Md

Lot simNios posee<i el mismo significado que en la Tabla IV. II.
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A las ternpentlfl$ de incitación empleadas. nlnqx¶ft de las cepa

estudiadas produjO niveles detectabies de dlacetIlOflCCtOiN en los medtos

de cultivo utilizados, lo que parece iridicaz- que la proOjCcitO de estas

sustancias pee las cepas de 1. StO y de otros lactobecilos analizadOs es

mínima o nula.

iv. 6. - IdentIficacIón V ando de los olásmidos de alcuias cenas de

¡

s-*e dotadas d actividad fliibldora en los sotr-enadmtfl

concentrados de sus cultivos IiwidoS

Experiencias paralelas a las aquí expuestas, realizadas por otros

investigadOreS de nuestro departflflento, dieron lugar al aisl,nientO de otras

bacterias lácticas, identificadas también tentativameote como L. SSO, que

poseían actividad mtimicrobifl, detectable en los sotrenedmnles

concentrados de los cultivos libres de células, no at,-ibtiible a los ácidos

organícos, al peróxido de hidrógeno ni a los bacteriófagos. Con el objeto de

conocer la posible estabilidad genética de la actividad antimtcfobiaM de las

cepas de interés, así como pta determinar si la actividad se encontraba

codificada en plásmidos, se iniciaron experiencias de vIsualización de

plásnildos y de citado de los mismos.

IV. 6. 1.— yisuali?aci&’ de los plhSffitdOS

Las cepas analizadas fueron ¿ s*e3i, 77, 90, 148, 163, Ifly lOO. LOS

resultados iniciales obtenidos partiendo de IDO ml de cultivo y siguiendo el

método de Currier y Mester para el aislamiento del DNA plasmidico <secciones

Iii. 2. 7.1. 2 y III 2.7. 1. 3), indicarOn que las cepas de L. sto analizadas

poseían 1 6 2 piásmidos de pequefio tarnalto molecular Que fluctuaba entre
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1,95 l~Nr¿o se muestran los resultados) A contfl¿OcI~O y partiendo de

O w~¶ de os c~ptNn, 54 intentO no sólo el aislamiento del DNA plirnídico.

pr f~cacttn a ticffitgt<UIÚSd c&ltrifu9ar’dO las ¡nuestras en 7adientes
~edcr&rodecn*-btcnt.rodS etldIO(C5CI—Mt) <seccIón 111.2.7 1.4). Los
~n~tu~ rLflOnneqatlYos <no se rnwstrM~ los resultados), al no detectarse

lan seencia ce brIdas del iridn en íos geles de electroforesis, lo cual puede

atrtikn o a4 gt raflero @e pasos de que consta esta técnica, o a la posible
te tMGde lo tnnsptetentesen las cepas analizadas.

Para 0~MIIN4f gí ~unerode patos de la tknica de alsíaniento y

aci# dii DNA piwnkko previrnente descrita, las muestras no se

ron con n~eau ni en proteata. Los resultados obtenidos volvieron a ser

sept vos ya que el DHA plasmIdico otterido de este modo se encuentra tui

o Prttkado que es gdctkrnente Imposible obsetvv b~mdas de DHA en

ge de e ectrwcresk

cn e{nrge. emp4tando la técnica numatirízada y répida de fiíslrflhmnto

e tdetltlcKtM de plágMdos (seccitn Iii 29. 1. 5>, realizada toow~o
&~tu de lO ¡ni de ias cultivos, se otr<6 la existencia de 4 buidas de

DNA en las cesas de ts*e II y 77 <flqtas 422v 423> y de? en la 148

74n4 24kDasdeelksde I.95y2~32Kb,soncc¿m4resa lastrescepas. ¡
SSO 31 yT) poseen, áCif¶tS. u~a buIda de DNA 4*8 l~by otra *e 23 fl,

~ntrn t *0 148 posee, además de ios2 ccmmes. inpl&smidode 9,4 Kb,

stnen fly otros tres mayeen de 23 Kh

0* los mutados ot4ndos se de~e que las cepas de t SSE

alMXnSs ~snn eSfl es te u~ Imito molecular variable. La técnica

tagua y r»&u es la Ss ÚtII~ rápida y re$rotxlble Del Cl
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aislamientO y vígtjalizatiM de los plásmidos de las bacterias lácticas

analIzadaS, su rui utilidad cacIca en el pc5lblt examen rutinario Ce muchas
cepas bacterianas

IV. 6. 2. - Citado de los plásITildOS

Los resultados de tas figuras 4 22 a ‘1 24 indican qn se obtutiefffi

plásmidos tanto con la cepa o4’igiflel de 1. ute comO con diversas cepas

curadas Las experiencias de citado se realizarOn como se describe en la

sección iii 2.7.2 de este trabajo, mientras la sensibilidad de cada cepa a la

acriflavln>a se muestra en la Tabla IV. lo, Es interesante conoce? la máxima

concentración de acriflavifu a la que p<ie4e desartollrse cada cepa.

LaTSU IV. ílmnuestnel porctntaje de colonlasde ts*e 31, 71, 90,

lAS, 177 y lOO, que perdieron su actividad irtilbidod cuando 54 cultivaron

tres veces consecutivas en presencia de la mnáxinxt concentración de
acriflavina a la que todavía eru¶ capaces de desWTOllafle. La pérdida de la

actividad irt~ibidota fue significativa después del seguido y. esncialrfltflte,
del tercer cultivo con acríflavina Con el fin de vlsualiZW el DNA plasmidico

empleando la técnica miniaturIzada y rápida de aislamiento e identificación
de plásnildos, se seleccionarOn 5 coloniaS curadas de las cepas de 1 5*0 31,
77 Y 1.48. El examen de los geles coaespoitdientes a las cepas Uy 7? revela
el mismo número de bandaS plasnildicas en las colonial curadas que en las

origInales <fig’s-as 4 22 y 4, 23). Los resultados obtenidos al analizar los
plásmidús coetespo<idiefltes a la cepa 148 no son tan iuiiforines (fig’.ta 4 24),

ya que en las muestras procedentes de las cepas citadas falta uva, al menos,
de las tres bandas de DNA plasmidico de mayor tanto molecular y. en das de

ellas, no se observan las dos de menor tamaAo.
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1 as 486 7

M4 Kb

‘jEt

422. Yt~ubi1gt4t~ a tos pkátffittn de t ¡att 31 p«

eturotornls ea geles de agua 1.) AU4 dei Dacterlóf 890 Z.

t9arifl cm el enaImaRtad III. 2.> cepa original de ¿uly 31.

De Safl coleatmcwadne Ls*vJl



MSA1>00*

125 .4547

“9

M4C

Figura 423 - visualizacIón de los p¡hsffildO$ de L sSO 7? c«
electrofoee$iS en geles te agatofl. Ii AL*d del bactefióf 590

digeridO con el enzinsafllftd iii. 2.> cepa crigimí de 1 sSe 77

De 3a7> coiooiascifldasde ¿ sSe 77.
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115456?

170

tUS

474 -> flsuaftnU5i~ * tos ~IUflWos a ¿. att 140 por

e~fltfltnfl5 ffipOes da agresa 1.> Afli del bactefbófaoo 1-.

4igtf*ecfieten~malwd Mi 2.) cepa original de ¿ 3*0 148.

Os 3a7> c*ensc~na* ¿ sato 1*
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Ttla IV. 16.- Efecto de la concentración Ce acriflavlria en el desatollo de
diversas cepas de 4.3*0 ffi medio r~3.

Concentración de acriflavina (uyml)

Ceta 5 lO 20 30

3,

u
90

144

163
IP

loo
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Tabla iv. 1? - P&cffitaje de colonias de las diversas cepas de 1. sato que

hffi pefd~4o ~u actividad irt~ibidOri tras cultivrse tres

vtKfl en presencia de acrifí¡dna

Cepa

Porcentaje de colonias no ittilbIdCCaS

A 8 C

II 0 0 14

77 0 3 31

90 0 12 31

148 0 3 lO

Ii 0 15 35

180 0 u 21

AY prirMr trfitamlernto con acrí! lavtj¶a, <6> se~wIdo y (CI tercero.
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De tos resijítados obtenidos se dfl>ce <sA tan cetas de ¿ sSe fuinas

POSttn pt&SrnldOS de diverso trnto rñoieci.flr, s n 4~e ce s*

rrorurIdIzado s,sfitlentemente p~ra 4etermtr~r si la slntestt Ce trt.tas
Vt1t~doras de natiraleza proteica se encuentra vtncuiaé a de e

¡ tte

IV 7 í - ut~&ÍcJÉxaj~.mMvcbta

Los resultados obtenidos Orante la reatizacido de este tras) , adsftx 5

de los procedentes de otros lflvest4adores de runtro (>flWLWNftU
implicados en este proyecto de lnvesttgnctCn, #rIdtcui que a*pvas Ge tas

bacterias lácticas aisladas de embutidos crudos citados se Ce$VtO loban o
temperaturas de refrigefectón y mostrsm actevtdad ttfi tWa 4 e si

Crecimiento de otros microorgonlsrn.o5. t7sto nos f’Qo pensar en la pos
utilidad de dichas bacterias para irtlbir el desarrollo Ce rwr9inros

psicrotrofos, productores de toxilnteccicnes alimentarias, presentes

potencialmente en la carne y proUXCOS CknIto$.

Hemos estudiado, en cuRvos mixtos, la ac(Mdad aflU4on sta Ge os
cepas de t are 23 y 148, (la prImera no preO.n tutt#~IsM attager4stn

exocelulares de nsttraleza proteica mientras ~n sí lo hace la se$tnfl) setre
el desaTo!lo de r n¶(tv0itÑr¿ y ¿ ¡* 4MtQ-~t¿WrW

Los resultados obtenidos deM~strZ qug las tres cepas dt r

mtw«o/su¿ utilizadas <WA, (20 y 14405) son iuvedtas por tas ce ¿ sne
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iTa, iv t6~lv20,fi9lns42$Y42t>,otsef-Yándo5eenlas

~er mc os r~antas a d¶sttfttfl temperaturas de incubación, s~a

~re sc’On positiva entre runefo Ce células de ¿ sato de los ciJitivos,

del y oncentraclon de ácidos U’) láctico y LX-) láctico, respecto

a a inh. 1 n sb5r’aoa, La Irtlbicttn es mas eficaz cuando las

temperaturas Ce u~cubación t~N más altas y el mkroorganlsffio inhibidor es ¿.

vn da ¿ SSe 146, lo que Nade deberse a ira menor producción

de lus tdos 1.14 y LX-> láctico por La ultima cepa (Tabla IV. 19). Y

nl 1 y 44Ú~ rut la cepa mas resistente a la iltlibicióO pC< 185

De acuerdo con Va trteratwa de Incubación las poblaciones de Y

rnrx t,¿a fladMiLJeroñlasst9Jlentea: Sx lO
5ufc/ml a24’C, lx

“/núalSC,5sl(#
4ActmiaOOCySxlO’u$c/mIa4’C.Estas

se csatflrIdian cm rnuntos de ¿. sato de, al menos, í x

n Al nr e Men’nsk ce r eewrccMr4-¿ sus recuentos dislnln4’en

PiMitiorente Mnn we dnwés oe 24 ti a 24 ~Cno se detectan yersinias,

tr#ac dn#fl681,al6tC,noobstante,aestaúltima

t0ra.raera os, el cuflfro riwxto Ce ¿ 3*1148-Y e~,trcco/,Uco i4405, el
de flt$IO1fl al final de Is lnci&acw, es de 1 x íC~< ufc/ml.

~a’ ‘tac~tnesa 5~C, tatroocosedetectaoyerstníasen los

V~itflcr tau 23aporttrde tos l2días,mientrasquecoo t

nes 4anmensmúas lx ío¾jc/mtÁ.4OClasyersiniatna

Gn~ntes~ eno ~n aso, st Mee aí f$n’al de ia Utctacitn de tos cultivos

te Y en roc#tws ca superan las ix iO~ ufc/ml

en c>l4osc t sa*23. ilsas$x iO~ufc/mlenlosdsLsÉe 148.
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Tría IV IB. Recuento final de cepas de 1. sse y Y ngrx#ttre en
culttfll mixtos desarrOlladoS a d~vetSU teertsat

Temperatura de lr~cttacka (‘Cl

4

CMIIM

23
‘45

w
E
1

73-1<

23-E
2t

140’1<
145-E

‘45,,

8 lb 24

ti Y 11 1 tI Y tI Y

6.36
5.62

ti’
9.04
9,04
5.66
8,44
8.60

ti’
9,04
9.20
4.44
4,53
4,44
7.20
7.16
7.28

5,93
5.96

9,11
9,05
9,00
6,70
8,67
8.77

‘1
591

9,04
9.00
9,23

Mi
Mi

3.94
4.04
4.72

911
9,11
4.99
9.04
9,O’4
9,11

9.’.
9.11
9,19
Ml
Ml
Mi
Mi

Mi
4,60

5,74
5..ft

9,44

- 9,41

4,10 Ml
5,71 Ml
4.11 Mi
SM Ml
5,64 Ml
5,54 Ml

e ~tfl fimí en Loa (ufclmh) rl *oata~flt~ £ ns m~ ~ Panas
(tota 5 Y DSflWU e~ o’ VSA 01 ciit 23 tate 23, ‘441 t, 44, W Y
rwn’fltfl *4,1~ Y wWohtW (20.1 Y rWaWU ¶4405. M Ml
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TÉ<a IV 9 - ~ y co&eotract4~1 final de ácIdos Le) láctico y EX—) láctico

enculttvoamixtfrsde £ sSe-r~t«cco//t/adesrroilados

a d snos tempontttais.

Te<noerattra de incitacióo (~C)

8 16 24

I4~ 0 ~Ht O pt4L O pH LO

4,49 7,3 ‘9 44 8,2 2,3 425 9.2 LA 423 10.7 2,2
34 &.$3k2~A 447.022 4.369.23.0 42311.02.7

734 4,547.314 4.M732.4 4*9.1 2.4 422 ii.42,0

&t•&3w 006,82.2 4,441124 4289,52.4
337 61 Ml 4.54 6,7 2.2 4,41 S.l 2.5 427 9.7 2,8

$,F¡62 Ni 4.546,724 4.428222 ~

Att* ti.’> Vifltt. ~mrJL u tui. dc *utél Nfl .4 art

*4
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Tabla iv 20 - P«-cntaje 40

cultivos mixtos

tetnWattas.

h~Jc’~n de Tas cepas de Y en

con L are tras su ee arrollo a ysas

Ceta de

temp, ce

incttaclón

<tu

Cepa de Y 01r«W/ita

w r

23 4 99,9 99,9 99,9
8 ¶00 ¡00 100

16 100 (00 00

24 lOO ¶00 lOO

148 4 99,8 99,0 98,8

8 9’9,9 99,9
16 lOO lOO 99,9

24 lOO ¡00 lOO

tos símbolos poseen el m¡smo siga t¶cado que en ¡a Tafr>a IV ¡8.
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De ¡as retitados obtenidos se deGxe ~uelas Cepas de 1. Sato

ami Liras e)srcen w*a acd¿n irtilbidora detectable y cuantificable en el

flfl*t#lk de r et~wÍxg.qke a dtversas temperatimas en medios de cultivo

»q.ndo~ En cce,5ecwncta. las cepas de t. nro analizadas po4’fen set mi~

ut$ln. c~mo factores de “sqtuida<, psi iMibir el desatollo de >t

en la carne y en Gtversos proOxtos ckTIicos.

iv 7 2 ~iti~nde liii

es cepas Ce mt rasoqda>,es analizadas son más resistentes a la

acción mtagetmu de £ neo que ¡as de Y enin«ollucj (Tablas IV. 21 y IV.
dyf~ats4 v42SlSinemtargo.íastressooírtiíbiascu~~n

twan con c¶sa¡ta~4ra de ¡es des cepas del. SSE Lis!, mctaoc7t~ers

lcd>?.> es La cepa más sefttibte, mientras que el cwnportniento de las

45 UPU frene a ka tKWhCiks t5p#ecido

csjt$ws fPMoa cm E, ate, ¿sc maoayr~rn alcanza su recuento

~t~r~satn ION n*nc ¡ttnaflhc.a las l2hctwidoloesa24lc,a
2<~i>a t*’C,akssdínaasc yaba iGdiasa4C.Encultivoscon

sse 7$, ¿ nt maw~’t~w tCTCZ973 alcanza tnos recuentos

flre ix KPy 1 x l~ utcMi. para disnilrwaIr al fInal,de la

tinta mema Gel x iO~ tic/mt Las cepas de ¿ti ¡77~Ú9t~rn

tU .4y ~ ix
10~ uf estas vates tse Irsanahoen ceostantes hasta el final de la

tos 1 cen t, a*e ¡46, el valor máximo de ¿¿st



la’

m*n~1~nfl tCtC7973 es. sisfft~<e, de tti ¡C# tic/ml para

final de ¡a incgt&lófl en, al mi~s, ~mId io9rttini~ LaS

de ¿/5/ ‘rc30a<y/~Ofl alcruzm rEtsI~t0s Ce 4*1 x TO~ uf ,tiÑ, e9~i

niveles permr*Effi constantes hasta el final de la lrctaci*ft

U actividad írn¡~í1ora de L 5*0 en ¿nf ts»~h~$rfl es A, e

wecida, a d4erfficia de lo qte en 1 s cu¡tr<o¶ con Y en!

donoe ¿. sSe 23 era más eficaz No ottstante, L sSe 23 wotS4ct ~4sac$t~n

láctico que 1 ste 148 <latía IV flL v« It que en la actividad £vi a

esta ultlfftfi ceDa la producc$ón de sustancla *rflItldeÚá nsceMr parece

cooperar en la actIvidad anttmicrctima total de este mkfltt ~sr~o t~

analizar la actividad lrtiibiGOt¿ de los flrena4rtfl ccttwtt~» da .u tite

lI~es de células de £ sSe 140 frente a tas tres cena 4* ¿r !

m*nyt~in~tS (beta IV 24>, se cOWva que el efecto 4* la te’ a

mtirnictObifl se manifiesta al final de la fase exponencial y Garre la fase

estacionaria de crecimiento de £ 5*0 148, siendo rnaycr a mes4445 ~se

aumenta la temperatura de lnctacIá<~
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Tabla IV 2!.- P.ec¶Aato fvnat 4* £. sato y 1/st mxoCflOgtDOS en cultivos

rnl~to~ ~r~c¡tad0ia Chersas ternperatu¡as

tefr~pefatura de ir~tacito <SC)

4 16 24 32

fi L fi 1. fi 1 fi 1 fi 1

8,54 8,94 - 9,18 - 9,18 - 8,94 -
144 4,55 9,0! - 9,04 - 9,05 - 8,69 -

475 9,11 - 9.52 - ~.« - 9.52

- 9.84 - 9,26 - 9,35 - 9,41 - 9.45

- 90’4 ., 973 - 9,51 - 9,40 - 9,44

ZL-1 4,41 4,9? 9g4 5.0-1 9.15 3,59 9.00 5,46 8.96 3,00
.4 9fl 7, 9~4 664 9.20 6.28 8.99 6,S’4 9,00 6.41

~‘‘~ Sn tOl 904 4,36 9.23 6,06 906 6.34 6.90 6.41
46’~¶ 8,54 5,46 9,11 4/40 9,04 5.32 9,23 4,02 8.70 4.00

14F4 SM 7,00 92! 4,66 9,15 5,0-4 9.11 6.69 8.69 7,06

45 SM &,17 9,00 4.11 9,11 4,11 9.11 6.46 8.75 7.32

/zlan4jww mo’ %qMI. 2&. ¿, ate u~ i~& ¿ sMc 346, 1 WC
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Tanta IV 22 - ¡14 y co&entración ftt~al 4e h<í4es tS~l Iattlt~1 y ~

ffi cultivQs mixtús de L SSO U! .

desrrollados a diversaS teft~pa atur

dc *~ifl~

.4
~165

¡14 1 0 ¡14 0 ¡*4 1. 0

=3’ 4,82 LO 2.! 4.81 8.5 2.8 tAO 9.8 3)
>3-4 AM 7.4 2.5 4.52 Oil 2,) 441> 9,3 3.4
23-5 4,62 1.9 2.4 4.80 8.8 2.) 4.4’? 9,7 3.4

4.91 6.6 04 419 7.~ 1.8 4,43 61 2.8
4.92 6.5 04 4,Y3 71 lA 4,48 82 ZA

:4.8 AM 66

t~ia IV 22 cContir~ación)

01 472 74 ‘1 4.4 LA 2.5

TeIT~watire e ifK’Á~*4~ (~U

24

CnltSo ¡>4 t 0 ¡>4 a. O

23-1 4.4 11,0 5.2 4.54 116 5.5
23—4 4.4 >0.6 3.4 430 12 3 31

141 4,4 8.8 3,1 4,4 96 4.0

4-4 4.4 8.6 3.9 444 9.6 4.3

14-5 4.47 89 3/4 4.42 95 44

16 aOSm ¡o..e~ .1 ntwt sly4flud. e» ~1 Tael. IV 2’
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TaNa iv. 23 - Porcentaje de ift~lbic!ón de las cepas de 1/st mavq’1~~

en los Cu¶ttns mixtos con sato tras su desarrollo a

Otversn temperaturas,

Ceta de ¿ni
—

(~> a 4 $

4 99,9 97.9 99,0

it,

23
5 99,9 99,9 99.8

‘6 99,9 99,9 99,7
24 999 98,8 99.!
32 99,9 99,6 99.9

>45 4 99.9 99,5 99.9

5 99,9 99,7 99,9
*6 99/4 99,3 99,7
=4 99,9 99.9 99,9
32 99.9 99,2 95,3

~$zst~~ ltflq» e’ IeT&.M IV 2!
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A) j~
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Tattla IV. 24 - Actividad irtwbidoúí total de lOS

T*t<es de céIjias de c:sItI~n nsx¶ 4* t ~ T4v~ 4t

mXaytOytYWS incjNdos a dtnrnS temg*#traS,

microot9MliStM ind¶Cídtt t. t~e~&mC~Ctfl¶

Temperatura de inCtaCióO <SC)

4 8 1$

C.itflO
— — .——-

a.~..> 4..? :4-4 14-5 (4*> aC-t I*.4 14-5 Pt) 1*? ¡*4 :*.S

~(s Ni Ni Mi 5 Md Ni Md 30 ~n m m
2? SIC 229 593 7 343 SaO 478 42 ¡fI 1051 ¡44>

24 :050 850 1231 9 :23? 454 154 55 200> 200! 24’>

Tobia IV 24 <ContinuaCión>

Temperatura Ge lnci.baCiM (SC>

24 32

____ —
05 :44 I4’4 1454 0i> ¶4-? 1*-A 14-1

12 Md Md Ni ‘4 595 Md 864

22 749 ~53 636 5 1441 564 ¡77?

56 2562 26W 2674 04 3996 5279 414

t .*n*éI pnte .4 ,yñrc sndttnt * sé i. TalaN 21.
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IV 8 - Caracteri2ací&n oa”ciat de la actividad vltim:crot>ian

•xeCCIulit d~ £ SSe 449

- Efecto de dIversos enzimas neoteolitlrós en la activld~

rnhl~ídora de los sotjreoalantes concentrados de 1 SSO 449

El efecto de diversos enzimas rtroteoliticos en la actividad

anttlnlcrob*am de los cultivos concentrados l¡~’es de células de 1, sSe 449

se evaluó de u r¶&M>efa descrita en la secci4n III. 2 9. I~ los resultados

ObUfld05 se muestrri en la Tabla IV. 25 Como wede observarse los enzimas

trtDa~ña, pepsina. papaína, proteasa II y rw’oteasa XIV, anulan Coffipletatnefite

¡a actividad ¡rn3~ era exocelular de la cepa analizada, de lo que se deduce que

a sustarcía anlimIcrofrIsna posee x~a estnxt~,ra proteica

iv 8 2 - fl~m~g¡flfl~j¡.g~,jj, aclivídad iMibidora de los

£oflr.adn*tes Cmceñlrados de L síU 449

Para evaluar la tennwesisteccia de la actividad lftaIbIdra de los

setrndnn ccocse4rados <e ¿. sato 449. se vertieron alícuotas de 0.1 mi

9* calentaren en naln de vt~i’a tirante períodos de tiempo variables,

4%en4~endo de u ttrrprattra empleada En la figu’a 4. 29 se muestran los

de ti inactivactón térmica deis actividad antimicrobima de

erésaBo, lOO, 12!, 135y l509C.Oeeilossedesprende

1 A Urnftratwas ~MrUUde IOC’C LS actividad iN>ibldora wmfl«

rkts~nnte constate fl’snte el tratemiento térmico.



tania iv 75 .. ¡nactivactOn de a actI~I4al ¿MW 1¶CFr4b>afls3 4* 5*~ 4~? ~

JIverSO3 enilmn proteclit’c~ts

(nhlmi

Pepsina

Pepa ini

Concentración

dei enzima

<mtymi)

5

5

5

5

Proteasa XIV 1

5

Proteasa II

Control

MtIviGed

lrt¶lbidofl Total

<mm
2/m¶)

1 8~5

o
o

o
3703

o
o

o

o

o

6283

ACtty*dad

1* ¾lefl 1’

<¶7

lo
o

o
o

59

o
o

o

o

o

loo

a La actividad irtiibidon residual se calcul.a diNidIendO la activ1>sfld trtfl

total de las soluciones tratadas con el enzIma pci’ ¡a actlvtdíd *fl> Idcri Ge le

soluCitO control multiplicada por WC.
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2. A temperaturas de IDO ~Co mayores, la disminución de la

actividad Inhibidora se tjusta a ecuaciones cinéticas de primer arden.

Los parámetros cinéticos de termodestrucción de la actividad

antimicrobiana, denominados valores D’, ‘t1¿ y 7 se calcularon a partir de

los resultados eiperlmentales de la inactivaclón térmica (figura 4, 29), de la
manera descrita en la seccIón 111.2.9.2. Ide este trabajo.

Losvalores”tYa tasSO, lOO, 121, 135y l5O~Cfueronde 2002; 123;27;

6,4 y 5,1 minutos, respectivamente, y los de t1,2, a las mismas temperaturas,

¿le 1387; 856; 19,1; 4,4y 3,5 mInutos. El valor V obtenido de le recta de

regresión obtenida al representar gráficamente el logaritmo de los Valores

D, previamente determinados, en función de la temperatura a la que fueron
obtenidos fue de 26,7 ‘0,

IV. 8. 3.- fletermlnacién de la actividad antlmicroblana de L sSe 449 en
diversos medios de cultivo

1a actividad afitimicrobiana del sobrenadante concentrado de 1. sSe

449, se evalué en diversos medios de cultIvo empleando como microOrganiSmO

indicador t. formen/orn CECT2B5. La figura IV. 30 muestra lOS resultados

obtenidos. Ce ellos se deduce que no se detecta actividad antimlcrobiafla

cuando L. sSe 449 se desarrolla en medio SRI, mientras que en medio APT,

tanto solo como suplementado, tiene lugar ¡a síntesis de dicha actividad

antimicrobiana. La actividad inhibidora es ligeramente menor cuando 1. sSe

449 se cultiva en dIversos medios mínimos, aunque no se aprecian diferencias

stgniftcattvas entre elias,
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T1em94 <mini

flgt¡ra 4 29 - Inactivacl4o de la activtdail a~tlnnctW1ana 08 t 5*0

449, tras el calesa.trisnto e ¡a n smi a ~0 CC <?fl.
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Figura 4. 30.— ActIvidad antimicroblana exocelular de t. s*e 449
crecida en diversas medios de cultivo. A>, API; 8),

BHI. Los sufijos P, L 6 PL indican que los medios están

suplementados con Peptona, Lab-Lemco Powder O

ambos. MPP~ tledio Mínimo con Peptona y Proteosa;

r~NA• Medio Mínima con rrlptona; IfiSA— Medio

Mínima con Triptosa; Itt— Medio Mínimo con Caseína,

Medio de cultivo
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y 8 4 - hecMiSfflO de acción de

La adición de ‘1’ Pe$fl?~O voÑrnen del setref,fidmte ~cw<ertrMo 4e e

site 449 a tEl Cultivo de £. tennmt~gn C!CT283 en rne4~o Ii~qut4o API. Wte

r¿pldMnefltC su desarrollo pero no su viabilidad, lo Qn ñO O<IZfl cu~O se

emplea el mismo voltroen de un sO~teflÚante concentrado de t s*~ =3,

lactobacilo Qn no posee actividad wtlmkroblona rMtada por outtaw~n

noccluiafls de natiraleza proteica (Tabla Iv. 26> tos resuítat%s oMehi4i~is

Indican Qn la yjstwlcla antimícrotíafla de ¿. ar 449 VOS« td

DacteriO$tátiCS definida, al menos, sote. 1. ftcrgot&w CEC~285.

IV 9 - P1.riflcaci~n &arcial de la a~flx1at~rStfl ~t~i£z
LatMl

Una vez conocida la riattraleza proteica de la sintrcla mt~ lcr tina

exoceIutar de ¿ sSe 449, así corno su produccI4tl en rne4~ts de .uttn

mínimos definidos se procedió a su ~>uIIIICEIenp&ctai empkrlde ttcn4tas de

cromatorafla de filtración en geles. froceCet’ Qn sepra lan moit<uln

proteicas en función de su tamaño inoiccuir

El setrendante concentrado libre de c¿kla$ del cultWo 4* t ute449,

se pixir icó prctalmenle en tz~a columna de $ertadtx 6-150 ti resrsitada de Va

puificaciM se refleja en la fiq.fl 451., en ¡a ~* st muestran la acti’v¶4OC

irtiibidota y la atsorbancifi a 280 mi de las fraccktfl e~ul4as Cetro Nt4t

~ttci&Se la actividad irtlbldon se elwe ceo el frente crttuteyáflce’, se

mantiene durante la purificatión y se detecta,tnclufl arante la ekcít<1 de

los componentes de bajo peso molecuir del medio de cu~t¶fl BtO slrfka
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que la sustancla antlniicroblana exocelular de ¿. sSe 449 se encuentra

formando agregados de un tamal’io molecular variable.

Con ci objeto de resolver los agregados prottltOS que formen la

sustancie antimicroblana exocelular de /. sSe 449, las fracciones

cromatogrÉf Itas 34 a 79, eluidas de la columna de Se»hadex 6-150, se

concentraron por lIofilización y se resuspendieron en tampón de ácido

cltrico—fosfato, de pH 5,6 que contiene una concentración de urea 6 t4. La

muestra se deposité en una columna de Sephadex 6—75, eluyéndose con tampón
de elución con una concentración de urea 0,1 II. tos resuitados obtenidos se

contemplan en la figura 4 32, en la que se aprecie una resolución parcial de

los agregados proteicas de tarnaflo molecular variable, lo que permite la

separación de la actividad inhibidora de los componentes del medio de cultivo.

Las Tracciones cromatográtlcas 16 a 32 se trataron de la manera descrita y la

muestra concentrada por lioflhlzación y sometida a la acción de altas

concentraciones de urea se depositO flnalmente en una columna de Sephadtx
6—50. Los resultados obtenidos se observan en la figura 4. 33, apreciándoSe

que la actividad Inhibidora eluye antes que la mayor parte de los componentes

del medio de cultivo, lo que indica que aunque la purificación sea parcial, los

agregados proteicas resultantes y no resueltos completamente por la acción

de la urea, permiten separar la actividad inhibidora de los compoñentes

proteicas del medio de cultivo.

Los valores de purificación y recuperación de la actividad antimicrobiane
exocelular de ¿ sSe 449 <Tabla IV. 27), indican que la purificación por

lIofIlIzación y crornatografla de filtración en gel no es un método adecuado

para purificar la sustancia antimicrobiana de /. sSe 449.
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Tabla IV. 26 - Efecto del sobrenadante concentraa~ de L s*¿ 449 y £ sse
23 en el desrfoIlo y viablihla4 de t t«m~<rVun CECT2 5

Tiempo de

incitación

N~n~,l*M iWct eco nran#É* É

¿ sSe 23 ¿. sSe 449

<II) <u<c/mI) <u(c/mi)

O 58x105 58x105
5 62x105 iJxlO’



196 ALS4A.TALios

10’0

1
a

1
60

40

20

o

2~

1

1
1

Fruta,, ~

FIwrn 4131 - PwiftcccIto pwclal de le acttvidcd istibídora de ¿. s*4t

449 en Se9hadex 6-ISÓ. AZ>sortaricia de ¡*3 rrEciofles a

2SOra LEyacíNidad trawbidcra (O)

ecco

o



it? M~U. ~sOj4

20
I 40 1

o

Fruedós it’

Flgsa 432.- Ptríflvación parcial d la cttvtdad tft~b~ecra de t tate

449 en Sfl~haOex 6-75 Absorflancla de las rr~cctnt a
280 mi (~>y actividad lrt~ibl~ta (4>

80

60

[5 30 4$ 60 7$



‘90 REflTMOS

‘.0

01

o ~

0,4

0,2

Ql

[000 ¡

1.

1
1

rt~Wfl 4 33, - ew tn flrcteI de la actividad litibidora <it 1 nte

44$ en $#M4n &-5O Abserbrcía de las fracciones a

ZWr~rny tCtMOadW dora U>

¡200

O ¡0 20 30 40 ¶0 60 10 80

Frutan it’



rtí~ y 27 ~‘wif~ac¡ónLWt ,ií de I~ Mtrí a 9*44%

nua

va MM LM m*~ñn

brfl br
4) ~ 0

~ ~ 7021 I3~5~ tos 40

0~~tS 21 6$2~ es, ‘40

U 52 244

849 U flt 2~¶

5—
3,0 39 U Ma ti

te pu*ect4* U (MM tt áttM4*d W~4iti .w*t da It 0~ Z~eceMIS

.s.dfks fr«ctta 1. U r,«wtS 54 (MIt It SdMSfl4~rl (444* ¡4 8W*

wan MM frfl 1 .MW*cé n It



200

¡VA 1. - Oeterrnlnaeión del peso molecular por cranlatorarra de

filtración en Seohadex 6-SO

El peso molecular de la sustancia antlmicrobiana exoceluir de

sSe 449, una vez sometida al proceso de ptrificación parcial prevíwneftte

descrito, se determinO en primer lugar por cromatografía de filtración en r~
de $ephadex 6-50.

La cromatorafla se realizó de la manera descrita en la sección III. 2. 0,
3Pta elio, 20 mg de la sostancis mtirnicrobluia parcIalmente purlIkada se
dtsolvieron en 3 inI de tampón de ácido cltrlco-fosf ato de pH 5.6 con urea 6 M,

que se depositaron en a columna (1.6 x 90cm) de Sephadex 6-50 Una vez

d*tt<lnlna4as la absostañcla a 280 mi y la actividad antimicroblana de las
fracciones eluides, el peso molecular ce la stistmcia irt~lbiden se determino
por Intervolación en una grAl ica que representaba la elución de las proteínas

estandar de msa molecular Conocida •fl función del logaritmo de su peso
molecular Cf ¡gura III 61 El peso molecular aparente resultante fue de 30.979

del tona.

iv. ¡O. - Oelerfnlnaeión del naso molecular ocr electrofci’ests en geles

fljooitacrilamwa con dodecil sulfato sódico

El sotrenatante con actNIdad aflimicrobiana exocelular de ¿sake 449,
Se waetló a electrofortsIs en geles dé poliacrílamíca ceo SOS (SOS-PA&),
Segm las técnicas de Swartcy l¶r*res(¡97i> y de Laerníl (¡970) La primera,

utiitza pies qn contler,enu¡a concentración elevada de poliacrllmnida (201)

y urea (SN) con el e$tO ce resolver caderas polípeptidlcas de baje peso
molecuir. iniantras la n9jita, Qjt utIliza geles que no contienen LteL se
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utiliza mucho en la separación electroforétíca de proteínas de un tamaño

molecular medio o elevado. Axnbas técnicas se utilizan en la separación

electrofor4tlca de cadenas polirseptidicas y, por lo tanto, en la visualización

de la homogeneidad de las proteínas purificadas, así Como en la determinación

de su peso molecular.

La fIgura 4. 34 muestra un electroferograma, obtenido según la técnica

deswank yMunkres(197i), de la sustancia parcialmente purif cada deL. safl

449. Muestras con 50 y 100 pg de la sustancia antimicrobiana disueltas en

tampón de solubillzación se depositaron en co~umnas cromatográilcas cuyos

geles contenían un 20 N de potiacrilarnida y urea SM. Los resultados obtenidos

indican la falta de fragmentos polipeptidicos de bajo peso molecular y la

resolución de un fragmento polipeptidico de un tamaño molecular mayor que el

del fragmento polipeptidico estándar de mayor peso molecular (16.900

daltons>.

En la fIgura 4 35 se muestra un eiectroferograma, de le sustancia

antimicroblana parcialmente purificada de 1. sake 449 obtenido según la

técnica de Laemíl (1970), Alícuotas que contenían 5, lO y 15 ~g de la

sustancie antimicrobiana en tampón de solubilizaclón se depositaron en

columnas cromatográficas cwos geles contenían 12 S de pollacrilamida y
dodecíl sulfato sódico. Terminada la e)ectroforesis, y una vez teñidos los

geles con reactivo de plata, se aprecié la existencia de un fragmento

polípeptidico único de un peso molecular aparente de 31.346 daitons.
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iv. II. - Concentración lrt~lbidoea mínima (CIII> <it la susíwtí~

antimlcrobima exocelular de / sse 440

.

La concentración irdiibidcea mínima (ciii) de la sustancie anhirnlcroóín
exoceMar a ¿. s*e449 rrente a divefsos micre«ValiSmOS, se delertninó de

la rnan~a descrita en la sección III. 2. ¡2. 1.0* resultados se muestran en la

Tabla iv. 28 La CIII de la sustancia wtimicrooiml en los mlcroorgmlsrnos

Mkad4>res oscila entre ¡ y 4 mg/mí, siendo la ceoa Ce $ arvw FP1349 y la
de ttpwÚ.~ya~s 316 las resIstentes a esta acCIótx
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Tabla IV. 28.- Concentración Inhibidora
antimicrobiana exocelular

tllnima <dM> de
de 1. sSe 449

la
en

sustancia
diversas

microorganismos.

ConcentracIón
Microorganismo InhIbidora mínima

indicador (mg/mi>

1. fe,’meattm CECT2BS 2

t d/vergens LVI 5 4

1/st. mooocytoger¡es NCTC7973 2

1/st moñocytogenesll5sv 1/2

¿/stmaoocytog~esScottA A
.5 ¿urcas FRI 137 4

$aureusFRI349 Nd

$acreusFRI362 2

C botu//num 551 2

Cperfr/ngeas376 Nd

Nd: Actividad inhibidora no detectable,
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y. ¡, - Alsíandento de bacterias ltcticas de embutidos crudos

madurados

En la realización de este trabajo que pretende Cl aislamiento y
caracterizacIón parcial de bacterias lácticas que aseguren la calidad

higiénica de la carne y productos cárnicos, se procedió iniclalmente al

aislaniiento de estas bacterias de embutidos crudos madurados. La elección

de estos embutidas como fuente de los microorganismos de interés se debe a

que las bacterias lácticas aisladas de estos alImentos están mejor adaptadas

a las condiciones existentes en la carne y productos cárnicos que las aisladas

de otras fuentes, como las de origen lácteo y vegetal CSchil>ir>ger y LOcke,

1989a>.

Además las bacterias lácticas sari, invariablemente, el grupo microbiano

predominante en la rnayorla de los productos cárnicos y en las carnes

envasadas a vacio, constituyendo entre el 75 y ci 95 % de su población
bacteriana total (Mol y col., 1971; Kitchell y Shaw, 1975; Reuter, 1975;

Nftchener y ccl., 1962; Shaw y i<arding, 1984; Kor*eaia y tlákeM, 1989). Los

resultados de estos investigadores coinciden con los nuestros (Tabla IV. 1),

que Indican que la mayor parte de la microflora de los embutidos crudos

curados analizados estaba constituida por bacterias lácticas. El número de
bacterias lácticos presentes en ¡os muestras estudiados, aproximadamente

1—2 x j~7 ufc/mi, coincide con los resultados obtenidos por otros
investigadores en el bacon Ctavett, 1963), en embutidos crudos curados <fgan,

1983) y en carnes envasadas a vacio (Hltchener y col., 1982; Egan, 1983>. En

muchos productos cárnicos, estas bacterias constituyen el principal

componente de su ruicroflora debido a la supresión de el desarrollo de otras

especies o grupos bacterianos ¡‘or antagonismo microbiano (Reutar, 1981).
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y. 2.- MINidal MtirnicrotIM,S <it las bacterias lácticas selecciwwfr~

Y 2 1 - Elección de las metas de antagonismo microbiano

Y, 2, li.- Prietas directas de antagonismo microbir”

’

El antagQOiMflO microbIano puede evidenciwn de diversas manera En

140 fltudiOS rtelIlnlnWel, las pruebas de antagoniSmo se realizri
gentaln%eote utilizando medios de cultivo sólidos e Implican la detección de

Ya irt~tttcito del crecImiento que ejerce el microoegarilsmo analizado (activo)

en el micrcoegantsnlo o cepa indIcador (pasIvo> (Tagg y col., i976Y Las dos

r~ne*as empleadas ceo este propósito son la directa o simultánea y la
tfta*ct5 o d ter-Ida La densidad y el «flero de tildados formadoras de
colonias del microorganIsmo indicador SO<i, en cualquier caso, importantes

pta esttlecer la sensibilIdad del rn4todo (Kuttner, 1966>.

En la prueba directa, el mlcrorguilsrno a evaluar y la cepa Indicador-a se

ctnrroIlanal osmio tiempo. t~io de las pruebas directas más sencillas es la

ptuak de la gota’, utilIZada Oflgiimlinffite por GratIs (1946>, y cuyo empleo

está npttnnte dtin$Wo (Seis y col,, 1963; Daesehel y Klaerlmwner,
I9fl~ Sonn¶n ~ w¿na, í9$?; katcacb y col, 1989; Spelhajg y Harírider,

196% tlatsctel y col, 1990 AtÉ y $tflu. 1990a>. En ella, una gota del cultivo

del ifltctWfMttms a evaluar se teposita en un medio de cultivo sólido

revtunrie Inoculado con el microorvanlsmo indIcador. Entre las variantes

* tIte proce*4erfl se Incluye el empleo de pocillos excavados en el medio

sólIdo tetad Placad u reflerreo con una cantidad conocida del cultIvo del
ramrgrs O A Ovo ($tir¿e~ ¡963; Tagg y it Glven, 1971; Tagg y col.,
l97~$tnyc , 19*7;ltrrYsycol, 19StRo«t~jt2yc*l., 1969).
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Otra modincacido de gran utilidad es la siembra por picadun de los

microorganismos a estudiar en el medio sólido de placas cuya superficie se

ha sernbndo previamente con el microorganismo indicador <deKlerk, 1967;

Oagllanoy Hinsdivl, l97O~ Davey y Richardson, 1981; Barefoot y Kalenharnmer,

1983).

Fredericq (1948> fue el primero en utilizar las pruebas diferidas de
antagonismo. En este caso, el microorganismo a evaluar se siembra e irictts

en un medio sólido durante un cierto periodo de tiempo, transcurrido el cual

se cubre con otra capa de medio que contiene el microorganismo indicador.

Las pruebas diferidas soo, a menudo, más sensibles que las directas <1599 y

ccl., 1976>.

Como en la prueba directa, una de las variantes de las pruebas diferidas

más empleada es la de la gota’ (Andersson y col, 1988; Harrís y col., 1989;
Schillinger y LOcke, 1989; Speli¡aug y llarlander, ¡989; Ahn y Stiles, l990a>.

Durante esta prueba, y para enfatizar la acción de las sustancias inhibidoras
difusibles presentes en las cultivos, las células del microorganismo

productor de las mismas se Inactivan con calor <Geis y col, 1983; Afr y

Stiles, 1990a) o, sobre todo, con vapores de cloroformo CKekessy y Piguel,

1970; Davey y Rlchardson, 1961; Cela y ccl~ ¡983; AM y Stiles, iQQOa), No

obstante, esto conlieva algunos inconvenientes como ei que algunos agentes

inhibidores se Inactivan al exponerse a los vapores de cloroformo. Brocl< y col.
<1963) demostraron le sensibilidad al cloroformo de una sustancie Inhibidora

producida por &Ietxxc~ Ints/ls subsp. .~m,ornes Los vapores de

cloroformo también impiden ti empleo de placas de Petrí de plástica y el

cloroformo residual en los medios de cultivo puede originar resultados

erróneos CKekessy y Plguet, 1970>.
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Otra alternativa, cuando se sospecha la existencia de sustancIas

antagonistas difusible, consIste en sembrar el cultivo Indicador en una cara

del medio de Cultivo sólido y el cultivo analizado en la opuesta, ya sea

empleando el sistema de gotas (kekessy y Plguet, 1970> o de pocillos <Taw ~

Mc CIten, 1971; Brefoot y Klaertanirner, 1983; Spelhavg y Ilrlandef, l983~

tkia ventaja de este método es qae así se excluye la actividad irt~ibldora

Octida a bacteriófagos (Tagg, 1976>,

Tanto en los pruebas de antagonismo directo, como diferido, es
recomendable Colocar ¡05 cultivos de los microorganismos a analizar en

pocillos atiertos en los medios sólidos de las placas, ya que si se depositan
el mismo nuitero de mIcroorganismos, pueden estatíecerse Coffipflcionts

entra los diámetros d las zonas de Irentición ottenidaa Otra ventaja de este

Stodo es el lncrtmento de su sensIbIlidad, puesto que entre el

microorganIsmo estudiado y las cepas Indicadoras úIicarnente se Interpone

Ira CtQS fIM de agar; esto, además, excluye la intiiblcIón debida a

bocterWagos, ~JOsWi entidades no difusíbles (Tagg y Mc Gtven, 1971>. Por’

tOdo ello, 54 elogIé este método para la realización de las pruebas de

arttagcnismo, tanto directo como diferido, de las 50 bacterIas lácticas

aisladas y seloccíonuas de Pos embutidos crudos curados (sección IV, 1).

~ t 1. 2. - Atagonlnnó de los sotrenadantes libres dé

Cuando en las rna de antagonismo mIcrobiano se emplean cultivos de

Pta microcqrdsrnn problema, no es fácil identificar la causa del mismo

llaggy cot, í97&i tn la Weftfllcactóide Wcteflas lácticas pro&ctns Ce
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~ntw~clt5 antagonistas difusibles es importante excluir dO los ensayos no

solamente a los microorganismos pro~sctw’es tales Sustancias, sino también,

a otros productos con actIvIdad irtibidora

Los renómenos que inimíf icen la actividad Os las bactertocInas en las
pruebas dO U~t,qCci3ffio bacteriano pueden cílminarso utilizando

sotrenadantes libres Oe células neutralizados o dializados. Los sotrenaoantes

se obtienen por centrifugación de los cultIvos y filtraciónpor filtros dO 0.22
o OMS pm Ce Olinetro de poro. La fltutrailflt$tn de la actividad Mflagoiñsta
de ¡os ácidos orgánicos puede reaiIzng ajuatanco •l U< de loe

soWene4ttCS, con NeON o ?CI, a tn valor próximo a It neutrahload (pH ?~O)
(Otís y col., 1983; hreroot y Klaerylemmer, 1984. flodrlgiiez y col., 1969,
Nielsen y col., 1990; i’lortvedt y Nos, 1990> 4 bien dializando los

sobrenadantes por mentrwias que permiten la difusión Ce Sustancias de un

tarnto molecular menor cje 6000 dalloos. La diálisis MO ir procedida o.
una precipitacIón de los Sotfenadantes con sulfato amónico (&u~Ia y col.

1987; González y iciflta. 1987; Ray y col, 1989) El precipitado, constituido
ftsNdtrtlentalmtnte por proteínas, se recorlstitwe y se dializa. No obstante, la

mayoría de los autores prescinden de esta precipitación (Andersson, 1986.

Mdersson y cci., 1988; i~trris y col., 1989; Schillinger y Ufle, 1989a;
Daeschel y col., 1990; AMyStles, 1990b).

La actividad del peróxido de hi«Ogeno de los sotrenadmtn puede

evitarse Incubando los cultivos eii a%aerotlosls <Sohhllinger y tÚcte, ¡989) o

tratando con catalasa los sotrenadantes libres de células (Bare<oot y

Klaeniwnmei-. 1983; t’fl’Itna y Klnrtwnrntr, 1987; ferren y 6IIiilarvi,

1988, Schhlíinger y LOcke, 1989a; Ro«iguez y col, 1989, tarmInatí y col.,
1989; AM y StIles, i990a>. Geis y col. (1983> tadtn la catalasa
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directamente al medio de cultivo del microorganismo indicador.

tos soWe<va4antfl libres Ce células twnbién waeden concentrarse con el
fin de aimn<nr su actividad irfiibidorz. Entre los sistemas de concentración

más empleados destacan la evaporación a vacío en rotwapOtts <Geis y col.,
1963, Silva ycol, 198?>yia lIofIlizacidn(Ro«igueZyCOl., 1989).

La activided irtiIbidora de los sotirenadantes puede detectarse con
cualqjiera de las variantes de antagonismo directo e IndIrecto citadas

mtrktTnelfle. estando muy difundidos los métodos ‘de la gott <Geis y col.,
1943, Ray ycol. 1969, CarmInatí, 1989; AMyStIles, 1990a)y la disposIción

dc les sotrenadantes en pocillos (4oer9er y Klaert~rnmer. 1986; MCert5On y
col, 1988, Ray y col. 1969; liNtis y col, 1969; Sctiíllinger y LOcke. 1989,

Daeschal y col, 1990. Rmmelsbetg y RadIar, 1990; AM y Stiles, 1990i>. Otro
rStedo muy empleado cuando se investigan bacterIas lácticas

t’acter ocI~tgbic*s Consiste Cii colocar los Sebrenadifitel en papeles de
filtro estéflíes. Los dIscos de g’apel oe filtro impregnados con el

tOtttmdanté de interés se deposItan en placas d agar sembradas con el
mtcroor~1srno indicador (SttialI y col, 1976; Ferreira y Gilliiand, 1988>0

bien se depotita en los papeles Ir5 cantidad determinada de los
ntrendarites (Abdel-5ar y col, 1987; 8hmia y col., 1987; Bhunia y col.

¡988, ftot-lqaz y col, ¡969) La segunda opcIón ha sido la utilizada en este
trata». ya qjs penn te comprar la activitad Irtlbidora de los diversos
flttVit*ant es Umil¡adot



Y. 2. 2. - Actividad lrt%lbidn de ¡os cvít9~n de bM~4~W1~ cfln~t

LOS CUltIVOS de las 50 bacterias laco a nrndm P~an4ntrM~

activícad iltibidora frente a al~ de los m Seras

mplead*s (figuas IV. 1 a IV, 201 La actfrioaj w~N~Úa es .
mayor cundo los microorgnismn a rtsi~a se dn*rn ai 24 tras mfln

que los microorganisnm indicadores, Ya os ce ncWe c ks re4uYUdo5 Ce

Afliy $til*s (1990a). La senstilihdd, )nmictnypI aros a a

actividad inhibIdora Ce ¡AS bacterias iktka ma tuCas es vrIt~a, 9*

demuestra qe dicha setividad It cncttr¡stka de an ea fi
especie bacterIana, hecho corríenle entre las bacteria Ijictica )lkn4tr

y t.Qcice, 1989a; bnscNI y col • 1910)

AsltnIvno, los resultados obtenIdos pa’ Otros rwntI~Sres 9*

evaluado la actividad mtln’dcrotira de la baflena lat icas r~,

hetero9étieos. Al íyal que nosotroS, KnS y 1 II VS) etnflteo 9*

iOOS de 47 cepas de ¿. /ad/s 54*59 ~t~g eren erO S~Yi 4eicfl e

cepas de ¿. lactAs sikap. &tn y rrr.te a triS de ¿. we~ sn ?~1rerq
Igual wcentaje cttwierto AM y 5Wn (1990a). se lo ert 4fi4

Inhibidora de lO cepas Ce diversos $nns de bKWtM lactktr u a
indicadores 914 etg~ asimismo, Mtettts l~kttca

El 6~ * de ías 52 upu de t X~5Mai gio~&MU ~

Klaertwnmer (1903>, irtiitileron el tesrreÑ fi fi

M/chn~o< L tÉé~4?flL4 ¿. Mhtta y t Art 4 wuta’Je tirA a)

obtenido pci’ Racutft y col. (1909). Cc~ ¡Y C#WU de ¿X$fl U y fi

SUrgcccccw so. empkflo cwis indicadoras atas oscaS *8
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distintas de bacterias lácticas y 4 cepas de 1/st mú~cqlc~nes De otra

j>arte, Únicnnente el 15 1 ae las 79 cepas de LactoÓxill¿¿s so. examínacjas

~orn~meísber-g y Rular (1990) irtibierco una, al menos, de las ~ ceas
indicadoras de ¿. kfl’4 A er,ooscB y ¿nc oaxc Sin embargo, el

porcentaje de cepas inhibidoras registrado por Davey y RIctiardson <1981> fue

a*luflffior,ya4J0 sólael lidelas ISOcepasde Itt lxt/ss4*,o. agmr/s
analizadas, irtdbierco el desarrollo de varias cepas de fact laUs stbsp
cnrar/s y ¿set lxi As s4*sp. /xLIS

Sdillllnger y U>cke (198Qa) al evaluar 142 cepas de ¿ 5*4 4 de 1.
pla~¿nmy 75 dc tccn41t40b54rV1t0(iQJt el 13, el YSy allí,
respectivamente, eran activas (rente, al menos, uno de los 31

microorganismos indicadores empleados; estos resultados contrastan con los

de Mn y Silles (1990a) y con los nuestros, contraste que llama
poderosamente la atención si se tiene en cuenta que en los tres trabajos las

bacterias lácticas proceden Ce t¡l5 fuente coniúi los emtutídos crudos

Le expuesto da u~a Idea de la varIabilIdad exIstente en la actividad
Irtdbidora de las bacterias lácticas, hecho que se ve wavado por la escasa

untfonnidad un kas cendiciones Ce trajo y por lo variado de los
mkcroorganttmos indicadoras empleados. No obstante, un hecho común en lOS

tra>45 citados es qe las bacterias lácticas analIzadas son especlaimentt

activas irania a otras bacterias lácticas y rus~ca, o de forma excepcIonal.
frent, a las bacterias Ocam-neptins.
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~c~sestudios sc~re actMdad hflttfla fi Y strendrM r a

cé~uia5, ¶4 realIzan 9ffiefllffiénte contÉ . ea «gas que y
2. ya que fltu se seleccionan entre a~A~Yai o rs rs nito

Útlbídtcfl LOS StteernradMitfl t%<ffitfados iSSree a U dc da

ruestras 8 bacterias lAdi os más rt~ ~t~m Ítala iv nc s u

actividad ittIbidCtS frente St ¡fliflrtnCt ~ ..

indicador rnAii sert3lble en los eneui os renilU roste

a varias ce955 de ¿‘st m4~yti~n~n y 5 r
prtOjCtttfl de tnimñfecckrfl alimestrtn ~ . an st
ni ¡a in*sntria alIFMOtVía ito entente, a 1 tse 0*>
estas fi cepas, el strerMV4te dc la can 44*), que a ~trn r$*l a

las pensaras, sí que mostró tfl potente auN MV MS TWa V

2), frente a loo mismos crr9M~fl . aún

La activIdad W#ñO14O~S fi ¶ *55 r~4YnS de nttortfl

lácticas frente e otras bacterias Itt a a . ea’ .. a
reiaclcidfl5 entra si, It W~ hoct’* npiInsaf*)C ~ue*OtMb o y

1983. Barefoot y Klstr,oer, 1984; Jorger y ztartrflf,

AndefsSon. 1986; OOÉflifl y KU*1, 1987, WU’4S y u tW; r

Locke. iqSqa;VttriSyCOl, i9e9;Mrtwtdty*4n~ 1 Att y 8 1
AM y Stiles, 1990t>, es fl~cN nWtS tnrs*tte 0*15 SmSIrS 5k u
inhiban el desarrollO de m.tcrwrrtrftos Wrrpstitn4, $

afluf(MderSS«\ 1986; nannfty tt4. í%& r~asa ~ c .~ y

,núsocytogeVS tfiinmla y col. 19* Cgn$st, Y*% St> ~ y ~$e.

1989a. Narris y col. 1989, SpelM4 y l*rIflet ¶90% AM y 8

La mayor parte de los autores ctta~tS cotrttoes t~ seÑrr Se
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oe lasbacteria3&n~~AA
por las bacterias lácticas analizadas. La excepción mejor conocida la

ccnstítwen las cepas de 1. /xt/sr’o*xtoras de usina (8’rst, 1981). La

actIvidad rtihntcrobiMa de los sotirenadantes libres de células de los

cultivos de bacterias lácticas es mw heterogénea y depnde de cada cepa en
prtlcuYartflrrisy col, 1989).

Y, 2 4 f(eeto d la ratalasa en la actividad inhibidora de las bacterias

iátti<nMlKcinIadm~

Los resultatosde la Terna iv 3 IndIcan que la cepa rúnero 2 es la única

e~a activ~dad nst’ína parece dÉcúse en 9~ffi ~,.<te,a la producción de
PefáxIdo de hIflgffio. La c~aci0ad de aígtnas bacterias lácticas de fTOdiJclf

ce hieflfNo es zm propiedad indeseable, especialmente si en las

en’sYsWt ctkas eriste u~ alto contenIdo de oxigeno, sí se emplea mucha

ra~t o ¶4 la actividad de los animas que degradan el peróxido de hl¿~’óg*no
*5 p~i~ta t~cb llinger’ y LOcke. 1987a1 En tales casos, la presencia en la

en y reflttn cárnIcos de mkrocrganismos productores de agua
oxIgenada produce attraciones de su coloro w tnncIniilffitó pflCOZ.

tas bacterias láctIcas 411lifen en su capacidad de prodxíry degradar Cl

per&U4}* nen NastUqsyKolzapfel (1987>, observaron que el 50 ~de
10 tetas dc t. s.fl ce rigen cárnico yrotcian peróxido de hI«tgffiO y, de
e’ Ib rowrta telucta p~’ tébUmente,u faltada ‘a buena selección de

Yfl bacAerSes lácticas Méflees n~lka, en parte, por qu4 ¿ p/Mln¿n A
se’ Ar¿t$y A son tos rMcroorganismos más empleados cono

1h05 *flrn. en ia $atorwte te crotctes cárnicos, y no ¿ a¿ o 1

cWkflegectes más «myet’ítttastttke y KecJuImrw’i, 1987>.
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V 3 I~nUtLKita..sKrtarnC¶W~ blca~ a rrej ~
c~e rtti*dad M1ifW~X%Ifl

Cu~o se aislan fractertas Uctkas y en ox: kv ar kact*ac$. te ti

cerne y de lnpro4.~tos ck,~cos no es oos.b e dntf ros e

siguiendo los sIstemas de i’dentiflcstkti ersp¶ndfl e e, ya e

éstos sebanneolas oled esde lasa MnÁento¶dc7’ entenas, ‘txa

Jomen, 1919; Rogtna. 1970. SMr#e, 1979> iNsta rruy rac*ent Ya

cepas que stYi difíciles ce idantirí ar ~eer~ql ron W~.o ka

‘estreptotacterias o iactcoaciks at¶p os’ (TknMy y ~tnpe, 1
1975, Stirn. 1979) NO obstante, cro suq y’ ~Inrr nl, el tenis

‘estrptctactetias ~tipicafes deaafcitrato ya 0* 15 b Y tic

de origen ctnico no son menos Y1p4 en que las denst en Lea
ros cruerios de wentírícacróo y cI~~ífi<xi~~, o.e4to a a l9serrcSe a

oropiededea de las especias Ce r$gen crnc~

Con el tPMsckno del tIempo se haN rtAlitUi» OSflf¶is5 flMtn ~
identificar y clasIficar las ntreptOwctertn te «1905 ck’tSk¶ ar,

1975; KitChell y Shaw, 1975, Hitcktntt y cot. 198V. Iotas e ¶4 bosaN

reaccIones bIo~jImici5 yaitíes, que al no emplea 5?l*i flflr 05 4

estabiechiiNleflto de los gn¡po5, han llanto a la cinc te rr
irnec*flrIMneiNte cctnplicadc~s y nitrarías (Sh&« y íIM~0Oq, 1.

obstante. en 1909, St>illingtf y Ukte elterrof~ U’ fl9*m4 a

$dentificatIto raplea de lactoNotIos de arr rn~co ti

apnctacl4s de crncteristkas tIsioltgtcen. la nisycr oxte de15 CuÍfl orn

fácilmente detennImbln Este neue’n. que se ni~tinen en a fl%rA $
»Nciwe npeCes recientemente caracterizadas, come ¿ UtA 1. dtflfl4 C
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pIScIcóla y C dftnwn4 por lo que lo elegimos para la identificación y

clasificación de nuestros aislamientos. Nuestras cepas, cuyas características

morfológicas y bioquímicas más significativas se aprecian en las tablas IV. 4
y IV. 5, son bacilos homofermentatívos, crecen a 15 ~C,producen ácido L(~)

láctico y D&> láctico, no fermentan el manitol y fermentan la ríbosa, la

sacarosa y la trehalosa, pm’ lo que siguiendo el esquema de la figuraS, 1, Se

clasificaron como ¿ s*e Las características descritas coinciden con las

señaladas por Kandler y Weiss (1986> y por Cliampomier y col. (1987) para £

s*e.

Ninguna de las cepas aisladas crece en medio MPS de pH 3,9, a excepción

de la 449, que lo hace débilmente. Schillinger y LOcke (1987b>, han señalado

que, aproximadamente, el Ii % de las cepas de £ ste no crecen a dicho pH. A

este respecto conviene destacar que los lactobacilos Incluidos en las

estreptobacterlas atlplcar son menos acídíficantes y acidotolerantes que

los demás (Reuter, 1975; Reuter, 1981>.

Todas las cepas analizadas se desarrollan a una concentración de cloruro

sódico del 7 S, lo que coincide con los resultados de Champonuler y col,

<1987>, dc Scñiilin.gery LOcke <1987b) y de Mortvedt y Nes <1990>. Cuando la

concentracIón es del lo U los resultados son varIables; la cepa 29 no se
desarrolla, las cepas 2, Ii, 20, 23 y 38 crecen débilmente y la 449 se

desarrolla bien (Tabla IV. 4>. Existen discrepancias en cuanto a la capacidad

de ¿ st~ de desarrollarse a una concentración de cloruro sódico del 10%, ya

que mientrasschillingeryLocke<1987b) indicanque el 93 Udc 131 cepasde

£ .sa4’e crecen a esta concentración de cloruro sódíco, Champomier y col.

(1987> mantienen que se trata de una característica excepcional.



FiguraS. 1. - Esquema de IdentifiCación ra9~fl de estrev Y Sn

flrnico, mD~ presenciada ACtOS rntst’

Fuente Schillingef y LOcke (l9$lb).

x~i~ne~~ 1.. ea.

i~ teS”~ k ae~ota Sta ciAfl
S~fl -~ un
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Las cepas de ¿ Sfl analizadas muestran tris capacidad variable de

NflhilM la rgrnina. pues mientras ías 2,11, 29 y 38 producen amoniaco a

o jicto ninoácwo, las cepas 20, 23 Y ~ no lo hacen <Tabla IV. 4).

Sc*illlirvpr y Locke 11957W, observaron que la mayoría de las cepas de ¿ tate
pnesm esta capacidad, lo que concuerda con los resultados de Chanpoeníer y

c 1 (1987> SIn embargo. resulta curioso que Naidíer y Welss <1986>
dflcflbm a ¿ site como incapaz de hitolízar la arguniria, ya que la cepa que

cmiswreo tipo. ¡a ¿ site ATCC 15521, crece de esta capacidad Reuter
<1981> crcinda con rnestros resultados en que la capacidad de hh#olIzr la

rgzn4m varia rni~ho entre las cepas de ¿ site y ¿ cu-ntus

La capacidad te algunos lactobacilos de producir ácido sulfhírico es tris

,ractartstlca perjudicial, ya que su proliferación en los alimentos origina su
deterioro tgmy col, 1989) Nin~m de las cepas que aislamos produjo ácido

tM~r o n rtingan de los dIversos meatos en los que se estudió esta

¡ranud Cr*la iv. 41 No obstante. Scl~iiliriger y LOcke (1987W, observaron
0* el 50 * de Las cepas de ¿ site que estudiaron producían ácido
su

Las Capas ce ¿ site coloprteti tris serie Ce características básIcas que

las dUnuctan 4* otras especies de lactobací los. Sin embargo, poseen otras

159* Se nr$acitsi entre cepas es ía nota predonlunante. Las
~Seaentre la cepa tipo y ías propiedades de las cepas de origen

ex$fli las direcultaces 4* ~ Mores pn identificar sus
fl <PaOtet t98l} En este sentIdo, la fetiseotación de la aratunosa,

wA4ta escu tu, fltttna, 5.1km, celobiosa, maltosa y lactosa, que en
la dsfltctón de 1 site en el Benets Mn.pal pr Svsiematic Baeterloloov

SL ItM) set tencas ~posItivasde IdentificacIón.

01~
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se cofrSldtrMO~~ varlaniles eo las 15 cepas n esta espacíe rnaíírflfl pci’

oianvorníer y col (1957) QuiZá esto Cttílt ¶2 ‘ Sn 0*
nuestras cepas fermentan deterlmriSdQS ar aras

Que todos nuestros alstamltrtos se rayan 1 tt¶f¶ r. . site . o
es sorpremente, ya que algunos ion tS90drfl I~íMN O ‘ A

especie puede convertirse en la prat nWrta a u

m3t4’flción normalmente efopifluln en U: e en Va el oc. Vas

embutidos crudos tWt445 (Locke, 1986, Scr4iUnqef tU 0, 1 ?‘~ y
HaciNeln¶M~n <1907) apoyan esta oflnrvod ~ ‘ f ni al

~ ‘ni

tradlciofllrfleñtC.

Holy y HOIUPfCI fl988) tamt’*n P~m art tÍo Vas

lácticas aisladas oe carne de ncuno, anteo a oc’ y a ‘ O

temperaturas de refrigeración. nltte un fuerte fl nra

constituyendo lOS aiSlamientOs de Z. s*e ¿. ‘ u ¿~ y ‘ casi el

80 % del total de bacterias lacticas Ideritífí Ceov Vn

tavtiCtfl ruede corniderarsO cono una nf afiLe de fifl dMt ‘raca

racernau (Kmdlei’ y Weiis. 1906V Astm~rWt NceNUO y c 1 ‘ Ser

aLstt comolabactri2Iáct~c.am~iO~ aenka orne «t~*)

><orteala y tlákeIá 11989>. utIlizando el a

Saiiilinger y Locke <1947W. han estatiltCkO ~* es ~l

láctica mayoritaria en loe productos ctrní os erwmod’fl a y
Nolzapfei (1967> tambIén MO OfrSe<fldO 0* . .a e ~e

predominante en la carne picada de flote radufiflOA a

esta especie lOO de las lIS cetas aisladas.
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Oiebaimente consIderadas, las estreptoóecterias atiplas, también han

constituido, de acuerdo con numerosos estudios anteriores, el griso

bacteriano más numeroso en el bacon (Cavett, 1963>, en una gran variedad de

productos cknlcos (Reuter, 1975) y en carnes envasadas a vacio (Mol y col.,

1971; Reuter, 1975; KItchell y Shaw, 1975; Hitchener y col., 1982; Nolzapfel
y Gertier, 1966) Su presencia se ha considerado deseable, ya que participan en

el a~rnento de su vida util <Egan, 1903). Recientemente y como contribución a

una mejor comprerisidn de la clasiricacíón de las bacterias lácticas de origen

cárnIco, Cliampomier y col <1967> han comprobado que los 6 grupos de
iactotacIlos aislados de productos cárnicos por Latan y col. (1978> y la
mayoría de Vas inte9r-antes del grupo u de Shaw y Hardlng (1984), encajan

perfectamente en la descripción tipo de ¿ MU

V? 4. - Prflhtn¡nr*no.LkL desarrollo ea las cenas ie L site a

Tooss las cepas de ¿ site analizadas se desarrollan a 4 y 8 ‘C, a

flcepcltn de la cepa 449 que no lo hace a 4 ‘C (Tablas IV. 6 av. lO). Estos
resultados coincIdan con los obtenidos por otros Investigadores. Schilllnger y

LVcM (l9fi7Wy C$anpem¶ery col. (1987> oúsertron que el 99% de las cepas

d~ ¿ site estudiadas por los ¡rimeros y, todas las evaluadas por los

Se~guiidos. crecieron a 4 ~CPoe el contrario, adío el SO % de las cepas de ¿

P4flai te tesatedian, y tá~llmente, a esta temperatura (Reuter, 1981;
SoMitioger y L ka, i987V~ ltstings y ltkwfel (1967) han observado que

fli9n de las lOO capas ea ¿ site aisladas de carne radurizada se
dasgroilabon S a 4 tC n4 a fi tC. Oniuzás esta r~maIta se daba a alteraciones

ea niafs’¶4ace urea osVacttacuoswbwaasur,urizacióa
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Mtgalmente, ¿ MU y ¿ tiflwtii¡ son CCraSeersfl ciorne

microorgMhlsflos pi¶ctotrofos, siendo los quq crecen a tetrayaraY~ras mM

b2)55 de todas bacterias lácticas (Reuter, ¡90!. Krt}er y wunis. 198(4

Os nuestras cepas de ¿ ~*é ntrqria crece a 45 ~C,a
nuevamente de la 449 <no se fúbastran los rn’sita2nx La vn~ortt de

estudios realizados Mita la facha, coinciden en tafia’ r 0* la ntynir pete 4

as cepos de ¿ s*eno se deirrollan a 45 ~ctftegtr, l975~ Ctaw y

col, 1987. »astlrgs y iloiflpfel, 1901, Ker%eaia y MtÚá, 1969> o Mmi
mt~’ débiUneote tReuter, 1901). SIn emt~rgo, ScNlIrn90r y Locke I%?b Mm~

otiseNado que el 8720. las cepos de ¿ s*ey el?? 2 te lasa ¿ <itwft’s,

crecen a dicha temperat’n. La mayoría de las capas oa i. flttrwasl se

desarrollen a 45 nc (Regter. 1901; SchilIiriyr y U4U.e, 1

U tei’npetatlta óptima de creciinterto te Vfl ~st os
tácticas cOristitwt un pafreetro de grao impartar~cka t a

eleccién ce cultivos iniciadores cárnicos. Así. rs eVitfli A’ r Xi . a

desarrolla bien a temperaturas stpericres a 40 nc. las trpratru tpt a

de crecimiento de A pasfnxrw y oe ¿ pkflsw ni, sitiar, entre O y

nc. S,.IIOO los de ¿ fl# y L amin algo menores tLQcxe y neta

198?) En tt estudio cot%tatl’i’o de tÑerw pactaras edicas de

Iniciadores cárnicos (¿ 5*4 ¿ c&wtt~ ¿ flnram A & y

A~VO5~VW), SdlIliiS9V y L~C&C ¿19098> cOz ret*tn ais t ate a ‘a

ewecle que se desarrolla mu rápiflnwU y cori rmeycrts recr’ en

meZcla crica maefleoita a 20 C’ te 4flerr~c e de 4nfl[ era
esCecfaImeote sigNificatIva respecto a los lacIobtacÚ tietn fi te

c«iLrol, al que no se le habla a0cicMdQ n1sgu~ cniit n r atar



224 Dl~J$tc*i

Y 5,— SNnIs y cinética de orodicción de metabolitos ririsles

Y. 5,1 - ÁcidoS II.) l5ttíco y IX-> láctico

tos resultados de las Tablas IV II a IV. 15 indican que ei~ las cepas de ¿.

stc qu hemos seleccionado, la producción de ácido láctIco, tanto L(> como

0<->, auTi¶effl al hacerlo la ternperattn de iricttaclón Además, la producción

de ácido láctico es proporcional a la masa celular fInal, por lo que la

#rnxtfrtdad de ácido láctico a una misma temperatn es igual en las
d versas cepas, ya que le menor producción por una cepa se corresponde con
una menor mesa celia arde esa misma cepa y viceversa.

En un estudIe realizado con 4 cepas de ¿ p/MtMLm. Moritville y col.

(¶967> dew4strraN, que las cepas ¿sse producían más ácido láctico
a rUfrsn un 455 celular mayor, por lo que los coeficIentes de

rodactWttad eren 3¶Vntlres en las 4 cepas, Independientemente de la
cantidad de ácido táctico %rott.acido. Estos investigadores comprobaron que las

Oereft os en la producción Ce lactato no se debían a variaciones en la

ewacIidad g icotitica de fits diversas cepas, sino que se relacIonaban con la
ctac a~ ce en cepa de producir mayor o menor masa celular.

“~t %~eryV’ ka (1909W haN demostrado que la menor capacidad de A

x’. &I<I y A’ g~ni&~uce¿~ respecto de ¿ site y ¿ cu-WtL~ para
darraitnn a 20 OC mis a rnpanstie de que la acidez desarrollada por los
~flMtosatiene atan a Urntca sea meiw. Los autores citados demostraron
0*1w cate ea ¿ san completamente los azúcares de una

rnafl atuse tras 3 ttas da tnctación a 20 ‘C, produciendo una

can Mar te ácIdo láctico te 5,3 vo’oJg Este valor es aproxímadafnente la



,iíted ~ el prnjcla por msfltfls ce~s a una rqsen{sfl SIOSIVOr <Tse

iv ¡4) No oNtMte, defl recardsrn e, en tu sistrr’M ‘ es

bACterias lácticas deban prflsctr m’ or aotia4 ea sc Ibc’tt , 5

medios de cultivo Corrientes Wa <¿ije LI tfll 555

íYIgnoioy col. 1968, U¿pe. 1966>

Twtl*n ~‘ado’uicy col (¶989) en un e roe tea con

crudos rm&rado$, observaron ¿se LI del m ata £rIJZ rr~a

aM’idQ en su elZotacIM~ »neñtnta ¿ s*~ <ea, ni Mmt ¿ A&wsn

<2 mayor desfIlo dO 1 ASE y ¿ tWWtW a VaS trio0SrStfl<l

tradlclctNalmeftte empleadas en linee en te rs de crudos

cjradú¶ <2&fl ‘Cl. rioce que estas cecas crgwVartr Vas ncn» tures
1’

presentes en la rseula ctnk’a en &t4s ¶ktt O uM

NrticIJlWffiefltO rápido.

~acepa de ¿ ~Artnrn iAiitz’am cro bacteria iikt~ a . 1 os

nuestro trebejo, produce a 30 ~Csin ao~yr .fl iLe le ti

cepasde ¿ t*< edlferetclade kensu« ea se oste n t’

col (1973) Cttetvartft <eje 15 SCtltldSd nl Ce j~

x/MMctk/ (rente a $ ar~ era ron a 21 OC qse a ~t $2 OC

atribuyeron a la menor pro~xcitn ce kia táctí ni a LI tectpfltfl m ¡5$.
YIgloVa y col. (1986> evakton la capac¶ded de #‘~lrLna te er Y

ácido láctIco a diversos teffiptretwee, viento qe era ni**taa a OC. se ni

en aipNas cepos en las que tenis kw e 3?

El leído LIctke erodIsciOo paf nuestras cetas está e . • e

fnayorfadeioscnos,#rmlS*#tCx’ ,edfltánr, • y

%delO<->.HastIñgSyN*iZtOftIti9Ol)f4l ~iseU LflUdt
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u<’t deaWttlUdfl a 30’C. prácticamente todas preXlW’ entre tI! 50-80 2

del isómero Wl y entre un 20-502. respectIvamente, del ~-> Sin embargo,

en una mne2cla cknice. ScnillInger y LOcke (198%) ~anvisto que tanto una
ceta ce ¿ site como otra de ¿ arntw producían ambos isómeros en la

miMta ¡r%OzC’44

tos dos Isómeros derivan de la actividad de las lactato dest!I«OgffiSSlS
ttU<l IU5-detantientes oe la correspondiente esttrCOSC4Cifidt.d. En £ 5*4

t crnti~1 y /. cisc’ stbsp. psettw/a’Urun también se ha descrito la

utstentt ce una ¡adato racemasa (Sletter y Kandler, 1973> tarazón de la
8 SWiU prodxckn Ce uno u otro Isómero, poa’ia deberse a <eje la 1011

r’ecóm a posea actívidodes L(•> y 0<-> dírerentes. lo que daría lugar a in

ei no de uno 80 lOS dos isómeros respecto del otro (Kaodlir, 1983).

El ático LI•> láctico es un fnetatolito formado Orante la fermentación
kt~ a de aV~iam alimwitosy tiene la mIsma conflgflció4l que el producido

las té ‘has esicartota No obstante, en ci yogur hay cantidades
sustn’cleks me De> lactato (noger, 1976. AleN, l9$2)~ en los rumiantes y en

a especie ¡rara la presencia de este ¡netatolito reduce el metátoliStnO

ce ¶r y cauta acIdosIs. Debido a su menor lasa metabólica, en c&nparti¿O

un Va ‘U~ safo Le>, ya tos efectos secundarios mencIonados, la CÚIS ha

terreras restritg el comuna de prcóxtos sílmenticlos que posean

c#tetiLnc caes a tas ce CX-> lactato (CtIS. 1974). U ingesta máxima diría

de ON VacIase es de lOO mg/Kg de peso corperal (Doores,1983>. lo

0* 5 ~ qe es ura cantIdad diludí de alcanzar por el consuno de

¡ruoctra tIna o cMtcos 1 ernnta4os.
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El stacetllo (2,3 butaflo4~Cftfi), es un rnettifls pt4fl~Z pr

espacies y cepOS Ce MCt$ftfiS láct’ca rnccntia da~ ratn cara tr¶sUsa

se la rnrtnuilia, es un comgqflto Interesante ar sus prn.tfladn
rtlffilcrtoins UJay. ¶942) Sin entarga, Ita mu todas ce este trta$s

socc¡ón iv 5 2), indIcan <eje ñingin Se tos casiaS ana ~flas tftdu n mio es

sateflties 4$ dlacetll*/acetotf¶a en Vas musas dar Itivo a¡nI*a4n~

tas b&teria~ lácticas harn$ansentatwas ra*cen rita
diacetila/acetotu a partir del pirwato que del cItrato, r~ v~$na 0~

procese tui pranto como comienza ci crectenhanto de estas ¡iii arr

u produccIón rOt~i?fl tiene lugar Oraste ía rase encnensal ce crer. %t,
riv5~ tarde, y cotricid ando can la fase estocirtarla, a

rnttab<eliZaCIÓfi tEhGer4y y caí., í943t L 1 fltt~U&fl ci

opaefvMo q~e la producción de esta rñetaoollto S#ffiIS$ se la cepa a

~‘nv se Oían y col <1946> estu4~arofl en actor os kticn al nan LI
trperatn en la producción de dtacetIlO y toenar» que era mhni al

OC Ello podría expí kW que no detectásemOS estos m#tgt¶fl al 1’ 401

des*TC’l lo de las cepas esturada e las d5nflfl temperatiras rSWOSU. y

que solo se detectasen tranaltarirente a 15 ‘C eraste el toasen
a¡9~fla3 ee ata cepas óe ¿ sse

y 6. -ínntifícaclán y curadaS Ial de 4LV#VSO5 tSM de L

a’

NaCC un Dr de d4cad~5 se oUsefv4 <eJe en os bacter u Itrílca aVptS

funciones rrielabólícas iflwertt4fl eran tttkt 1* 00 ‘



228 OIWAfl~

estimulo Inicial P~ <valuar la resentía de elementos genéticos

txttict«flo$CffihieS en este grupo bacteriano. McKay y col. (1972) realizaron

estudiospim¶efls en este campo al especular, primero, y demostrar, después,
que la ptrd¶da de la caeacldad de rerrototar la lactosa de algunas cepas de £

Ixtis se obtenía empleando técnicas de cinción de plás#ildoS Desde

entonces los lectococos han sido las bacte<1a5 lácticas cuyas funciones

metab4licas codificadas en pláSVnidOS han sido mejor caracterizadas; hoy se
Sabe qae muchas funciones metabólIcas como la utilIzación de la lactosa,

síntesIs de ¡roteasas. utIlIzacIón de citrato y algtras otras más se

ercuentran codificadas en plávnldos <Batí, 1986). AlgunaS cepas do L lxiii

stso lxii, y de ¿ Mcl/, s’ksp. ctArÓ~’s contienen complementos
plasawicol gandes y complejos tOnasen y bavies. 1984), pvdiefNdo poser

entre 2 y II pISSVnídO% ~s~je lo mfl frecuente es encontrar entre 4 Y 7

<MCKW, 1903).

~ncontraste con las rgnerosos estudios realizados con 1XíOCXCUS SP,

el CItA pinMdico del género LxloWddA6 no ha sido todavía bien

c*~%teflflCe~ Desde oua Chassy y col. <1976) presentaron la rwiIfleta

rweffucía de la presetc a de plás¿’nidos en £ csse( diversos grupos de

iwtSttgScrtS tía demostrado su existencia en otras especies y cepas del

ctt* género tChassy y col, 1978, SJnhiey y Fryder. 1978; Vescovo y col.,
1902; Un y Savage. 1986, Klaerewrmer, 1984; Hes, 1964; Romero y MCKay,

NanItas ¿sae un gran nnero de pl&múdos de txia¶xI//uS 59. $011

cfl%Icn V3att. 19611. otras se ben asociado a determinados fenotipos Corno

al meteboltamo ce a lactosa en ¿ tun (Chassy y col., 1978>, a la

resistencIa a los mttltttcn en ¿ x,4~Oi4¡, y ¿ nt4tr/ (Vescovo y col,
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%2t a la ~roO~clt d~ le do táctIco y a Sa ferr¶*ntac!ór¡ 80

ltacetii.D’9¶ucoflffilnia en ¿ .~sNn~c~ ~ ~ ~ ~ a ~

~4I«L’80¡$fl2I 5>~DOltO95iSCUniS ‘155 A#O aan 4’ 4L$4

y rs 19821 PacIentemente se ha demnifntradO la sdlf ac en pl
da la s¶ntesi ca tres Dactericc%nn, ura producIda tct ¿ XASr )~ tSr

y~lasrtwmsar. iQOl)ydosw £ Sflt~c1MIlSP45ryL(ZU ?9fl5,Ncrtved¶

y Hes, 1940)

Con estos antecedente,, y deOldo taoto ~ldes dg <II 4r OS OS$~ ‘4

noei del DNA plaaffilOico eti la ProduccIón 450 UWSCSU ant ~crto 55

1. .S54 como al hecho de ¿sae 145 perI1145 P14&4¶54 ctflzPrc ni!
tuellm uctilrer d can ceoe, 511w utiIes para lnivnt! ¡ant

re¡55¡oneq entre ellas Wavtn y CQ1, 94! t es cor lo <es

vtni~aaltzr la posible presencIa de plflnddús en ~arlasde nuestras etas 80 4

tse a lados óe embutIdos crudo, ctntln

&r> ~>artedel é¡flo en ei atslrderto e 54454flacsc de 5 ni

recae en ¡a elección de una nsetodo ogla iwecuaa ht. 44 t, O tP4A

olarildico ea las ¡‘acteflas Ifictiis se 4~etectta tras la a ti

hnt4 el e<esiifiVio en graO entes de ciento de cesiltniaix§ da e 1 ni

<ClCs4ltEt) <eei DNA Dactertano ¡ng~a40 radtierenu a y rstat~

¡9)4) ~a microscopia electr4t~ a te e sp r»u an&a 14 55

t¡nnittkn clrwlares, c~qe trtc poeta e 5 en ‘ ea e e~t
de su contorno <Gordo y tlCKay, 1974, C’Mssy y c 1, !5’M, »dorun y Vt$<sy,

¡9775

Actualmente, la eleclnires e en 94)45 de aqarou tonel’ w~ suc a
mas adecuada y rácIda para la vlst>allnctdn de ptMr!tt en tas set
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lácticas (Klanehammer y col., ¶978). Sin embargo, en los procedimientos de

detección de plásrnidos, primero deben romperse las células y,

posterIormente, extraer su DNA. Para conseguir estos Obletivos se han

utilizado varias técnicas que, a grandes rasgos, se dividen en dos grupos,

métodos de lisado sencillo, en los que la membrana celular con el DNA

cromosómico unido se precipita y extrae por centrifugación (Klaenhammer Y

col., 1978; Gasson y Davies, iQBOb), y métodos que conllevan la
desnaturalización del DNA cromosómico a pH alcalino (Currier y Nester, 1976;

WalsIi y McKay, 1981; .Ariderson y tlcKay, 1983). Los últimos son preferibles

cuando se espera la presencia de plásmidos de gran tamaño molecular (GasSOn

y Davies, 1984). No obstante, actualmente es frecuente el empleo de técnicas

mixtas que Incluyen tanto la lisis celular como el tratamiento alcalino de los

1 isados resultantes <Klaenbammer, 1984),

también se han desarrollado otros protocolos racionalizados en

estudIos preliminares simultáneos de la visualización del DNA plasnildico de

un grao número de cepas (Leblanc Y Lee, 1979; Qasson, 1983; Mderson y

McKay, ¶983, Oasson, 1989>, Estas técnicas son generalmente del tipo mixto,

Para la detección y visualización de plásmídos en cepas de ¿ 5*1

comparamos la eficacia de diversas técnicas, todas ellas mixtas: 1.) lisis

celular por el método de Chassy (Chassy, 1976; Chassy Y Giuffrlda, 1980)
seguida del aislamiento del DNA plasmidico, según la técnica de Currier y

Mester (1976), 2.) Igual que la anterior, pero seguida de la purificación del

DNA plasmidico por centrifugación en gradientes de CICs-BrEt y 3.) técnica

miniaturizada y rápida de aislamiento y visualización de plásmidos,

desarrollada por Birnboin y Doly (1979> Y modificada por Gasson (1989).
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10455 elles CIeNO en C~W~U! 13 11515 ir4Ctal de 55 celaSes cm Piwz~ma

in ¡écr~1cfl trad’lcioflle¶ ce 1193 y at’Skfflitflo del DHA plnmk co

en~nieUtofl a WícM$C 50 05 lActcbSCiIOS, se 000544M OlA los rn’jltatos
eCitenIdOS se dflIW a su eni¡~íll45d a la I¶so¿trna Esto ttv’5

~ue5$ desat’rolI¿MO otros rnkt,d04 para OPtimizar a acctén 404 tINO anZPI’I’4

cro el empleo de detergentes. entra los ¿sic destaca el totedil sulfato

sccrco <SUS) (ChSS¶y y col. 1976> La lisis ceWiar se ccfzSI’gQe mediante la

nicciOn cOr¡N~lflad4 de ía llsozirna, al polIetil4o glicol y el SOS. seguida te una
IrcucoclOn de las células durante una hora a 37 ~C,para facIlitar la d$9estitc

Ce la pared celular Sin embargo. algunos investIgadoras <Kinrtiemmar, 1984>

opinan OlA dich44 Incubación C5 lrnecesariay que iflCIlJSO va ffidetr$fnento del
aislamientO de pínmidos en algunas especies ce lactobacilos

De los resultados obtenidos en la sección iv 6, se desprende que cori el
primar método de aislamiento Y visualización de plfisrnidos, las cepas de ¿.

san ~nali¿a4nmostraban 1 ó 2 plásmIdos de peque&I tamto molecular

Gando se realizó a parificación del DNA plasmidico a bOffiOgtfl$IdSd.
mediante centrtrugaci4ti de los lindos celulares en gradIentes de ClCs’trtt.

los resultados fueron negativos. Sin eritargo, utilizando la técnica
miniaturizada y rápida se observaron 4 Wndas plasmldkas en las cepas ce ¿

s*e 31 (flq 4 22),y 71 (líQ. ‘1.23) ylen late ¿ S*t’ l48ttIg~ IV? 24)

Esta variación en el rúnero de plásmidos detectables en ursa misma

cepa, dependiente de la técnica de visualización empleado, ha sido observada

por otros Investigadores. Leblanc y Lee <1979> con un método mIn¶atÑtifldo y

rapido de visualizacIón de plásmnidos demostraron la presencia de, al menos,

un plásnildo en diversos estreptococos de origen oral, que se creía que

crecían de elementos extracromnosornalts al no haberse detectado en
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ce cantIUuFc~t~ de lindos celulares en gradientes de

ir! custro can, F$ t6cr~Sta irilrtattrizada y rápida de visualización de

~ ‘% íwttónessamásútil.r¿flYreWoJcibleffilncwnde£
5$$~ ma’vtzflas. Las táttNSUl que emplean cffittifugtcioflfl en gradientes de

ni 1 005, crfly req.Mtef¶fnlflYO tiempo, lo Qfl 155 c«wiertt

a práct as, eta abmante en estudios preltfniñatel (LeblSflC y Lee,

~ ct o ante es la ~ftd1OUde kspláSffiidCS Orante la extracción
del DHA Nc mm, aove todo sí son de pequefio tamto Los últimos avances

en 1 t . os de fitia a molecular han hecho imecesrio, en muchos casos,
pV! oc a o~neSaad del DItA plasnildico, que puede escindirse con

innni ce retir ctátt trM!$fCtflWfl e Incluso secuenciar a partir de

V 4405 ProcedenteS dt pequeños volur.ffi$5 de cultivos
Al 1

vi norhactesMCiidePitWIOOSffiSlQmMde lascepasda ¿
~te #t’!flteb% se mutaren con ellas e,<ptimefltOi de curado, para

sí tu cwac~~m ea tnas!r sustancias antlrnicrobianas estaba

S

trato de has p¶temlO» puede ccnse~Sn mediante el empleo de
Seras de ciertas sustancias, como el t.rotnuO de etidio,

rttt te a. nonthachaa y, noectatenente, acrii’lavina, o mediante la

45 105 u~s a ma Izar a teVrwerattrn de crecImientO superiores
a 10 <4 #W 00 rast&ecta a trabajas realizados con lactobaciks.

IV 4 1%?) ft¿Ci5&tn sí Intentar wiener variantes de ¿
U no productoras de Sactadina F medIante la acción de
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sustancias oultnlcn ~n eetngo, 4 C*05¶ 45 05 3.~4<5 anfi¶ltaOas, si
~ierd3trO11tal DrQplodal tras sncub lores 5ur.ntvasde ¶i55 ~‘u!ttos ~37y 43

ctc

En cartio. ScIslll!rtget y LÍk*e (I96Su) no .ornl’4uircn ~aríerstesque nc
r~tetízasen tatacina A <st’> a patttr de cu!ttval de L. sin aectcos a 37

BC temperatura superior a a Óptima Sin efniYergo, tras tres tratamientos

consecutIvOS de los cultIvos con acriflavíña, cOtwleron II y fi variantes sn
ce la 256 olonIas arializaaa$. de ¿. Sfl Lb?06 y ce las 356 de t sifl

Dado que nuestras cepas de ¿ site 604! Ce orIgen carfilca. elegImos I~

acrifiavina como agente curarte. comprobando que Sin dosis #Sfricoras

(tabla 1V, 16> coincidían con las obtenidas Nt SchlllLñqar y Lúcka <I9fi~s)

~ra las suyas. Tras los tres tratamientoS con acríf ay na, el ft.rsero de

colonias sin actividad Inhibidora. procedentes de 300 colonIas analizadas de

c~a cepa oscilO, según las cepas> entre 14 y SO (ItIa IV, 17>, resultados
similares también, aunqje ligeramente superiores, a los de Schlilir>ger y

LCscke 1 1909a)

De las colorín curadas carentes da actíví ‘ d añtirnwrobifl, se

seleccIonaron 5 procedentes de las cepas dt ¿ Sfl Ji, 77 y 14, que se

sometieron a la visualización de su DHA plasnidico empleando la t&cnca

miniaturizada y rápida de aislamiento e Ihnttficacttn de g’ tamidos El

examen ce los geles correspoMitñtfl a las cepas 31 y 77 revala el rtsano

número de bandas plasmidicas en las colonIal cwaúas que en las ctg ma es

<riglsas 422 Y 423), por lo que respecte a la cepa 148 Cf igra 4241, en Las

nuestras de las colonias curadas parece fa ‘tr. al inanes, ~ra de tas tres
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kfln ce CelA as csco Ce moy« InseAo molecular, no observÉndose *11 dos
ce ellas i~ Nc455 ~erp4f~c< turaño

Le a re ultados ObtefltdOS Se deduce que las cepas de 1, Site

era lUdos ~ni rMasrnLdos de diverso tr~sto molecular, sin que se haya

Ce ento. lo suficiente para determinar sí la síntesis de las

InIcias tostoras de naturaleza proteica se encuentra vinculada a algtno

80

No . SanIe, se ube aje en algunas cetas de txtx«Cus sp. la síntesis

Ce Nctericc se encuentra codificada en plás¿’nidos de tu tamaño
lar variable fDflzanski y col. 1902. Nne y col. ¡904>. Por lo que

tr~e~ta a te r~ na (la bacteflElma mejor caracterizada), a pesar de que

n ten erutas gentítus claras de que Los genes de proÓ~ccl¿n de la
U ací Ca la sacarosa están codificados en pláSiflIdOS, tal

1 vta p Id ea no se ha identificado convincentemente <Onson y
3~l

~a tt~ acm e a sIntesis de kcteríoclnn en plásmidos es .n hecho
>ers A~fn~ts (D’aeschel y Kln<ywntne<’, 985>y

~x~’ Xl ‘ ¿a~ez’y Kurta, 1981, Aayy col., 1909>

1.55 t04entt~gaciormes sobre los flhsnfldos que codifican la producción de

McteriocNs en Sactobací os P¡m Sito Mfrttrlcamente Infructuosas (metí y
II, lS,bm’er~«ywm~<, l903.JoerpryKlua~.~snheer, I905~

kncaeí y to4., ~9§O~La Identlflcadttn de tos ~tSmidosrelacionados con la

a de iectxsn F en trMPacMj4rtes de t x4t~$IM80 uesin y
~aet*Snr, ¶95’?), «nt t’4yt la stUart nide’ricta de que los plásmitos de
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~oaíactoWclkS puedan Jugr un papal in~crt&mte en ~osfeMmenos de

transfererClS genética y de proOjcciÓn ea rotabas attarfiistas del

des04TOILO de otros rnicrtOfqaflistSOs

Recientefnentt, y por lo qu se retire a Sos lecttsb&iios dt origen

crnvco. scníínnger y t.Wce <196ta) y Mortmredt y Nes !19*X han puesto de
rnanifLaste en dIntStt cepas de £ nte el posi~ie peri Mada pa’ el DNA

plaridico como re~onuble da la ducción Mctr oc

Sin entargo, cro ya se hS seAs mo antes, en asta trabajo no se ha
podido ~ií~i4at el pe~i de los PláSnildos da i~s Cesas d~ £ site

seleccmsnadas en la sifttesis te sustancias antisní rOtSMsa5, aunque

soss.crman!05 que dicha relación es inportwite y su aval taciÓn definitiva

constituye uno de nuestros otijetivos más Irnpcrtfles.

7

SC2LLLSÉLW&rI lrdcrwri nIcsnImtoi

El altaacerrnnlento de los almantas a tesv0aratlrfl de refrigeración
inipLile o retrasa el desarrollO de los m¡ctOPtgtfl ras qu~ ctntíentfl, Las

temperaturas de refrígeracítil reducen o 1555 den la s rstesSa <le diversos

metabolitos finales producidos por las nitcrocqmi os atarantes e impiden

o disminuyen mucho la sintesis de tonteas de i~s Cf r9M4W¡O5 patógenos

(Paluflo, 19M)

Sin em~tgo, tiraste los gitimos ~cs ciertas bactertas paicrotrofas
patógenas, conocidas desde hace tirto, has MQJrfldO usa gaii importancia



en La lndust So altntmefttwia (¡¡O se Y~a debido a que tanto la mejora de los

todos 45 aLslamLefitO e lcentif¶cKlOfl, como lota estudios epidernIOlógícOs

t.. ~át’>o, dido rawiccer su verdadero potencial patógeno y tus
!scmMactore1 sc ~ (Orth y ltotzek, 1989) De otra parte, el amplio

a teff ~etaci~en la cotsetvtctWi de los alimentos, resultante en
gr parte da la crnni¡ente demam de alimentos precocinados y de rápida

ce#ncI actúa se acclomndo los microorganismos que contienen.
tacIIlt eí arrollo de los rmslcrotrotos Los microOrganiSMOS

n~ ror Vos EAW 45ftrkltf¡, aquellos que se desarrollan a temperaturas

Ce re<r¶rac*4n, Zefidientemeote de su temperatura óptima de

gfniSerm’tO dCl, I%Q>

kas rmetrgei94sPnfl pslcrotrofos patógenos se encuentran Ci

t E, Y sntncÑ fk¿ y ¿/st mMccytOgEflfl No obstante.

.0 oMero ‘1 aquel es bactertas nopoicrotrofas, que sobreviven

Lar perIsta Ce tiempo a temperaturas de refrigeraciÓn (C jejwi

y frute ~i ~ar que se desarrollan a teMperaturas ligeramente
05 fi~ ‘15554451$ flfts$ $1 ene/M Sp, Y/w~paO*voIyftcv~

2 nso~ st k~ de ti las rtetsgos derivados del empleo de temperaturas

EN’ >19561

La re~npnc5Or do los alImentos no garantiza, por si sola, la

te hn4e¶ retcrtsras. la sqwldad de los alImentas refrigerados

Puede tnp¶irse c’sr4o ka relrtgeracitn se emplea «njsntmnente con otros

Sectaria o bureru ni4trobieMs (rMrg, ¶989>

LeMnr y Pote (1916> astrea$ron el t¿nnino wrreras u obstáculos
para ter aquellas sttactns en 145 que el empleo de uno
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sustar,cia 0.»rniCS o factor fisko, a usa ccr!umflrar;kn o ~flrcbCn aje por si
no prc4mte una ,nNb~ciÓri total, protege elLva~rte ~osal tnser4o$ es

¿mrgntcía ea otros lodosas ?lmn;tantes. a nIveles tana-tEr! gP Cern fl

dtc¶r, la combInaciÓn de factores irúm N4«es puede tesar c otñsecuancba

usa nse>cta considerable es te estetilidad 45 105 alimentos. va que las

crosrgflisfflos pera desWnlIorfl deten $We?W, tflr~crr e, toan laS

berreras impuestas (Scott, 1909) Estas barras Incluyen. ntre otras, la

atidiftcacion con un descenso del 01. el c0r4r01 Ce la Nredfl 045)5 As. la

cnsencla de rnícrofkra competitIva, La utilizaciÓn oe cen.sefl’SdWfl y las

Iratamieotos lermlcos altos (Mtberg. 19091

Las bacterIas lácticas son microw’gmsisrnota ¿flioIiOffiefite er!splndfl ami

la conservaciÓn Ce los alir,entn (t3acus y l3rown. 1951. SmIth y Pa¶gn~io,

1933. Oltmbs, 1987), debido e%Ctatinefmtt a su cwac’ided 45 elabOres

sustancias artimicrobianas «kaeschai, 190911 En este eor~4axto nuestro

objetivo la sido evaluar’ la capacidad de 2 cepas de £ s*# pera IftsI r, tan o
a temperaturas de rtfrI~eraciÓn como superIores, el Cesrnllo ce r

f.Sftfll0I/Mtd y ¿ ne McfloQ’1~tw4 ffiictorpenttItn peLaretretas

patÓgenos de gran interÓs en la ind.atrta cárnica EOrtVi y tflzetc. l9~9.

RaccaaqNewIngw~ i93~fly CSI, 1990>

1.3111 factor de gran ienportancla es osas las tmactari$s lmáctkas siete,

aswnlsmne. capaces de desarrollerse e teffspertsns de reffl~pnct4r! 511111W

y Speck (1975> evaluaran la posIbilIdad Ce emplear esafllvas 1nle5at~tes

selectos (formados por cepas de ¿ twjrrws noflicnotrofu) pera lftt¶mf el

cteclmíento Ce fla~aw4oas sp en a Lrrme¡fln refrtgendos, otsertaxt su

absoluta ii.c’zsociCod para cueplis tal runc en. Champare y col. 4 5990)

realizaron estudios 55ffih1Mt5 con cepas rnesaf lías 4$ ¿ttxxtw si~ en
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~#therefrtptS~ Estas cepas erar reccemsndadn por los distrIbuIdoreS

rct ~esot~ su aa Idod ~bmtzra de ías bacterias risicrotrofas de la

Icho. ri no si cesrrollwon bien a 7 ~C.pro&~ciendO cantidades

Uác$40 tU Oy4ar45k#raOlAMlO5~li5i5CStUístícosm
se erCOntrflen tererckas sígiltkttlvts en el crecImientO de los
55 aoorp¶ttf$s05 paktotnfos ce la leche, con o sifi cultivo iniciador NO

ante, Abdel ter yltwr¶a <198411 han obtenido resultados más alentadOfn

‘lltnreo uní ntcrotnIas de ¿ tutp~kw para irt¡lbIr el desarrollo de

$~mn.0o¶mn sp’ En este snmtito. tanto ¿ att 23 <Tabla iv. 6) como ¿ Site

~46 EPotiguez y col, 1909> han demostrado ser irse9tltvoc¿ffiente

oS cfltfl4a

VI

Y nc Ah es un rnl rsotgarñstno r~l1rn%te dístribuldo en el
~ lente e litado en It patoqenla de ¶xia variedad 0$ Cuadros

5’ aje afectar a la especie lunas tSwMninatNft y col, 1982>

5 r55fls Ce tnte~ los cerdos se consideran como el mayor
roservarie u serotiptms de Y t,tnvco4Ucs implicados en infecciones

,emiite <siete nÚwenelfrii,O$yCY9(Bern¶udeZY col, 1989,

~i4’ 1 tManr!tn~ 19981 u carne Ce cerdo, tota o en combinacibn con la
45 ‘MU5tlifl, es sus trigreetante esencial en la formulaciÓn de embutidos,
puet taje ciertos t1005 de ertutides r,o se nneten a la acciÓn del calor, su
esta ini y fl9 dad enicr*Lsltgka depende de los agentes

art o fradas en el rotocto (Raccach Y Hennlngsen,
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Se *ae. teade Itre flempa, que en los ~Vtlns de y ertnwwM/tS ka

fLora tOffUttttfl ejerce un ~ar efecto en sir 1 ¶ehl .

(¶9434) oonfvrofl aje la iflaítcac <le t eftt$CX 2 .1 04 ir

anrrollon¶kflfPuenCU4t~5~1*toScO~r’~ ten.~

eabta a un fer*sneno <l#nom i~Mo de >rnnIfFcaCtÓft rnettóII a’ y ro a un

agotaPkiefltO de rtatrientts esenciales o ~un cwttie ~ ~ a

tenián <le oxigeno o de la i<ntesis ea fntt It si t ~ 1< eS4ielta y

5~UffiS~W~ (¶990), MO señalada CM los ntnt si a tos <le fin comp*tlt 4,

nenctaflne@te flfir#lfl ~ y enteltoctertas. en ka cre ptcsida fresca

ImpIden la detecciÓn ce r e,stavc»/fl4”* a loo 5 cias ea l’mntfl*4 a i~ ~C

A 4 ‘C, la mira flora competitiva lograba que al fInal ea ia Inatacisin la

pt*lacitn 4* r #I*?CtVCV/IUU fo r~n mover a ! mil ~A

Ln los <los casos. la flora mIcrobiana comsietittta era rre~ot <le 1 mi ¶ (9
ufcig y l.a de >‘ flttVCoI3ta de ~as 1 mi 10 tc/~ 105 obbst te, los

4ta Y ~,twrdt &f 0111 Pl veles ba}osi 04 titO coenrul n u x ¡9
mjc/~) al enzar niveles de í mi íc9 y de 1 mi ¡(9 s4c.tg a A y ¶6 ~C,

re csattlvZMlIte E*usMina y fnrmyoa flfl4.l i~ar otnrn4o sin el

bnaThfl§te résitwceoM&a del serotkpo OmS, encisLtIvoo rsvlflfl cori otros

PM rootqaniflO W4 60 eflCuttflI’05 en menor ~aeeN~,no dtfltre del t mtnl.

sin em~rgo el CesrollO ~eY nsitw«$ftta03 fracasafl. tteto a ‘U o a

26 ‘C, en aquellas cultivos m¶mctfl cuyos lnOc’askomsi erar supertaras al swt~

Los estudios cita4omi se han basado en cutt*vosl rntmctn de >‘

ffifttWOJ/t~’J y WO$ bacterIa <sffl nQltVflt £1 pOter!Ctti Ce las

bacterias lácticas ~&Ocontr~W el desrotl ~ de r antr~fl ha stfl

analizado por otros tneestlgadcrn Así Paccach y HemtngMh <19843 han

observado que tanto P atnXftAS art P x t&tt~ y £ flrzrnsi
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pueden ernplearse para prevenir el desarrollo de Y &‘,t~co//tka en la carne

y productos cárnicos. En sus experiencias, la inhibición de Y enteroco//tita

fue manifiesta, cuando no total, a 27 y 35 OC. Nielsen y Zeuthen (1985)

observaron que el muy rápido desarrollo de Y enteroco//t/cs 0:3 y 0:9, en

cultivos putos, era ir~iibido completamente en los productos cárnicos
envasados al vacio, inoculados con lactobacilos.

Chavarrí (1987), al evaluar en leche pasterizada de vaca la inhibición

por bacterias lácticas de diversos microorganismos patógenos psicrotrofos,

observó que, de todos los estudiados, Y enteroco//t/ca era el más sensible a

la adición a la leche de un cultivo láctico iniciador. De manera similar a lo

observado en nuestras experiencias, este investigador no detectó la presencia

de Y en teroco//tfca en la leche mantenida durante 72 h. a 16 OC, mientras que

en la leche sin adición de cultivos lácticos, Y ~tetvco//tfce alcanzaba, en el

mismo periodo de tiempo, casi 1 mi Kl9 ufc/ml.

Recientemente, Nout y col. (1989) han observado que la fermentación de

alimentos infantiles por bacterias lácticas, presentes en ellos de forma

natural, inhibía completamente el desarrollo de Y entetvco//tita

Los resultados de este trabajo demuestran que las tres cepas de Y

A7tfi-oco//t ¡ca utilizadas, son inhibidas por £ site (Tablas IV. IB y IV. 20;

figuras 4. 25y 4.26), observándose en las experiencias realizadas a distintas

temperaturas de incubación, una correlación positiva entre el ní~mero de

células de £ sa.te de los cultivos, el descenso del pH y la concentración de

ácidos L~) láctico Y DC—) láctico. La irú¡ibiclón es más eficaz cuando se

emplean las temperaturas de incutación más elevadas y el microorganismo

utilizado es L site 23 en vez de £ site 148. Y enteroco//tIca 14405 fue la



cesa ints reslotente a la flmSbicSÓn por t nÚe

u~rcttiiCe¿ict4ouctboyelc ilvJ’ e

or ~em’nemite,íes ractores <s~ ~ el creas $fl4t’kmtt 4* íes

t*~n4te 1. ute en Ye,V«ftÑ/1ft4 ht em«s 1. rl aigtinfl ‘ tÓn CC

¿ sse 23 en les ceses ea y ~g<j wa54n$n. expar ‘a. te se

h~ eatenpitna4o Qn esto uva prosa 55*1 asOma ttctko ~ ¶44 de t. sse 140

Tabla iv 191 krqut t. sr~p ¡4 produce una smnsitrc a tel crctltea
ex ceiu or Ce miaturalsn protesca, Hta no es activa ente a r flrxa/’M~¿

(Potig~e¿ y col, 19891 fil papel del tctfl t=tctkcoes la 1fl11 5 5 4* Y

enw’vc 112 ftflC ve reforzado por el Mallo de quo, lretnstente rSe a la

treeratuta de IratectOr, les niveles 44 V efttW~c’omuitJ decltnretCi cuando

kas mi veles de ácIdo ikttcO producidas por las cesas C~ L ,nte exnofltan a

ser catectabas.

Y efltthxrot/t4~ es sIn .1 Qoñk$MO sin vio telera nikares pH ~w
>Se ole re enn para su morro5 n es Ce pfl neriarcs a O

HP> Aflismo cssídaei psi del rred *54*5, ‘5~a, 5’

nr 4 ~ de<setrollt eflamente a A ~C(9eePIC Y Yertuy, ¡9791

4reCycoi<lfl<sdOitÚa eLftsrrotUoysmcef~iv 54*5’

ent 010 erel t.se#Sakr cuasroducl ttOiIile¿Cl

latí mi par loo cu’th’ ni íflcrts y el ersip es de kec?> de cuera caWU4 rl
enncsa)n pn SrtmIb¡r e? recl#ÉeOtO de kas >‘ersni,n en dicho pero4zxts

¡aseo Scrnuuxgr y une u set> aem~flnesi que la WI ‘545 de

i~ s~ nr ¿ sSe es epít~e 5*5 cites cnfls se doble

avaturvailoste a la pro4iscc*P qe bito láctico por la bacterta láctica

<van



ada OLX»5O4

0* ‘ni resultados oblenitos sie oe~xe que las cepas de £ ate

Ja ecetón rnrmí~sdcra dmatectable y Clsantlrlcable en el

arr r nVusW~IW4’OCn medios de cultivo llajIdos y a diversas

iras En csnaecuemicta. y conociendo que las dosis infectivas de >
(nc 4 e en persona adultas sanas son mw elevadas, del Orden de 1 mi

(9 Setq ESZ¡ta y col, 1913>, ~aacepas ~gj site e~al’adas podrían ser

i%Sctoresi de tfl~t”flC 4tilfl para ‘r~v5blr el desarrollo de Y enterrco/ft /ra

¡445 carnes reú$pr’asn y en diVersos productos cárnIcos.

~ 7 2 IP4I4~’ tÓnge Ii I4tÉM

É Peni ~ny1 cran es un WPcroorqsnirno Cnm-pnittvo,

44k a NtOqeiio Para los an~íaln y el hombre, particvkwnenite en

44 1 yt*osi ata fl4<s como recito ¡maídos, mujeres gestantes,

“lib, . ~*os ¶Offiettdmks a heffiodtállsls e
~m 5 5 tos de <su%mkoterapia o corIicotera~la (Farrag

y st,, ¡9541 fi nl grweo, la infecciÓn bacteriano que cursi con

io, 5efjt CPMJ~ y flrtos, se encía a ~.naelevada mortalidad.

del 30 2 flr, 1989k tu ernnas sanas, sin enfermedades

er es, reiatÑnute r~ silentes a esta enfermedad

A tú taCe e~ ‘ ti tos que diversos brotes *e llaterlosis

mIraban u#c**~ al cenn¡m te ksmenws cnnínaeos, lo que ha

rse una rtmnta Qfl tsciocmtn en It Irdatria alimentaria Weor~e y
&CV mente se sin aje a cerne y Ita productos cárnicos son

taflnres de cene de t u ma~wg j~n~ y col., 1990>,
aje r& a s’a crácter pa trote, Se cvmv’erte ea un mícrvorganísno
a vnera¡ta a dnrs~ o oMene eltenser o reaxsr de los MInIOS



uc o cttatOO ti ut tea4kte~ 44 lflttef’n ¡kt~cn o 4e

~ elnii~ redwx la nrr~44 * e ~

c UttP 554 4teC Irol issialk ‘II tiC ,1 9,

~ ose <sA el efecto Sctert 525 .0 ~fl ~, tetas lo<ktcfl frerQ a

tn~ytt~’fl C01YOtit~Wt ptO 1 * e~ O A

~a adllycoltt9t9>hafl ¡o4oeiefe=z 5V’ M5;siy,Cn So

4~9sr44¶ casos, nstefl 4n £ x ?mIi4t C} « en ¼4

mt no que Ek¡cPsraflY col (i987t0ofl~ y E! ¡y. 1,

cIten 541 N~O VOtCtWiL Nro PíO el 4flattOklO, U y!, Cfl

~ Ocade 44 Mvtdo y en carfíO y ~r- E “tíkos 4e polo en e ncta

~e ~l aIMt?,41 tfth’A.’ ~kIí’1 :44 II 1N31fl $erfl4oq’Je

no e de molla e ¡4 55adifltk 4* ‘os tos

e’ Mu osc*iíet*C 1

no re%ltmIdos 4* e 5 ‘esfl u’ CtA 5 tres cetas 44?

~crfrr~ ría?iz r’t3re 5555 esauaat tSnesta~tolotaCe 1
SMi <salaste Y t ‘ÚtÍW tr 14441V 2lys~ 23.fE#tfl421V4

1 NO ctmtffite, los 1 es stn es 5 M y ‘ n w t¶fl~ 01k~ cua~ sra 4*

‘~ A MC £5! A NTn’flnlas4l44tI~¿s

le,fsíle<str ajee? ~ 5 aoV*i’tCO’fl actobacú kas

~c=~cwas es estay prcttO

De loor ltastOOEffi it e Ci ,cekntX’155044£flt

,corocyt~’tw0X11 tos cs3ltivOO mIxtos a fl10SW tementa tota su

tecW?e cs*No «nenia a sr aDicta k4 SC ~C«OLáctiCO

>4 ssno> y a dtfetettCs* te o CM rna en Sos csAtlns con
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r ~‘ <4fla io tgmoflpcrt sttl4SelsifnilraIade ¿
e ~3,a ce ctA sa producción de ácido láctico nr el primero sigue

e Esta sifltscith potjrta emipíitrse por cí efecto

44 ‘ 1 4* ka suetrcia arkttmltrotItna exocetular de naturaleza

‘5 or £ sr¿t4tSccrlnoycoi. 1991>, a la que se sabe que
es fi st ~ssr~yt~sirs <ftcttipnz y ccl, 1989>. La pro~jccIÓn de
vstizrú mí ot4’masi encaMares comienza a apreclarse a finales de

441 Van e ol del II e Sos rse torgM~iSn145 productores o al

~í eiaconra fin nuestro caso, estas rases coinciden con el

1 t’re~ retoce It: menocyfé~ars o con su fase estacimsaria.

4 sir nr¶o’s loo trwntl9etores qn Pan observado el efecto irt~Iti4or

fi . ?ti ooen¿rUn~crto$~ín Ya en 1966.Orayykilltnger
i’ ajeun merrde5,Qbrdwb5aeldesrrollodeust

$ , y 1 <1484> utílinnqo como acítiante el ácido

~~t~so ~r¿ronQn este ras roorganismo iftlclaba su desarrollo a

de 4<3 aAtC y ea 5±23a30‘C SSnemM’go, adrnitenqse en
mía sa, wesw1oe~i4oalapresencaácíaotscrteí

al ac*t’tco. os nItres da pH 1 itar>tes pta el desarrollo de ¿(st

nepnies pceien ser sspísr uíwneete tnycúes que ka citados

Los *0<03 ‘eolin4tcsPtasta 1984 sobre el efecto Gel pH en el

¿ afloQl~rn te le realiZado empInado p~ a$astr el

tal. lo ckrret<r e 3 embr
9s, cIertos teStes Orr*C.I, corno

e U y al oit o se líen empleado Ú’adidorrakmsxte pta Incrementar la

y aoa er a seprcu mfltoláqhca te los allmerttes En este

arte r 1989 1w, Imestspco el efecto de vEtos ácidos en el

<o ce me que el psi vntmno pare su



=45

r’fl¶ ¶etto en .a~ ti esril a tr* 0 y Y> *4 >C ~ entre 4,44 y ~.¶ a

á~’cTell$Yt44{ i.l,r~ %l~rtt~& 5*540~

nsctac ‘A Lii frtU ores rmí,h¡eron ie la ~tWt4mí1tttPM4zNt

1 ldOl¿ttlcoesrflYcrqiAIadeks&c ctSr o,’nll:cy

offl ~tl o, e igual o ilgerrenle menor aje a 4*1 8cm aCetí 5

sirvaron aje, mndspehdienteffiente 4* ¶44 tr<waÚn, nl 1 que nvceta el

¿rsE rlMocyt~enn era, ptanl acta t8ct 0,4* 4*44

nwnad y r4sirth <1990) ooSorn qA loo fl~at44re44 lo Soso Irven a

raent=40.m$ curo inp¶bl es 4n~ de roll Pr rotzo te

etale, ir e~nbr#¿o. a$aotn que e~ pr ~ <sue a e c ~
pt~oi5 a cono niraciones a~tae de 8cm 44 e pr duzcan fi o

ceMares permanentes U papel de ¡a actd x en a ‘ 1 ido ¿rse

neyta~rs~ se ve reCortado por el lio <se que el OMUOO 4* t 8t405

en poitientes ni Irte 5 9tstfl i esit8 r#si naCo corro o Vact que

<rS 4si a 1a torcido de ta tnreccido ter 1 a cfl<rter. 1909)

5’artr y col (¶9891 no ran fácil el hter ah iones

<IeVtnttlv’as octre nl erecto cia los lttvoo ini adores ejercer en la

zirnsencla*e ¿$5! ffl~Wft ¡rs en ~es t. c r¾csatvfltfl.dtbSooa
aje en orn e i.>e?ier’Cies. en la rm=e’strasen ~ que se <seteosdoan It ter-tas

ini iaimente, pro no en el producto fina), toco de citas se e orar con ir

cultivo inlcíncr y otras cinco sin el mt-srm. Oc minero moto. 4* Sn mimírsitras

que trIevi=ri/;t<rusiwfl~yusvsene’ Son ttmsseettcraroricon

JI cultivo triic?ador y tres sise él Prag y HrW U9*9t sugieren wse ¿

M~7(~~4W$ se 4*ISrOU¿ oto 0t¶enCtl de tas bacterias psscntsorea

con flectsion’gs sp. presentes en ¡a ¡noN En sus naperterotas, el

y’
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4t#flnS-bs de esta ~tiesas tampoco se VIO afectado por la pre-sefItia de Un
S~On y COl <¶990), aftftftgi qn Cl áCIdO producido Por íos

‘tos <aceres ej un factor srmportuste en la inhtbición del desaTollo de

1

4Mco*ro, la cl~~fic(tÓn taxcnWica de 1/si m~eoq’tc3Mwsha Si-do
*41 e confusa En 1977, Wlliclnscn y sones realizaron un estudio

~io ce ¿sleru y recrr4aron ~J inclusión en la familia
- Las Mterkcsnas. moléculas proteicas con Actividad

art ra, posen genere rente un espectro ce acción litnitado a

espet y Pfl4 ntrectkarrente relacknUn con la productora, por lo QR la

Ú er rete citan wsglere ka postbilIÓad de que las t’acteriotiftts,

- eno no res. itÚ4jCttfl QOt’ las Wtteri&S lácticas podrían irt~iblr
el 4’ de ¿ t M0~’t~vs (Harria y col, 1989; Rodrigvez y col.,

fin este Sta e lían realiZado recierternente diversos estudios, que
la 5b*c*ón de ¿ni nmooq1o~’Éín por bactetiocirias

¿id e ~tn <Carvs*nati y col, 1989), P x/c/lxt/c,

- y ¶ Psscci y col, 906, Ntelsiewycoi, 1990>, Ppe’rVosrtcn

y col. 1 ¿ siete C NiI’ínget y Lucte. 1969*. Rodríguez y col..

flete y st, 1991> y Cptsctco/s (AM y Mlles, íg9~> 0 esta

a. el a bacterias lácticas bactetit~c?i11Ogénlc35, como culttvoa

1 .= las bacteflectea aje producen cerio Aditivos alímentrios,

sant en al u no rerrnestun, puede constituir un sistema

ef za ‘1*54 v’mnwta de ¿tsE flMVQ~fiitS en los alimentos
ipuea y te,, iját A este resi~ecto, se sabe ~ 1. S*I

4 e n n%rcSa a lar a las bacteriocloas con efecto

Ut ser $L4uieeEcfl~n($4ttInOycot. 1991>.
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Oxte el control de ¿ (it MM«fl4~W en lfl alimentas q>nz4 «TIvW’44

recordar que es un nflcro«ya ir- r~4reeu ~fltr50u44toen lanatu’aien.

purfltÚCose encontrar en el sueSo a~w. veyetacitn. a’ tos, en

anenales y e-o ias wnn~ Puede crecer en un em~=A5o tatervak de

tenfaer’atfls, lrcl¶fla$ las de refrljerac to. y pennaíece {211rW41 mucN

tiempo vi-a~le a teeeparatrras de congelacítft Se desnrtlIt en un rollo

intervalo de pH y Ñ¡ es mayor el nwpet en e’ que tcttevive Crece a Mg

~rtadecta4Mpta otras bacterias y se stt~a entre tas formas ve~etat¶fls

Matertanas rrt44s te<fiívreilsitentes (kC¡etl, 19891 Todo cli Itodita qe en el

control de la presencia de este m$crwrmtrto ntOgern en 1 o sí’ os. es

corríe<íiente rgcw’rfr a 53 InterAcción de iflnrns factor-es.

fi desarrolle da loo mkrwr9ots antes en la carne y t>fld’Jctfl cérnlcos,

se encuentra controlado por la tnteraccitn de efebo P&8P4tN5

Plt=ttltkmksy fliOlNt41bfl, entre loo Qn se Wcb~en ¡a terripratura. 0*1.

oMertlMo oc ad<~ens, corcenracltn oe sal y/o de nItrito WMCO, etc

~csíertw,i%6) Sttnníat y col (19W) etsecvnn que la eficacta oel
nItrito sUlco en el control Ge ¿(it deye~la, a4emfis de la

trtentsra, del pH y tel «Cteftido OC c ort*t ttt ce, Los mtwnos autores

concluyeron laja el nitrito sUlco. a les rileeks permítideo en los proOjcboo

árn tos, ~v3camentemostraría tarta actutou fi ‘ttora s¶~vfftcatlÚa e~,

productos refrigerados con, al menos, un 3 de sal y 4É ~*lde ~.5o menor

OLxlladwi y col (3969) twi observado qe la ctMtica del *WrOUO de tnt

anv-t~w Scott A en un o lIquIdo delt,mdo de~nde,

rtrticu1*mente en le que resoecta al hwr lo en>snenct¿al y a la duraclor>
de ta fas de latenc4a. ea la tateracotdn <a CIrCO varIables. troeratn y 0~~

*tal. tWa Ce atnMtn, contewtdo en ckarwn soo ce y cs&entnckn de

nitrito #dtc~ Los mine dates *041*tU qe el 5:5to sUlco onu una
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acción bacteriostática significativa frente a 1/st maoocyto~tnes Y

proporcIona a las carnes curadas un alto grado de protección frente a este

microorganismo, especialmente si se emplea conjuntamente con una

combinación de pH ácido, una concentración elevada de cloruro sódico Y una

refrigeración adecuada,

Los resultados de nuestro trabajo indican que las cepas de 1, sato

analizadas pueden contribuir, junto con otros factores, a mejorar el control

de 1/st nwnocytogeños en la carne y productos cárnicos.

V.B. — Caracterización y nurificaclón narcial de la actividad
antimicrobiana exocelular dc / sate 449

Los resultados del efecto de diversos enzimas proteoliticos en la

actividad antimícrobiana exocelular de 1. sato 449, se muestran en la Tabla
iv. 25; dIversos enzimas proteolitícos anulan la actividad inhibidora

exocelular de la cepa analizadas de donde se deduce que la sustancia

antimicroblana posee una estructura proteica. Asimismo, los resultados que

se muestran en la figura 4. 29 permiten establecer los parámetros cinéticos

de termodestrucción de la actividad antirnicrobiana referida; de ellos se

deduce la excelente termorresistencia de esta cepa,

Uno de los criterios básicos para que una sustancla antimicrobiana se

considere una bacteriocina es la existencia de un componente proteico

biológicamente activo (Tagg y col., 1976), lo que se pone de manifiesto por su

sensibilidad a los enzimas proteoliticos. Asimismo, al igual que las

bacteriocinas producidas por 1, (ennentan 466 CDeKlerk y Smit, 1967), /.

he/vot/cus LP27 (Upretí y Hinsdill, 1973), 1. actobao//us N2 CBarefoot Y
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Klwtrffier. 1903k t sc t%W 54 ~flfk4M y KtaClflr¡flt l, ¿

rato L~?06 (flCtlllnQCt y L~=c~e, 1 909at t p a~tatm r ~íi (tkrscNi y cci,

I9%>. £ att LAS UtflV*4t y NOS. l90. 1. kwfl E¡3? ( trg y

NSS%. 1990> y C pJ$OCOM LVI) (#fr y tilOs. 199053, 54 ‘tr<cta

rcnObra creajct4* PS? ¿ sato 441 *0 t&u1~W’ffl si ente NO

trbI*#~ se rut escrito sttetlccnias temor si ,n, a a he et no J

tSotr9Cr y l0aerhflriW. 19451 y la cneicfl 00 iertneStef’g y f4ia4ttr.

l9q~

Loa resvlta4oS de la tabla Y. =6tntkta’i- que ia su$tg~o~41 att 1 reO ma

ea £ s*s449 pOsee ‘rs ecetén kctettOSUt%CO def tN’ot, al nlnoS±nito 1

teoosrufl CfiC ?205 Las Ncterl« tríes sen, nr 4ef.r~ 54to, prte tras o

tvmpíe}cts protetcn con actVódSti Stsctrck2s tTa~ y col, l9”6,

flMtti#WI1W. 19081 Nr lo tanto, la KtMt414 tectrtfllátka de le

yatrcla mUgtfltSta de 1. att 449 a tenderte esttlttrnetrtt en uno

s=20tw1C1’a~trnilata las NctertoCtrsfl NO tcnM4e. 53 Soctecitos 27. s~ntn~~

ant wnkrot4tna de 1, W/W11Ct4$ LP27 (4tet~et y i<iaertirsnet. 1 905> se

coneal4*fldo.. desde su eracterizatitf, como te su«tka NCtrSSC ma, a

nsr da ma rctNtSd bgtertntMtta etestentenretote. sfr y Stttes CillOal
has detefln ma ajO el mecuttfl de gtt0n de la sinUflCtl ant kr* me

de txtoOx¡/k6 sp UAL II tr5*n esbactertostattca

Use vez cracterttfl panclaltflvite te actNtSd rltin¶ r.tsan

e~ece sIr de 1 5*0 449, el 5t94lttoU Nao fut intenta? ma puritkaciOti., con

ti rIto ~tseperar la entIdad actIvada otrOs pro4~xtn orestes ceN~rn y de

las rotemos del medio de cu Un. Hoy qae mWecet q*el inot

mo no es el Más IMitado pta ei dearrofle <e Ii 5*0 449. ya 0* ka

ntten0ltes aje il etttenen contIenen JiS ceeicettflC¶~l excesivo de

4



250 oisaJsiot~

proteínas y peptidos (Barefoot y Klaenhammer, 1984), lo que no sucede con el

medio mínimo de triptona, que siendo un medio semidefinido permite la

síntesis de la sustancia antagoni~ta de 1. sato 449 (figura 4 30>, Debido a

que las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de sustancias, los protocolos

de purificación se han diseñado de forma empírica para cada una. A menudo,

las preparaciones se concentran por precipitación con ácidos, sales o

solventes orgánicos o por liofilización.

Barefoot y lCaephammer (1984), tras emplear sin éxito la cromatografía

de intercambio lónico, purificaron la lactacina 8 creando condiciones

disociantes <Urea 8 II) antes de su ultracentrifugación y de someterla a la
cromatografía de filtración en geles; utilizando esta última técnica se vió

que el peso molecular de la sustancia parcialmente purificada era de 6.500

daltona. Sin embargo, cuando se realizó una electroforesis de la lactacina 8

purificada en geles de poliacrilamida (SOS-PAGE> no se apreciaron bandas en

los geles, a pesar de teñirlos con reactivos de plata que son rnr~/ sensibles a

la visualización de bandas proteicas en los geles. Dos años más tarde, Joerger
y Klaenharnmer <1986) purificaron la helveticina J, también mediante

cromatografía de filtración en geles, empleando dodecil sulfato sódico (SOS)

como agente disociante. El peso molecular de la bacteriocina purificada

resultó ser de unos 37.000 daltons,

De otra parte, Rarnmelsberg Y Radíer (1990) han encontrado grandes
dificultades al intentar purificar la brevicina 37 y la caseicina 80, utilizando

los procedimientos de purificación proteica tradicionalmente empleados. Los

mismos autores han observado, asimismo, que la concentración por

liofilización de los sobrenadantes origina una pérdida importante de la

actividad antimicrobiana.
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fin contraste coto Ita utilí: lOto d~ ríe tÉttt-Icfl cnr~OTflItfl de

f,ltracit en 9e1e5, efto~leat$t43 en ¡a ptrlfi att de ocr ocr ce it

tc*acil la purutkMtdV~ de la pedw~c~ <a Pk’l ~Oná~54Zy kurta. ¶907>5

de la AOl (ihafits y col,. 19081, pro*a~$M pr %ed¶ecocoe, se l’n~ realizado

pr cr«notog’O< la de iñtettrblO vtAtco U ~n rroleculr de la pntocl~a

PAl (16 500 oeltclW se detetmif~ó pr cromatwtfta a filVeo ~nen geles,

mtesitm que el de ia ~ed1octrvaAol (2700 OC tc’rsr5) SC fi b

eiectrOfOtO So en geses ce pollacrilnlÚ4

fin nuestro trabe», la pstfítattéfl a la acttvWS ant ¶crct54fl
ewS?el4alW de 1 MU 449, se reaIii~ cotswitrfl les seOfeMÚ*ttCto 005
iIoViiltaCiÚfl y sietarWiO las proteinOs por ctOtnetogtietia de ftitraflddi e-~

9CI# utiltbtdO. a,iiynlWiO. u~ agente dVflICtC orne la tna (a UNa

conceotretiAfl 6 Ml pata seprar los a7epdC4l protelcos de ia sustato a

ate rnicrflitfla descrita (fl9jral 411 a 4 331 El procen a prrf nc ‘u~ se

tradujO en .*~ Incremento ~OC0sptetlt4 de la actividad Vrt b ora

específica y en una reciteracidto m’ay peqrta de la actIvidad rtoitidcfl

ertItoal (Tabla iv 27> Los resultados o~tentdo5 reallflOieO la ObNrYaC Oto de

que las NoteriocIliSO son, a veces, reuk*trwitfl a su prIf Icactón ernp en

tecnlcas estwtd&1flfl3 de SepfltlOSl (RUÚ4MiSbOfl y Rad~Ot, 1990)

Taeit$4n es pcs*le que la ltofiliflCitti. realizada antes de las crttrttatogMbfl

de rníractéto. afecte regatfremento a esta actIvidad rttnYlcrtfl

La p4I*OC de actNidP& a mefufl mts*fl. que se induce d,rante ¡O

pisUkadO4N de las kcterítclilflS. constflwe U4prflltffiO corr¡tA’ en las

bacterias l&ticas <mgg y co • 19761 Otartfcot y Kiatftrel’ (1944) y

serger y KlaeftW~ift~ (1 9MX ú43tcreMe ltgrtto recicerar ux 0,4 ~ Ot la
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actividad irdNibidora inicial de la lactacina B Y un 4 E de la helveticina J. Sin
embargo, mientras que la purificación final de la lactacina B fué de 3.222 la

original y la de la helveticina U de 837 veces, la purificación final de la
stistancla antirnicrobiana de 1. seA-e 449 es mucho menor. De ello se deduce

que el método de purificación que hemos empleado no es el más eficaz por lo

que conviene desarrollar otros que lo sean más.

El análisis de la sustancia antimicrobiana purificada de 1. seA-e 449 por

cromatografla de filtración reveló que la fracción activa posee un peso

molecular de 30.979 daltons. Su electroforesis en geles de poliacrilamida con

dodecil sulfato sádico, realizada segOn el método de SwankY Munkres (1971>,
indicó que la fracción activa debía poseer un tamaño molecular de más de

6.900 daltons, sin que se detectase ninguna banda proteica de un peso

molecular menor (figura 4 34). La electroforesis de la misma actividad,

realizada según el método de Laemli (1970> y tiñendo los geles con un

reactivo de plata, demostraron la existencia en la fracción activa de una

banda protéica de un peso molecular aparente de 31.346 daltons (figura 4.
35>, que coincide con el resultado del análisis cromatográfico de dicha

actividad.

La tendencia de la sustancia antimicrobiana de /. seA-e 449 a formar

agregados proteicos de un tamaño molecular variable es similar al de la

lactocina 27 (Upretí Y Hinsdill, 1973), lactacina 8 (Barefoot Y Klaenhammer,

1984>, halveticina U (Joerger Y Klaenhammer, 1986), lactacina F (Muriana y
Klaenhammer, 1991) Y propionicina PLG—l (Lyon y Glatz, 1991>, que se

aislaron primero como agregados proteico-polisacáridos complejos

(particulas globulares parecidas a las micelas) o como agregados proteicos
grandes, que más tarde se resolvieron utilizando dIversas técnicas analíticas
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Las cepas de 1. sake aisladas y caracterizadas parcialmente en este

trabajo, pueden ser de gran utilidad en la inhibición del desarrollo de

microorganismos alterantes y patógenos de la carne y productos cárnicos. Sin

embargo, las condiciones de un sustrato sólido como la carne, son diferentes

de las que se encuentran en medios de cultivo líquidos complejos o
semidefinidos. Por ello, la síntesis y la actividad de las bacterias lácticas

descritas y de las sustancias antimicrobianas producidas por ellas, deben

examinarse en un sistema cárnico modelo.

El empleo de cepas bacteriocinogéfllcas de 1. sat4 como cultivos

iniciadores en la elaboración de productos cárnicos, presupone tanto la
prevención del desarrollo de microorganlsffios indeseables, como una mayor

homogeneidad del proceso fermentativo. Por ello, el desarrollo y puesta a
punto de sistemas novedosos de transformación genética de tales

microorganismos, como la electroporación, permitiría la introducción en

ellos de genes que codifiquen propiedades de importancia tecnológica. Los

determinantes genéticos de la producción de bacteriocinas y de la resistencia

¡ a las mismas poseen, gracias a la tecnología del ADN recombinante, un gran
potencial como marcadores genéticos o como genes de interés en la futura

producción de bacteriocinas como aditivos alimentarlos De aquí que

constituya un objetivo prioritario de nuestro trabajo futuro el estudio, lo más

amplio posible, de las características genéticas de las cepas de 1, sake de
interés.

De otra parte, el que la sustancia antimicrobiana exoceluiar de 1. .sake

449 forme agregados proteicos de un tamaño molecular variable, le confiere

un gran potencial antigénico. Por este motivo, se pretende examinar la

capacidad antigénica de esta sustancia en animales de experimentación. La
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obtención de anticuerpos específicos policlonales o monoclonales frente a

dicha sustancia podría permitir, tras el desarrollo y puesta a punto de

diversas técnicas inmunológicas, como las Inmunoenzímáticas (ELISA), la

detección y cuantificación de la sustancía antimicrobiana de Interés en

diversas carnes y productos cárnicos. Asimismo, los anticuerpos específicos

podrían permitir le purificación a homogeneidad de la sustancia

antimicrobiana, mediante técnicas de cromatograf fa de afinidad, lo que

permitiría su purificación en un solo paso y evitarla la utilización de otros

procedimientos de separación proteica menos eficaces.
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