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CAPITULO 1

EXPOSICION GENERAL
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PROBLEMA A INVESTIGAR



EXP. ORAL. DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

La masificación y complejidadde los mediosde produccióny distribución de

alimentosy el empleode la refrigeracióncomo principal métododeconservaciónde los

mismos,obliga a pensaren el desarrollode nuevastécnicasque, unidasa las ya existentes,

permitan,no sólo garantizarla calidadhigiénica,sino prolongarla vida útil de los alimentos.

Paraalcanzarestosobjetivosen los últimos añosse han aplicadoen la carney productos

cárnicosotrasmetodologíasdeconservación.Algunaspodríanmejorarseempleandotécnicas

basadasenel antagonismobiológico existenteentrealgunosgénerosmicrobianossaprofitosy

los posiblesmicroorganismospatógenoso alterantescuyapresenciasequiereeliminar.

Si se dispusiesede métodosque destruyeranselectivamentela flora patógena

potencialmentepresenteen la carneo si se inhibieseel desarrollode su flora psicotrofa

alterante,la calidadhigiénicay la vida útil de estealimento mejo¡-ai-íanconsiderablemente

(Molin y Ternstom,1982;Shawy Latty, 1982, 1984; Dainty, 1986).Si bienéstosobjetivos

puedencumplirsecon la utilizaciónde aditivos, antibióticoso radiacionesionizantes,tales

métodospresentanmuchosinconvenientes.Asimismo, esconvenientedisponerde otras

alternativasqueaumentenla calidadhigiénicay la vidaútil de las carnesenvasadasal vacíoo

de las que,apesarde sometersea la accióndel calor,sufren.un procesotecnológicoprevioque

puedepermitir un desarrollomicrobianoexcesivoquedeterminauna pérdidade su calidad

tecnológicacuandono un peligrosanitarioparael consumidor.

Las bacteriaslácticasconstituyenun grupode microorganismosque,ademásdeno Ser

peligrosospara el consumidor,inhiben el crecimientode los microorganismospatógenos

potencialmentepresentesen la carneyen sus productos.Aunqueel mecanismoíntimo de la

acciónantimicrobianadeéstasbacteriasno seconocecompletamente,sesabequesintetizan

metabolitoscomo ácidosorgánicos,peróxidode hidrógeno,etc. que desempeñanun papel

importanteen la inhibición del desarrollode otros microorganismos.Ademástambién

sintetizanotras sustanciasinhibidoras,que cuandoson de naturalezaproteicarecibenel
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EXP. ORAL. DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

nombregenéricode bacteriocinas.

La posibleutilización de las bacteriaslácticaso de las bacteriocinasque producencomo

conservadoreso factoresde “seguridad” en un amplio númerode productosalimenticios,

constituyeunalíneade trabajodesarrolladarecientementepor algunosinvestigadores(Barefoot

y Klaenhamrner,1984; Pucci y col, 1988; Daeschel,1989: Bhunia y col.. 1991) que han

logradopurificary, en algunoscasos,caracterizaralgunasbacteriocinas.

El objetivo de éstetrabajoconsisteen la búsqueda.identificación,purificación,y

caracterizaciónbioquímicae inmunológicaparcialdesustanciasantintcrobianaselaboradaspor

las bacteriaslácticasprocedentesde embutidoscrudosmadurados.Una vez purificadasy

establecidassuscaracterísticasbioquímicasseestudiarásu posibleutilizacióncomofactoresde

seguridadque incrementanla calidadhigiénicay la vida útil de la carney de los derivados

cárnicos.Presumimosque,como factoresde “seguridad”,podríanutilizarsetanto las bacterias

lácticasinhibidoras,como las sustanciasantimicrobianasqueproducen,una vez que hayan

sido purificadas.

Paralograrlos objetivospropuestossenecesitadesarrollarel programade trabajoque

se describeacontinuación:

1v).- De los embutidoscrudosmadurados,queson teóricamentelos sustratoscárnicos

másadecuadospal-ael desarrollode bacteriaslácticasproductorasde sustanciasinhibidoras,se

seleccionaráal azarun númerodecoloniasmicrobianascuyo potencialinhibidor del desarrollo

de otros microorganismosseráconvenientementeevaluado.

29.- El antagonismobacterianoseestudiarátanto en las coloniasaisladascomo en el

medio extracelular.
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EXP. CHAL. DEL PROBLEMA A INVESTICAR

39).~ Los gruposmicrobianosfrentea los queseevaluaráel potencialinhibidorde las

bacteriaslácticasescogidasserán: bacteriaslácticasde diversosorigenes(leche, carne,

hortalizas),micrococáceas,enterococos,Pseudonionassp. psicotrofasde la carnerefrigerada,

microorganismosde las carnesenvasadasal vacío (Brochothrix therínosphactay

enterobacteriáceas)y microorganismospatógenosdiversoscomo E. coli enteropatógeno,

Staphylococcusorn-cus,Lisreria tnonocyíogenes,Sairnonellaspp.,Clostridiumboutulinumy

Clostridiunipeifringens.

4$.- Mediantetécnicasmicrobiológicasadecuadasseidentificaránel géneroy la

especiede las bacteriaslácticascon mayorpoderantagonista.

5Q).~ Seevaluaráel efectode diversosparámetroscomocomposicióndel medio de

cultivo, pH, temperatura,tiempo de crecimiento,etc, en la síntesisde las sustancias

inhibidoras.

6$.- Mediantetécnicasde separaciónde filtración en gelesseintentarápurificar la

actividadinhibidoraextracelulardela queresultemásinteresante.

79.- Seprocederáa la caracterizaciónbioquímicaparcial de La sustanciainhibidora

seleccionada,determinandosu pesomoleculary su sensibilidadal pH, al calor, y a los

enzimasproteolíticos.lipolíticos y amilolítícos.

8~).- A partir deconejosseobtendránanticuerpospoliclonalesfrentea labacteriocina

parcialmentepurificada.

9$.- Finalmenteseestablecerá,mediantetécnicasinmunoenzimáticas(ELISA). la

capacidadde los anticuemosobtenidosparacaractenzarinmunológicamentedichabacteriocina
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que secompararácon las producidasporotras bacteriaslácticas.Tambiénseestudiarála

utilidad de los anticuerposen la posibledeteccióny cuantificaciónde la bacteriocinaen medios

decultivo liquidos y en sustratoscárnicos.
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II. 1.- Utilización de agentesantimicrobianosen los alimentos:presentey futuro

Uno de los mayoresproblemascon los queel hombreseha enfrentadoa lo largode su

historia ha sido la necesidadde evitar, de unaforma u otra, la alteraciónde los alimentos,

incrementandosu vida útil. Parasolventarloha utilizado los materialesy técnicasasu alcance

comomiel, sal,especias,ahumado,desecacióny otrossistemassencillosde conservación.La

mayorpartede los mismosse siguenempleandoactualmente,enalgunoscasossin variación

tecnológicaalguna y, en otros, con las modificacionesnecesariasintroducidaspor los

adelantostécnicos.A medidaquecrecenlos conocimientossobrelos alimentosy la causade

su alteración,aumentantambién las metodologíasnecesariasparaevitar éstaúltima. Los

métodosempleadosparaevitarla alteraciónde los alimentose incrementarsu vida útil sebasan

en la utilizaciónde:

II. 1. 1.- Temperatura

La temperaturadesempeñaun papelmuy importanteen el desarrollobacterianoy al

modificarlaseretrasae inclusoseelimina el desarrollode los microorganismospatógenosy

alterantes(ICMSF, 1980).Las temperaturasde refrigeraciónsólamenteretrasanel crecimiento

de los microorganismosmesófiloso termófilos,permitiendoel desarrollode los psicrófilos,

entrelos queseencuentranmuchosalterantesde los alimentosy otrospatógenos,por lo que la

refrigeraciónno sepuedeconsiderar,por sí sola,comoun métodoquepermitaasegurarunos

alimentossanos,en periodosde tiempo que superenuna o, en el mejor de los casos,dos

semanas.

Si la temperaturaestanbajaque tienelugar la congelacióndel agua,inclusoseinhibe

el desarrollode los microorganismospsicrófilos,permitiendola conservaciónde los alimentos

durantelargosperiodosde tiempo(Specky Ray, 1977).Perola utilizaciónde temperaturasde
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congelaciónno implica la eliminaciónde los microorganismospatógenoso alterantesque

puedenpermanecerviables(Obafemiy Davies, 1986).Ademáslacongelaciónprovocadaños

celuLaresen las bacteriasaunque.conel tiempo,tambiénocasionamodificacionesperjudiciales

en los alimentos.

El empleode temperaturasaltaspermite la destrucciónde la mayorpartede los

microorganismos(pasterización)asi comode susformasde resistencia(esterilización),sin

embargono puedenaplicarsea todoslos alimentosporque modifican su estructuray/o sus

característicasorganolépticas.

La temperaturaambientalpuedeemplearsecomo factor de seguridadsi favoreceel

desarrollodeciertosmicroorganismosque,ademásde modificar los caracteresorganolépticos

de los alimentos,mejoransu calidadmicrobiológica.Los procesosmásrepresentativosde la

industria alimentariaque tienenlugar a temperaturaambienteson los que se basanen la

fermentaciónlácticay/o alcohólicadesarrolladapormicroorganismosdistintos(Gibbs, 1987).

II. 1. 2.- Actividad del agua

El desarrollode los microorganismosdepende,invariablemente,de la presenciade

agualibre (ICMSF, 1980).La actividaddel agua(a~)de un alimentoorienta,objetivamente,

de la cantidadde aguade que disponenlos microorganismospara su desarrollo.La

determinaciónde la a~limitantedel desarrollode un microorganismodado,esimportantepara

pronosticarsu viabilidad en un alimento concreto. La aw disminuye al aumentarla

concentraciónde solutos(azúcareso sales)y al eliminarel aguadisponibleparael desarrollo

microbianoporcalentamientoo liofilización.

8
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IL 1.3.- p11

Al igual queocurrecon la temperatura,los microorganismosposeenun pH mínimo,

óptimo y máximo parasu crecimiento.El pH de los alimentosesuno de los factoresque

determinanlos microorganismosque se desarrollanen ellos, originandosu alteración,una

fermentacióndeseableo un riesgoparala saluddel consumidor.

La disminuciónnaturalo artificial del pH seha utilizado, durantecientosde años,para

garantizarla estabilidadmicrobiológicade los alimentos.Como ejemplosde disminución

naturaldel pH en conservaciónde alimentoscitaremoslas fermentacionescontroladasde la

leche,carney hortalizas,queoriginanproductostanestablesy seguroscomo el queso,yogur,

embutidosy encurtidos.La acidificaciónartificial de los alimentosseconsigueañadiéndoles

ácidosorgánicos.

Los alimentosácidos(pH<4,6).aunquepuedenalterarse,esmuy dificil que permitan

la proliferaciónde los microorganismospatógenoso la germinaciónde esporas,en cambio

estosi ocurreen los alimentosdébilmenteácidos(pH>4,6) cuyo pH no garantiza,por sí

mismo,su estabilidadmicrobiológica(Tanakay col., 1986).

II. 1. 4. - Gasesy atmósferasmodificadaso controladas

Durantelos últimos años se ha generalizadoel empleo de ciertos gasescomo

conservadoresde los alimentos.En la accióninhibidora de estosgasesinfluyen, ademásde la

naturalezadel gas,un gran númerode factoresrelacionadoscon el alimento,el proceso

tecnológicoutilizado y el tipo de microorganismoimplicado.Así porejemplo.cl CO2 inhibe el

desarrollode un númerovariablede microorganismos,dependiendode la concentracióndel

gas,temperaturade almacenamientodel alimentoy actividadde aguadel medio. En general,se
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consideraque las mezclasgaseosascon un 10%de CO2 inhiben el desarrollodel 50% de los

microorganismos(Ledwardy col., 1971).Estegasse empleaparainhibir el crecimientode

microorganismosen productosenvasadosal vacíoy en atmósferasmodificadas;sin embargo,

laevidenciade queel CO2puedefavorecerel crecimientode algunosesporulados,como los

delgéneroClostr¡diurn, hacenecesarioun estudiopreviode las característicasdelalimento en

el queseva a utilizar

Otrosgasesexperimentadoshansido; el monóxidode carbono(CO) (Davidsony col.,

1983), que se ha comprobadoque inhibe el desarrollode psicotrofos,hongosy levaduras

(Clark y Takacks,1980) pero cuya toxicidad paraquieneslo manipulandesaconsejasu

empleo,y el N2 queinhibe el desarrollode los mohos.El dióxido de azufre(SO2) esefectivo

frente a bacterias,hongos y levaduras(Dziezak, 1986), por formar sulfitos con los

compuestosorgánicosde las solucionesacuosasque inhiben el desarrollomicrobiano.Sin

embargo,solamenteesactiva la forma iónicaquese producea pH=4.de otro lado originaen

las personassensiblesreaccionesde hipersensibilidad,por lo queno es aconsejablesu usoen

los alimentos.El óxido de etileno tambiénse ha empleadopara reducir el númerode

microorganismosde los alimentos,perosu elevadatoxicidadlimita su utilización. El óxido de

propileno,menosestudiadoque el anterior,tambiénseha empleadoparainhibir el desarrollo

microbiano(Skinnery Hugo, 1976).Y, por último, citaremosel ozono,cuyo empleo se

limita a la esterilizaciónde líquidos(Torricelíl, 1959).

Las atmósferasmodificadaso controladasseconsiguenmediantela mezclade varios

gasesqueseintroducenen el interior delenvasequeprotegeal alimento, pudiéndosemantener

constantela mezclagaseosainicial (atmósferascontroladas)o no (atmósferasmodificadas).En

los alimentosenvasadosal vacío lo que se haceesextraerel airedel interiordel alimento

empaquetado.El objetivo de los métodosdescritoses limitar el desarrollodela flora alterante
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de los alimentos.El problemaes que con ello aumentala posibilidad del desarroLlode

anaerobioscomoC. botulinum.

II. 1. 5.- Acidos or2ánicos

A los ácidosorgánicosseles consideralos antimicrobianosnaturalesmásdifundidos

en la naturaleza.Los más empleadosen la industria alimentariason el acético,benzoico,

propiónicoy sórbico.El ácidoacéticoy sus salesejercensu mayoracción inhibidoraa pH

próximoa4,5. El ácidobenzoicoesmáseficazen el controlde mohosy levadurasqueen el de

bacterias(Chichestery Tanner,1972).Generalmenteen los alimentosseempleala sal sódica.

El ácidopropiónicoy sussalesinhiben a los mohos,peromuy pocoa bacteriasy levaduras.El

ácidosórbicoesactivo en alimentoscuyo pl-] estápróximoa 6,0. Generalmentelos sorbatos

son másefectivosen las levadurasy mohosqueen lasbacterias(Ldck. 1976).

II. 1. 6.- Salesde curado

El curadoes uno de los métodosmásantiguosde conservaciónde los alimentos;

inicialmentese realizabade formaempfricacon sal comúncontaminadacon nitro o salitre,más

tarde,a la sal comúnse le añadíanitrato sódico; las impurezaso contaminantesdel cloruro

sódico,esdecirel salitre,eranlos responsablesde la apariciónde latonalidadrosa-rojizatípica

de los alimentoscurados.Los nitritos, procedentesde la reducciónde los nitratos,originan

NO quereaccionandocon la mioglobinadom a los alimentoscuradosde un color atractivopara

el consumidore impide el desarrollobacterianopero, a su vez, participaen la fonnaciónde

nitrosaminascancerígenaspor lo que el empleode nitratos y nitritos estáreguladopor la

legislaciónalimentaria.
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II. 1. 7.- Antibióticos

Los antibióticos,producidospor microorganismoso por síntesisquímica,inhiben el

desarrollode muchosmicroorganismosinclusoa concentracionespequeñas.Sin embargo,su

presenciaen los alimentosy los riesgosque ello conlíevaparael consumidor,limitan su

empleo.La nisina,un polipéptidoproducidoporLacrococcus facÉis, ha sido aceptadocomo

aditivo parasu empleoen los alimentospor lacomunidadcientífica internacionaldesde1956.y

sus condicionesde empleo sc encuentranreguladaspor la EDA (Food and Drug

Administration) (CFR, 1988).

En los últimos añosseha descritola síntesispor las bacteriaslácticas,de sustancias

antimicrobianasde naturalezaproteica.denominadasbacteriocinas,cuyaspropiedadeshan

permitidoconcebirgrandesesperanzassobresu potencialidadcomo conservadoresde los

alimentos.

U. 1. 8.- Radiaciones

Las radiacionesionizantessecaracterizanpor su gran poderde penetracióny su

letalidada nivel celular(ICMSF. 1980).La aplicaciónprácticade las radiacionesionizantes

para destruirmicroorganismosen productosalimenticiosse ha desarrolladoen las últimas

décadas.Durantelos últimos 30 años,el empleode las radiacionesha sufrido constantes

cambios.Así, mientrasa principiosde los 60 sepermitíasu empleoen algunosalimentos,un

pocomástardela administraciónamericanalas prohibió,basándoseen quequizáéstemétodo

de conservaciónpudierainducir la formaciónde compuestospotencialmentemutagénicos,

cancerígenoso teratógenos.Porúltimo, los resultadosde múltiplesestudioshandemostradola

seguridadde éstemétodo: de ahíque la Comisión de expertosde la FAO/WHO haya

recomendadosu empleo como procedimientode conservaciónde los alimentos
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(FAO/IAEA/WHO ExpertCommittee.1977).

La utilizaciónde las radiacionesionizantespresentaunaseriede ventajassobreotros

métodoshigienizantesde conservaciónde los alimentosya que,a dosispequeñas(<0,5Mrad)

no se producencambiosorganolépticosapreciablesen los alimentose incluso a dosis más

elevadas(>1 Mrad), los cambiosquímicos son mínimos. Además,la penetraciónde la

radiaciónesinstantánea,homogéneay profunda,permitiendoun controlexactodel proceso,lo

queno ocurreen los tratamientostérmicOs.

II. 1. 9.- Envasado

El envaseque envuelvea los alimentosdurantesu almacenamiento,transportey

manipulacionesposteriores,les proporcionauna protección;química,impidiendoel pasode

agua,oxigenoy otros gases:física, al protegeral alimentode la luz, polvo o suciedad,de la

pérdidade pesoy de las alteracionesde origenmecánicoy aún biológico,al prevenirla entrada

demicroorganismose insectos.Los factoresde los quedependeel desarrollomicrobianoen

los alimentos envasadosson, aparte de la naturalezadel alimento y del tipo de

microorganismo,la permeabilidaddel materialdel envaseal02, CO2 y vapordeagua,sobre

todo cuandoenel envasadose utilizan el vacíoo las atmósferasmodificadas(Calvet, 1968).

II. 1. 10.- Interacciónde factores

Ningunode los métodosdescritospueden,aisladamente,garantizarla calidadhigiénica

de los alimentos,lo quelleva a eniplearlosconjuntamenteparaconseguirunaactividadaditiva

o sinérgica.
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II. 1. II.- Las bacteriaslácticasy su posibleempleocomo conservadoresde los

alimentos

Los mecanismosmediantelos quelas bacteriaslácticasejercensuacciónaniinicrobiana

sedescribiránen la secciónII. 4. Las bacteriaslácticasreunenuna granpartede las actividades

antimicrobianasutilizadasactualmenteparala conservaciónde los alimentosen la industria

agroalimentaria;ademásposeenotros mecanismosque,si bienaisladamenteno tienengran

importancia,conjuntamentecontribuyenamejorarla efectividadantimicrobiana.

La síntesispor las bacteriaslácticasde productosmetabólicosfinales como el CO2,

H2 02 y los ácidosorgánicos,el descensodel pH que ello conlíevay la producciónde

sustanciasantimicrobianascomo la reuterinay las bacteriocinas,hacenque,cadavez más,se

profundiceenel estudiode las bacteriaslácticasquehan sido seleccionadaspor su actividad

antimicrobiana,parasuempleo como conservantesde los alimentos.(Friend y col.. 1983;

Raccach.1981; Rubin y col., 1982)

II .2.- Bacteriaslácticas: introducciónhistórica

Bajo el nombre genérico de “bacterias lácticas” se agrupanun número de

microorganismoscuya principal característicaes la producciónde ácido láctico a partir de

hidratosde carbonofermentables.El término“Bacteriumacidi lactici” sedebeaWeiEmamn

que lo propusoen 1899, aunquelas primerasreferenciasa estetipo de bacteriasse debana

Hueppe(1884),quiendescribióunapartedela flora microbianaresponsablede la acidificación

de la lechey productoslácteos,a la quesedenominó“Milchsauerbacillus”.

Las bacteriaslácticasse encuentranen los másvariadoshabitats,entrelos que se
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incluyen la leche y productos lácteos,carne y productoscárnicos, pescado,productos

vegetales,tracto gastrointestinaly urinariode personasy animalese, incluso,aguasresiduales

y estiercol.Estadiversidadecológicatambiénoriginaunadiversidadmorfológicay fisiológica

de las especiesdeestegrupo,lo queentrañaunagran dificultad paraestablecerlos rasgosde

semejanzaquepermitenreunira todaslasespeciesen un grupohomogéneodesdeel puntode

vista taxonómico.

Orla-Jensen(1919)fué responsablede los primerosintentosde demarcacióndeéste

grupomicrobiano,y sonesosmismoscriterios los que constituyen,todavíaen la actualidad,

las basesde su clasificación:

1).- Criterios morfológicos: El grupoestadaconstituidopor cocos y bacilosGram-

positivos,no esporuladose inmóviles.

2).- Criterios fisiológicos: Microorganismosfermentativoscon producciónfinal de

ácidoláctico, catalasa-negativos,microaerófiloso anaerobios,mesófilos,y con complejos

requerimientosnutritivos.

A pesar de que las característicasesencialesno se han alterado desde su

establecimientopor Orla-Jensen,si se ha modificado la nomenclaturadel grupo. Así por

ejemplo,de los seis génerosestablecidosinicialmente(Bembaceiun;,Streptobacter¡un¡,

Thermobaceriuni, Betacoccus, So-eptococcus y Teti-acoccus) (Orla-Jensen.1919),sólamente

se mantieneel géneroSffepwcoccus.Los otros 5 han sido sustituidospor los géneros

Lac~robaciIIus (englobaría a Betabacterium, Sueptobacu’riuni y Thcrmobacteriu,n ),

Leuconoswc y Pediococcus.Estoscambiosen la asignaciónde los nombresgenéricosno son

másque un reflejo del dinamismoy fluidez de los criteriosde clasificación,ya que,a medida

que seproducenavancesen las metodologíasanalíticasy en la filosoñade su clasificación,
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tambiénseproducencambiosen la denominaciónde génerosy especies,trasvasedeespecies

de unosgénerosa otrosy aumentodel númerototal de especies.Como mejorseapreciaesta

evoluciónesobservandolas especiesquesedescribenen las tresúltimasedicionesdel manual

de Bergey (Tabla II. 1) (Breed y col., 1957; Buchanan y Gibsons, 1974; Kandler y Weiss,

1986).

TablaII. 1.- Modificacionesen el númerode especiesde las bacteriaslácticas

N~ de especies listadas en el manual de Bergev en

las ediciones de

:

1957 1974 1986Bacterias

Bacilos

Gén.Lactobacillus

Cocos

Gén.

Gén.

Gén.

15

Streptococcus

Pediococcus

Leuconostoc

19

2

3

N9 total de especies 39

27

21

5

6

59

45

29

8

4

86
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II. 2. 1.-Características generales

Los microorganismos de este grupo se caracterizan principalmente por ser bacterias

Gram-positivas,catalasa-negativas,no esporuladas,inmóviles, anaerobiaso microaerófilas,

ácido-tolerantes,no reductorasdel nitrito y productoras de ácido láctico como producto final de

la fermentación de los hidratos de carbono.

Sin embargo la tinción de Gram es la única característica definitoria, excluyéndose del

grupo todo microorganismo Gram-negativo. Las otras, ni son exclusivas de las bacterias

lácticas, ni son constantes dentro del grupo. Así por ejemplo, a pesar de considerarse

catalasa-negativos, se conoce desde hace tiempo las reacciones catalasa-positivas de los

Pediococcus(Felton y col., 1953) e incluso de otros géneros,incluido el Lactobacillus

(Whittenbury, 1964).

Las bacteriaslácticasson generalmenteinmóviles, aunquese handescritoun gran

númerodecepasmóviles con flagelosperitricos,especialmentecuandoprocedendemedios

diferentesde la lechey susderivados;asísehandescritoen la carne(Deibely Niven, 1958),

en zumosde frutas (Haysy Reister,1952)y en diversosproductosfermentados(Vankova,

1957).El caráctermicroaerófiloesmuy variable (Whittenbury,1963),considerándosequees

la tensiónde CO2. másque la anaerobiosis.la que favoreceel desarrollode las bacterias

lácticas.

La reducciónde los nitratosanitritos no sedetectaen los mediosqueseempleanen el

desarrollode éstasbacterias(Rogosa,1961). La concentraciónde glucosa(2%) de estos

mediosorigina una elevadaproducciónde ácido láctico y, consecuentemente,un gran

descensode pH que inhibe la reducción. La capacidadreductorasólamentese aprecia

empleandomediosde cultivo con un 0,1-1%deglucosa(Rogosa.1961).De estamaneraseha
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visto que la mayorpartede las bacteriaslácticasaisladasde carnescuradasreducenlos

nitratos.

La producciónde ácidolácticoo, másexactamente,la síntesisde estemetabolitocomo

productofinal de la fermentaciónde los hidratosdecarbono,es uno de los principalescriterios

paraladiferenciaciónfisiológicade los distintoscomponentesdel grupo.Las bacteriaslácticas

sedividen en tresgruposfisiológicosdistintosen virtud de susdiferenciasenzimáticas(Buyze

y col., 1957):

1$.- Heterofermentativasobligadas: poseen los enzimasglucosa- 6-fosfato

deshidrogenasay 6-fosfogluconatodeshidrogenasa,pero carecende la fructosadifosfato

aldolasa,originandocomo productosfinalesde la fermentaciónde las hexosasCO2 y ácido

láctico. Comofuentedehidratosde carbonosólamentepuedenutilizar las hexosas.

2v).- Homofermentativasobligadas:poseenfructosadifosfatoaldolasa,perocarecen

de lasdosdeshidrogenasas.Al igual quelas anterioresson incapacesde utilizar las pentosas

como fuentede hidratosdecarbono.

3$.- Homofermentativasfacultativas: poseen las dos deshidrogenasaspero

metabolizanlaglucosapor la víade Embden-Meyerhof(glicolisis); utilizan las pentosasy se

correspondencon las StreptobacteriadeOrla-Jensen.

Los esterolsómeros(D, L, DL) del ácido láctico resultantede la utilización de los

hidratosde carbonosirvencomo criteriosde clasificacióndel grupo. Lasespeciesdel género

Leuconosíocproducenel isómero D(-) exclusivamente,mientrasque los lactobacilos

heteiofermentativosproducenla fonnaracémica(DL). Estadiferenciaciónbioquímicaserefleja

en laTabla II. 2.
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TablaII. 2.- Diferenciaciónbioquímicade las bacteriaslácticas

Tipode Productofinal Configuración

Género fermentación delmetabolismo del ácidoláctico

Streptococcus Homofermentativa ácidoláctico L(+)

Pediococcus Homofermentativa ác. láctico DL, L(+)

Lactobacillus:

Thermobac’terium Homofermentativa ác. láctico D(-), L(+), DL

Streptobacteriwn Homofermentativa ác. láctico D(-), L(±), DL

Heterofermentativa(1) ~ láctico: ác.acético

(1:1) D(-), L(+), DL

Retabacterl ¡¡ni Heterofermentativa ác. láctico:ác.acético:C02

(1:1:1) DL

Leuconostoc Heterofermentativa ác. láctico:ác.acético:C02

(1:1:1) D(—)

(1) Utilización de pentosas.

Fuente: Kandler,1983.
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IL 2. 2.- Taxonomia

La clasificaciónde las bacteriaslácticassegúnla última edicióndel manualde Bergey

Kandlery Weiss, 1986)se muestraen la Tabla II. 3. Los Grupos1, 11 y 111 sustituyena las

denominacionesde Therrnobacreriurn,Streptobacreriuníy Betabacíeriurnestablecidaspor

Orla-Jensen.Sin embargo,desde la publicaciónde éstaedición en 1986, y graciasa la

flexibilidad taxonómicay modificacionesde los criteriosde clasificaciónanteriormentecitados,

ya se hanproducidonuevoscambiosen la taxonomíadeestegrapo.

Recientemente(Schillinger y Holzapfel, 1990),se ha propuestola creaciónde un

nuevo género,denominadoCarnobacteriurn,integradopor especiesrelacionadascon los

lactobacilosperocon peculiaridadesdiferenciadoras,como son el no poderdesaiTollarseen

agaracetato,y hacerloen medioscon un pH alto (pH 8,5-8,9)y el sintetizarácidooleico en

lugar de ácidocis-vaccénico.ActualmenteLactobacillus divergensy L. piscicola se

denominan,respectivamente,Carnobacteriuní divergensy C. piscicola,mientrasC. mobile y

C. gauinarurn sonlos restantescomponentesdel nuevogénero.

La sugerenciade separara los estreptococoslácticos(tipo N de Lancefleld)del restode

los estreptococos,creandocon ellosun nuevogénerodenominadoLactococcus(Schleifery

col., 1985),cristalizóen 1986con la validacióndel nuevogéneropor la “InternationalUnion

of Microbiological Societies”.En éstecaso,los criteriosempleadosparaestablecerla nueva

clasificaciónresultaronde tecnologíasbasadasen la hibridaciónde ácidosnucleicos,afinidad

ininunológica,composiciónlipídica y característicasquímicasde la paredbacteriana(Sandine,

1988).
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TablaII. 3.- Taxonorniade las bacteriaslácticas(a)

Género N9 deespecies

Lactobacillus

Grupo1: Homofermentativosobligados 16

Grupo II: Heterofermentativosfacultativos 11

GrupoIII: Heterofermentativosobligados 18

Strepíococcus

Estreptococospiógenos 5

Estreptococosorales 9

Enterococos(tipo D de Lancefield) 4

Estreptococoslácticos(tipo Nde Lanceñeld) 2

Estreptococosanaeróbicos 4

OtrosEstreptococos 5

Pediococcus 8

Leuconostoc 4

N2 total de especies 86

(a) Fuente:Kandlery Weiss, 1986; Hardie. 1986yGarvie, 1986a, ]986b.
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Estasmodificacionestaxonómicassemuestranen la Tabla11-4: actualmenteel grnpo

de lasbacteriaslácticasestáconstituidopor microorganismospertenecientesa los géneros

Lactobacillus, Lactococcus,Carnobaceriun¡,Pediococcusy &U¿co,,ostoc

TablaII. 4.- Modificacionesrecientesen la taxonomiade las bacteriaslácticas

Nuevadenominación

GéneroLoctococcus

LactococcusItictis subsp.

Lactococcus¡cicÉis subsp.

Lactococcusladis subsp.

Lactococcuslactis subsp.

Lactococcus.garv¡ae

Lactococcusplantaruní(1)

Loctococcusraifinolacús

GéneroCarnobacíeriuní

Carnobacteriuní divergens

Carnobacteriumpiscicola

Car,¡obacteriumniobile

Carnobacteriun,gaulinrn-un2

It,ctis

lacas

cremoris

hordinae

Antiguadenominación

Streptococcuslactis subsp.lactis

Streptococcu.s¡ocfis subsp.diacetvlactis

Streptococcuslacris subsp.crernoris

Lactobacillushordince

Streptococcusgarx’¡ae

Streptococcusplaníau-u¡n

Streptococ-cusraifinolactis

Lociobacillusdivergens

Lactobacilluspiscicola

(1) No confundircon Lactobacillusplantaruní

Fuente:Sandine,1988 y Schillingery Holzapfel, 1990
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II. 3.- GéneroLocrobacillus

Realizaruna descripciónprofundade los componentesde las bacteriaslácticas

resultaríalarga, tediosae incluso improcedente,dadoel temacentralde estetrabajo. Sin

embargo,si es interesanteconoceralgunasde las característicasmorfológicas,fisiológicasy

bioquímicasmásrelevantesdel géneroLactobacillus.

La última edicióndel “Bergev’sManualof SvstematicBacteriologv”(1986)clasificaal

géneroLactobacillus en el volumen 2. sección14 como “bacilos Gram-positivosno

esporulados”.La seccióncomprende7 géneros(Lacrobacillus,ErysipelothrLr.Brochothrix,

Listeria, Kurthia, Ca¡yophanon y Renibacrerium) que poseenen común ser bacilos

Gram-positivos,no esporulados,mesófilos, y que requierenmedios complejos para su

crecimiento.

II. 3. 1.- Morfología

La morfología de los lactobaciloses variable, desdebacilos largos, rectos o

ligeramentecurvados,hastacocobacilos.Su longitud y curvaturadependede la edaddel

cultivo, la composicióndel medio y la tensiónde oxígeno.Comoejemplode variabilidaden su

morfologíapodríacitarsea L. delbrueckiisubsp.buígaricusqueen mediosdecultivo líquidos

o en agarMRS creceen formacionesespiralesdebidoa que las célulaspermanecenunidas

despuésde ladivisión,mientrasqueen la lecheoriginacadenaslargasy filamentosas.

Según Bottazzi (1988), los distintos lactobacilospodrían distinguirse por sus

diferenciasmorfológicas.Así por ejemplo,los lactobacilosmesófilosson baciloscortos,

gruesos,regularesy unidos, formandofilamentos(Srreptobacteria). Las especieswrmóñlas
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son bacilos largos y rectos,de célulasseparadas,en parejaso en empalizada.En las especies

heteroferínentativasobligadas,la morfologíatípicaesla de baciloscortos,rectosy separados.

Algunasespeciesde lactobacilosproductoresde gas (L. ferrnentumo L. brevis) pueden

presentarunamorfologíamezclade baciloslargosy cortos,en el mismocultivo e, incluso,en

unamismacolonia(Kandlery Weiss. 1986).

Los cocobacilospueden ser tan extremadamentecortos que pueden llegar a

confundirsecon los Leuconostoco estreptococos.De otra parte,algunosestreptococos

ligeramentealargadosse han confundidodurantemuchotiempo con lactobacilos(Garviey

col., 1981). La divisióncelularde los lactobacilostienelugaren un solo plano,mientrasque la

tendenciaa formar cadenasvaríaentrelas distintasespeciese, incluso,entrelas distintas

cepas,dependiendode la fasede desarrolloy del pH (Rheey Pack,1980).

11. 3. 1. 1.- Motilidad

El géneroLactobacillus comprendebacteriasinmóviles,aunquealgunasespeciesseha

vistoqueson móvilesporposeerflagelosperitricos.En cualquiercasosu motilidad depende

del medio y de la edaddel cultivo, y sólo se observaen el momentodel aislamiento,

perdiéndoseal resembraríasen diversosmediosdecultivo.

11. 3. 1. 2.-Tinción

Quizála característicacomúnde éstegénero(al igual queen las bacteriaslácticasen

general)seala reacciónpositiva a la tinción de Gram.Sólo las bacteriasde cultivos viejos y las

deterioradasmuestranresultadosvariables.Si se empleala tinción de Gram o la del Azul de

Metileno puedenobservarsegranulacionesinternas,sobretodocuandosetratade lactobacilos

homofermentativosque forman bacilos Largos. Observadoscon microscopiaelectrónica
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En los mediosde cuhivo líquidos las bacteriassediiíientanrápidamentecuandocesasu

desarrollo.El sedimentoes liso y homogéneo,siendomuy rara la presenciade precipitados

granulareso mucilaginosos.Los lactobacilosno forman películassuperficialesni originan

olores específicosdurantesu crecimientoen los mediosde cultivo ordinarios,a pesarde

contribuir al desarrollodel aromade los alimentosfermentados.Estearomaesconsecuenciade

la producciónde compuestosvolátiles, comodiacetilo y derivados.1-125 y aminas,que se

liberanal medioduranteel desarrollomicrobiano(Sharpey Franklin, 1962).

II. 3. 4.- Necesidadesnutritivas

El géneroLactobacillus, al igual que el restode las bacteriaslácticas, tiene unas

necesidadesnutritivasmuy complejosya quenecesitancomo fuentede energiay de carbono,

ademásdehidratosdecarbono.nucleótidos,aminoácidosy vitaminas.Todaslas especiesdel

género,(salvo algunascepas)requierenácidopantoténicoy nicotínico,mientrasquela tiamina

sólo esnecesariaparael desarrollode los lactobacilosheterofermentativos.Las necesidadesde

vitaminassonvariablesdependiendode la especie,perola mayoríanecesitariboflavinay, muy

pocas,biotina o vitamina B2.

A pesarde necesitarmediosmuy complejosparasu desarrollo,la mayorpartede los

componentesdel género(sino todos) tienen en su genomala información necesariapara

sintetizartodos los nutrientescitados.Además,seha visto que los mutantesde L. casei

sintetizandeterminadosaminoácidosen medioscarentesde los mismos(aunquecrecenmucho

máslentamente),dichacapacidadla pierdencuandocrecenen mediosmáscomplejos,lo que

acelerasu velocidadde crecimiento(Morishitay col., 1974).Estoscomplejosrequerimientos

nutritivos de los Lactobacilosactualesreflejan la selecciónnaturalde inutantesdeficientesen

determinadosrutasbiosintéticas.lo que les permitecrecermásrápidamenteque las cepas
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originariasen mediosde cultivo con muchosnutrientes

II. 3. 4. 1.- Medios de cultivo

Los mediosempleadosparael crecimientode los lactobaciloscubrensusnecesidades

nutritivas y estánconstituidospor hidratosde carbonofermentables,extractosde carney

extractode levadura.Además,la mayor partede las especiesnecesitanotroscompuestos

específicosquefavorezcansu crecimiento;en algunoscasossonesencialesparael desarrollo,

tal como ocurrecon el jugo de tomate,manganeso,acetatoy ésteresdel ácido oleico

(especialmenteTween 80). Los compuestoscitados,exceptoel jugo de tomate,forman parte

del medio decultivo MRS (De Man y col., 1960)que es.sin duda,el más utilizado parael

crecimientode los lactobacilos.

Porotra parte,algunoslactobacilosadaptadosa sustratosmuy particularesnecesitan

factoresde crecimientoespeciales.Algunasespeciesaisladasdel vino de arroz,necesitanácido

D-mevalónico,mientrasque L. sanfranciscus necesitaun péptido de bajo pesomolecular

aisladodel extractode levadura(Berg y col., 1981).

El pH del medio tambiéninfluye enel crecimientoqueesmayoren mediosligérarnente

ácidos,cuyo pH inicial varíade 6,4 a 4,5. El crecimientose detienecuandosealcanzaun pH

de 4,0 a 3,6 dependiendode la especiey cepa.La aireacióntambiénes importanteya que,

aunquela mayorpartede las cepassedesarrollanen condicionesnormalesde aerobiosis,el

crecimientoseráóptimo bajocondicionesde anaerobiosiso microaerofilia.Pero,másque la

anaerobiosis,lo queinfluye enel crecimientoesla tensiónde CO2 (más inclusoque la tensión

de 02 ), considerándoseóptima la presenciade un 5-10%de CO2 (Kandlery Weiss. 1986).
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La temperaturade incubación óptima, que fué uno de los criterios inicialesde

clasificaciónde las bacteriaslácticas(Orla-Jensen,1919), tambiénvaríacon la especie.La

mayorpartede las especies(mesófilas)tienenunatemperaturaóptimade crecimientode 25-30

con un límite superiorde 40 0C. Algunascrecena temperaturasmenoresde 15 0C y, muy

raramente,a menosde 5 0C siendoel limite inferior los 4 0C, temperaturaa la que crecen

algunasestreptobacteriasatípicasde indudableinterésbromatológico(Schillingery Locke.

1987a).

11. 3. 5.- Metabolismo

Desdeel puntode vistametabólicoseconsideraquelos lactobacilosseencuentranen

el límite entreel metabolismoanaeróbicoy aeróbico. No poseenquinonasisoprenoides

(exceptoL. vanrnnwshiensisy L casel subsp.rhwnnosus) (Collins y iones, 1981), ni

sistemasde citocromoscon los que realizarla fosforilación oxidativatípica del metabolismo

aeróbico.Sin embargo,poseenoxidasasy peroxidasasqueoxidanel NADH
2 utilizandoal 02

como aceptorfinal deelectrones.A pesardeno tenercatalasasni peróxido~dismutasastambién

metabolizanlos peróxidosmedianteun sistemaenzimáticocatalizadoporel Mg++ (Gótz y

col., 1980).

los lactobacilossonde metabolismoesencialmentefenuentativo;degradanlas hexosas

utilizandodosvíasenzimáticas(fig. 2.1):

lo).- Via deEm~en-Meverhof(glucolisis), porla queconviertenun niol de hexosaen

dosmolesde ácido láctico(fermentaciónhomoláctica).
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2v).- Vía del 64osfogluconato,por la queproducenun mol de CO2,un mol de etanol

(o de ácido acético) y un ml de ácido láctico (fermentación hetcroláctica).En condiciones de

ae¡obiosis, la mayor parte de las cepas utilizan al 02 como aceptor final de electrones, mientras

no reducenel Acetil-CoA (Kandler, 1983).

El ácido pirúvico es un metabolito intermediariodc las dos rutas metabólicas

fermentativas, siendo la cantidad de hexosa del medio la que regula el tipo de fermentación, de

formaquesi escaseaésteazucar,la fennentaciónhomolácticaseconvieneen heterolácticacon,

produción final de ácidos acético. fórmico y de etanol (Thomas y col.. 1979). El ácido láctico

formado,puedeoxidarseoriginandoácidoacéticoy fórmico mediantemecanismosno bien

conocidos(Kandler,1983).

La diferencia entre lactobacilos homo y heterofermentativos se encuentra en la

presencia o ausencia de los enzimasdifosfofructo-aldolasay fosfocetolasa.Así, mientraslos

lactobacilosheterofermentativosobligadossintetizanfosfocetolasapero no Mdolasa, los

homofermentativossintetizanaldolasaperono fosfocetolasa.

Los lactobacilosheterofermentativoshidrolizan las pentosasgraciasal enzima

fosfocetolasa,originandocantidadesequimolaresde los ácidosacéticoy láctico. Sin embargo,

algunoslactobacilosliomofermentativos(Su-epíobacíeriun¡ de Oila-Jensen)poseenun aldolasa

y un fosfocetolasaque se activan únicamenteen presenciade pentosas,de maneraque

hidrolizanlas hexosassiguiendola vía Embden-Meyerhoff,originandoácidoláctico,mientras

que las pentosaspor la vía del 6-fosfogluconato dan lugar a cantidades equimolares de ácidos

láctico y acético, pero no originan CO2, convirtiéndose así en los denominados

heteroferníentarivosfacultativos(Kandler. 1983).
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El ácido lácticoprocedentede la fermentaciónde los hidratosdecarbono,poseeuna

configuraciónD- o L- dependiendode la estercoespecificidaddel lactatodeshidrogenasa

celular. En presenciade O- y L-lactato deshidrogenasas,el ácido láctico seproduceen su

forma racémica(DL). Lo mismo que ocurrecuandocoexistenL-lactato deshidrogenasay

lactatoracemasainducible. Estaúltima circunstanciaesla que seproduceen L. casel,L.

cuivatus y L. sa/ce (De Vries y col., 1970). La mayor parte de los enzimas no son alostéricos,

pero algunasespecies(L. cusei,L. cur’.’atus, L. sa/ce y L- bavaricus), poseenL-lactato

deshidrogenasasalostéricoscuyosactivadoresson la fructosadifosfatoy el Mn±±(Hensely

col., 1977).

Los lactobacilos también emplean los hidratos de carbono con otros fines además de la

obtenciónde energía.La sacarosaseutiliza en la síntesisdemucopolisacáridosy la fructosa

puedeutilizarsecomoaceptordeelectronesdandolugara la formaciónde manitol. La mayoria

de los monosacáridosy oligosacáridosqueutilizan lascélulascomofuentede energíaproceden

del medio extracelular,penetrandoen su interior con ayudade permeasasespecíficos,no

obstante,en algunasespeéiesla lactosay la galactosasetransportanmedianteun sistema

enzimáticofosfoenol piruvato fosfotransferasa(PEP-PTS)(Chassyy Thompson, 1983).

También se conocen otros sistemas de transpone activo de aminas y aminoácidos (Law y

Kolstad, 1983).

II. 3. 6.- Consideraciones taxonómicas~ Clasificación

Para la clasificación de las distintas especies del género Lactobacillus sehan

considerado numerosos parámetros, entre los que sc encuentran la determinación de los tipos

de peptidoglicano de la pared celular (Willians, 1975), la fermentación de los azúcares y la

temperaturade crecimiento(Schillinger y Locke. 1987b), la movilidad electroforética de

diversos enzimas (London, 1976), el análisis inmunológico de las lactato deshidrogenasas
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homólogas(London, 1976), el grupo antigénico(Sharpe,1970), la determinaciónde los

isómerosde ácido lácticoy, por último, la de hibridacióndel DNA, quees la másempleada en

la actualidadparadeterminarLa proximidad filogenéticaentredosespecies(Simondsy col.,

1971).

El primer intentode clasificaciónde los lactobaciloslo realizó Orla-Jensen(1919),

quiénlos dividió en tres génerosdistintossegúnlastemperaturasóptimasde crecimientoy los

productosfinalesde su metabolismofermentativo.Estostresgéneros,(“Thermobacteriurn

“Stre¡nobacíe¡-iurn“ y “Betabacíe,-iurn” ), ya no aparecencomo talesen la última edicióndel

“Bergey’sManual of SystematicBacteriology” (Kandlery Weiss., 1986)al considerarseque

la división deOrla-Jensenno originagruposhomogéneosdesdeel puntode vista filogenético.

Así, y a pesarde que la mayoi-íade las especiesde cadauno de los gruposactuales

(denominados1, II y III ) coincide con las características de las “termobacterias”,

“estreptobaterias”y “betabacterias”respectivamente,algunasde las especiesdescubiertas

recientementeno cumplendichascaracterísticas.La clasificaciónen tresgruposserealizaen

virtudde su metabolismofermentativo.

II. 3. 6. 1.- Gruno 1.- Homofermentativosobligados

Estegruposeencuentraformadopordos subgruposde especiesrelacionadasentresi:

en el primeroseencuentranL. delbrucck-ii,L. bulgaricus,L. lactis y L. leichrnanníi, mientras

en el segundoaparecenL. acidophilus, L. gasseri y L. crispatus.Dicho grupocomprendela

mayorpartede las termobacteriasde Orla-Jensen.
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II. 3. 6. 2.- GrupoII.- Heterofermentativosfacultativos

El grupolo integrantressubgrupos:Uno primero,representadomayoritariamentepor

L. plantaruni, un segundocon distintassubespeciesde L. casei y un terceroquecomprendea

L. sa/ce, L. curvatus y L. bavaricus . Los dos primerossubgruposde esta división se

corresponderíancon las antiguas“estreptobacterias”,mientrasel tercerocomprenderíalas

denominadas“estreptobacteriasatípicas”(Thornleyy Sharpe,1959).

II. 3. 6. 2. 1.- Estreytobacterias atínicas

Lasdosprimerasespeciesde éstegrupo,L. sa/ce y L. curva/as, muestranun alto

porcentajedehomologíasegúnlas técnicasde hibridacióndel DNA. Además,las dosposeen

unaracernasainducibleporácidoláctico, queconvierteel ácidoL(±)-lácticoen ácidoláctico

racémico(Kandler y Weiss, 1986). Estacircunstancia,y otrascaracterísticasfenotípicas

diferencianéstasdosespeciesdel tercercomponentedel grupo,L. bava¡-icus.La diferenciación

entreL. sa/ce y L. curvatus sefundamentaen su capacidadde utilizar diversosazúcares

(Schillingery Liicke, 1987b). Estesubgrupotambiénseconsideracomo los “lactobacilos

psicrotofosverdaderos”(Reuter,1981),al serlos que sedesarrollana temperaturamásbajade

todos los lactobacilos(2-4 0C). Otra característicaquelas diferenciade las estrepto-bacterias

típicasessu aspectococoidecuandosesiembranen mediossólidos(Reuter,1981).

II. 3. 6. 2. 1. 1.- LactobacillussaLe

Lactobacillus saL-e recibeestadenominación(Katagiri y col.. 1934) por haberse

aislado por primera vez de este producto japonés, siendo sus principales características

(Champomiery col., 1987) las de poseerunamorfologíacocobacilarligeramentecurvaday

regular,sobretodo en la faseestacionaria,con un tamañode 0,8-1 p.m de anchopor 2-3 gm
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de largo y por desarrollarseaisladoo en cadenasco¡-tas Heterofermentativofacultativo,

producelos isómerosD- y L- del ácido láctico,sedesaiTollaa 2-4 0C y 15 0C, pero no a 45

creceapH 3,9 y en medioscon un 8% de NaCí, perono cuandotienenun 10% de NaCí y

utiliza los siguienteshidratosde carbono:D-ribosa,D-galactosa,D-glucosa,D-fructosa,

D-manosa,N-acetilglucosamina,D-melibiosa,0-trealosa,sacarosay gluconato,pero no estos

otros:dulcitol, inulina, D-melicitosa,D-rafinosa,glucógeno,D-wgatosa,L-fucosa,D-arabitol,

D-arabinosa,D-xilosa, L-sorbosa,ramnosa,D-manitol y sorbitol. L. sa/ce tambiénseha

aisladode ensilados,carne,embutidoscrudosmadurados(Schillingery Lúcke, 1987b. 1989)

y de productos cárnicos envasados al vacío.

II. 2. 6. 3.- Grupo ¡IL- l-ieterofennentativosobligados

Este grupo lo forman casi integramente las “betabacterias” de Orla-Jensen, a las que se

han unido otrasespeciesde recientedescubrimientoy comprende18 especiesentrelasque

destacan: L. bife,-mentans,L. vi¡-idescens,L. safranciscusL. ferrnenturn, L. reuteri, L.

confusus,L. brevis, L. halotolerans,L. kefir y L. fructivoraus..En la última edición del

Ber2ev’s Manualof SvstematicBacteriolotzv(Kandlery Weiss,1986)tambiénseincluyeen

este grupo a L. diveí-gens, aunque actualmente se admitequeestaespecieperteneceal género

Carnobacteriun;.

11. 3. T- Ecolo2ía. habitats y biotecnología

El género Lactobacillus,como el resto de las bacterias lácticas,se encuentra

ampliamentedistribuido en la naturalezadebido a que escapazde desarrollarseen las

condiciones ambientales mas diversas, siempre y cuando existan en el medio los complejos

nutrientesque necesita(hidratosde carbono,péptidosy aminoácidos,ácidosnucleicosy

vitaminas). El desarrollo en anaerobiosis y entre un amplio intervalo de temperaturas (2-45
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0C). así como su tolerancia a una tensión de 02 baja, permite detectarlos en los más variados

habitats,como en los ensiladosy productosfermentadosvegetales,zumosde frutas,cerveza,

vino (Whitting, 1975; Sharpe,1981: Kandler, 1984),queso(Botazzi y col., 1973), yogur

(Davis, 1975) y otras lechesfermentadas(Kandler y Kunath, 1983), productoscárnicos

refrigerados(Reuter. 1975). embutidoscrudoscuradosy productoscárnicosenvasadosal

vacío(Holzapfel y Gerber, 1983).También sehan aisladosde pescados(Cone, 1982)del

tractogastrointestinaly urinariode personasy animales (Sharpe y col., 1973; Sharpe, 1981;

Dent y Willians, 1982),asicomodel estiércoly de las aguasresiduales(Okaday col., 1979;

Weissy col., 1981).

El efectobeneficiosode éstosmicroorganismosal impedir de diversasmanerasel

desarrollo de otros microorganismospatógenosoalterantes,así como los cambios

organolépticosy nutritivos favorablesque originanal multiplicarseen diversossustratos.

hacenquealgunasespeciesdel géneroLacrobacillus sehayanutilizado desdehacetiempoen

la elaboración de alimentos fernientados (yogur, kefir, leches acidificadas,embutidoscrudos

curados)y ensilados.Sonmicroorganismostecnológicosindispensablesy seguiránsiéndolo

en la futura tecnologíade los alimentosy, sin duda,aumentarásu interésen saludhumanay

animal.

11. 4.- Actividad antimicrobiana de las bacterias lácticas

La actividadantimicrobianade las bacteriaslácticasseconocedesdehacetiempo, si

biende unaforma empfrica.Hastahacemuy poco tiempono seinició el estudiocientíficodel

mecanismo,o los mecanismosmediantelos que las bacteriaslácticasmanifiestansu actividad

antimicrobi ana.

Actualmente se piensa que el primer mecanismo antimicrobiano ejeicido por las
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bacteriaslácticaspod¡iaserel de la simplecompetenciaporlos nuti-ientes,comoconsecuencia

de las distintasvelocidadesde crecimientode los microorganismos,esmuy posiblequeuna

determinadaespeciebacterianade crecimientorápidoagotelos nutrientesc¡íticos presentesen

el sustrato,perjudicandola existenciadeotrosmicroorganismos.Estesistemano esexclusivo

de las bacteriaslácticas,aunquesi los son los quea continuaciónsedetallan.

II. 4. 1.- Actividad antimicrobianade los ácidosorgánicos

Comoconsecuenciade su metabolismofermentativo,las bacteriaslácticassintetizan

ácidosorgánicos,lo queseacompañade unanotablecaidadel pH del medio.

La acción antimicrobiana de los ácidos orgánicos puede deberse a tres factores

(Beuchat y Golden, 1989):

iQ).~ Al efecto antagonista de la caida del pH, que inhibe el desarrollo de otros

microorganismosácido-sensibles.

2Q)< A la actividadantagonistade la forma no disociadadel ácidoquepenetraen el

interior de las célulase inhibe algunasreaccionesenzimáticasmetabolicamenteimportantes.

39.- A la acción específica de los ácidos orgánicos, ya que los de más de 4 átomos de

carbono aumentan su actividad antimicrobiana a medida que lo hace la longitud de la cadena.

No obstante, la escasa liposolubilidad de los ácidos de más de 8 átomos de carbono,

disminuye su actividad en las bacterias Gram-negativas (Baird Parker, 1980).

Los ácidos orgánicos de cadena corta, como el láctico y acético, son lipofílicos cuando

no estándisociados,por lo que pueden penetraral interior de los microorganismos
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disminuyendoel pH intracelular,alterandosustratosenzimáticose inhibiendo funciones

metabólicasesencialescorno la fosforilaciónoxidativa(Haird Parker.1980). EL queel ácido

acéticosea más inhibidor en mohosy levaduras(Baird Parker, 1980)queel láctico podría

debersea queapH 4,0-4,6(el naturaldel entornodondesedesarrollanlas bacteriaslácticas)

esteácidoestáentre2 y 4 vecesmenosdisociadoque el láctico (Lindgreny Dobrogosz,

1990). Los ácidos acético y láctico pueden actuar sinérgicamente inhibiendo el crecimiento de

salmonelas(Rubin, 1978)y levaduras(Moon, 1983)ya que el bajopH queproporcionael

ácido lácticoaumentala concentracióndel ácidoacéticono disociado.Otros ácidosproducidos

por las bacteriaslácticasen diversossustratos,como fórmico, cítrico y málico, tienenuna

actividadantimicrobianamenorquelos citados.

II. 4. 2.- Actividadantimicrobianade componentesinorgánicos

Las bacteriaslácticastambiénproducenotroscompuestosantimicrobianoscomo CO2,

H202 y el diacetilo.

II. 4. 2. 1.- Dióxido de carbono

El CO2 producido como consecuenciadel metabolismo heterofermentativo obligado

ejerce su acción antibacteriana creando un ambienteanaeróbicoal reemplazarel 02, impidiendo

asíel desarrollode los microorganismosaeróbiosobligados,o bien medianteuna actividad

inhibidora intrinsecay variablesegúnel microorganismode que se trate (Clark y Takacs,

1980).

Aunque no se conoce con exactitud el mecanismoíntimo por el queel CO2ejercesu

acción antimicrobiana, quizá se deba al efecto de dicho compuesto en la inhibición de

37



REl’ISION BIBLIOGRA PICA

descarboxilaciones enzimáticas (King y Nagel, 1975) o por acúmulo de¡ CO2en la bicapa

lipidica de la membranacelular,alterandosu permeabilidad(Eklund, 1984).

11. 4. 2. 2.- Peróxido de hidró2eno

Algunas bacterias lácticas sintetizan H202 en presencia de oxígeno gracias a la

actividad de determinadasflavoprotein-oxidasaso NADH-peroxidasas.Este H202 se

acumulaen el medioexocelularya que las bacteriaslácticascarecen,de actividadcatalasa

(Kandlery Weiss, 1986).La producciónde H202 por las bacteriaslácticasdependede la

cepa y de la cantidad de oxigeno presente (Collins y Aramaki, 1980). Dahiya y Speck (1968)

y Price y Lee (1970). demostraron el efecto inhibidor del H202 producido por las bacterias

lácticas, en diversas cepas de Sraphylococcusal/leusy Pseudornonasspp.El efecto bactericida

del H202 se atribuye a su potente acción oxidante en la célula bacteriana (Fooster y col., 1957)

y a la destrucciónde estructurasmolecularesbásicasde las proteinascelulares(Sykes,1965).

Asimismo, algunasbacterias lácticaspresentesen la leche, activan el sistema

antibacteriano de la lactoperoxidasa (Bjórck, 1985), debido a la síntesis en aerobiosis de H202

(Carlssony col., 1983). La actividadantimicrobianadel H202 esvariable, no afectando

prácticamentea las bacteriasGram-positivasentre las que se incluyen las bacteriaslácticas,

mientrasquelas Gram-negativas,como EscherichiacoIi, Salmonella spp. y Pseudomonas

spp.sonmuy sensiblesa su actividad(Bjórck, 1985).Secreequeel efectoantimicrobianodel

sistemalactoperoxidasasedebea la oxidación de los grupos -SH de algunosenzimas

metabólicosvitales, como la hexoquinasa,aldolasay gliceraldehido-3Pdeshidrogenasa

(Bjórck, 1985).
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II. 4. 2. 3.- Diacetilo

Algunasespeciesde bacteriaslácticas producen,a partir del citrato, díacetílo

(2.3-butanodiona)(Jay,1982),siguiendola vía del piruvatoqueesel metabolitointermediario

(Kandler, 1983). A pesar de que el metabolismo de las hexosas inhibe la producción de

diacetilo,ésteseacumulaen el medioy, ademásde generarel aromaquecaracterizaa ciertos

productoscomo la mantequilla,ejerceuna actividad inhibidora sobreun gran númerode

microorganismos,tantoGram-positivoscomoGram-negativos(Jay,1982).Estaactividadse

favorececuandoel pH del medioesbajo (Jay, 1982). El diacetilo inhibe el desaiTollode los

microorganismosGram-negativosal interaccionarcon el metabolismode la arginina,

impidiendola utilizaciónde ésteaminoácido(Jay.1986).

II. 4. 2. 4.- Reuterina

Lactobacillusreuteril esel único lactobaciloy quizas la única bacteria, que produce

reuterinay la liberaen el medio exocelularcomoconsecuenciadel metabolismoanaeróbicodel

glicerol.

La reuterina(Axelssony col., 1989),es unasustanciaantimicrobianaactiva frentea

bacteriasGram-positivas,Gram-negativas,levaduras,hongosy protozoos.Químicamentees

una mezclahomogéneade monómeros,monómeroshidratadosy dímeroscíclicosdel aldehido

3-hidroxipropiónico(Talariccoy Dobrogosz,1990)queprocedendel glicerol medianteuna

reaccióncatalizadapor unacoenzimaglicerol-deshidratasadependientede la vitamina 812

(Talariccoy Dobrogosz,1990;Talariccoy col., 1990). De éstaformaL. reuter¡i eslaúnica

bacteriaconocidacapazde utilizarel glicerol comoaceptoralternativode hidrógenodurantela

fermentaciónde los hidratos de carbono,produciendomayor cantidad de aldehido

3-hidroxipropiónicodel que es capazde reducir, por lo que éste se libera en el medio
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extracelulardondemanifiestasu actividadantimicrobiana.Entrelos microorganismossensibles

a estasustanciaseencuentranSalmondlla sp.,Shigella sp., clostridios, estafilococos,

listerias,candidasy tripanosomas.

II. 4. 3.- Efectoantimicrobianode las bacteriocinasy sustancias afines

La primera noticia sobre la producciónpor las bacteriaslácticas de sustancias

antagonistas,distintasde los productosfinalesdel metabolismomicrobiano,se atribuyea

Rogers (1928),quien describió la actividad antimicrobianade &reptococcus lactis

(actualmente Lacococcusladús)sobreL. ac¡dophilus . Desde entonces se han identificado un

cierto número de sustancias proteicas, con actividad antimicrobiana sobre otros

microorganismos.Estegrupoestáconstituidopor una seriede sustanciasde composición

química, mecanismo de acción y espectro antimicrobiano variable.

Por la importanciaque tiene estegrupode sustancias,al que perteneceel agente

antimicrobiano aislado y caracterizado parcialmente en este trabajo, seános permitido describir

y revisar con cierto detalle sus aspectos más sobresalientes.

II. 5.- Bacteriocinas: Definición

Las bacteriocinas se definen como proteinas o complejos de naturaleza proteica con

acción bactericidaen microorganismosfilogenéticamentemuy próximos a la bacteria

productora(Tagg y col., 1976). Estegrupoheterogéneode sustancias,generadostanto por

microorganismos Gram-positivos como Gram-negativos, varía mucho en propiedades

bioquímicas, espectro antimicrobiano y mecanismo de acción.
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11. 5. 1.- Detecciónde bacteriasnroductoras de bacteriocinas

La detecciónde bacteriascon actividadantirnicrobiana,atribuible a las bacteiiocinas, se

realizaen dosfaseso etapas:1).-detecciónde la cepaproductorade la actividadantagonista,y

2).- diferenciaciónde la actividadantimicrobianadebidaa las bacteriocinasde otrasposibles

causasde inhibición.

II. 5. 1. 1.- Detecciónde las ceDasuroductoras

Silo quesepretendeesdetectarla posibleactividadantimicrobianadeun grannúmero

de bacteriaslácticasaisladasde diversossustratosalimentarios,el métodode elecciónconsiste

en utilizar la denominada“pruebageneralde antagonismo”,que se realizaen un mediode

cultivo sólido en el que se observanfácilmentelos halos resultantesde la inhibición del

desarrollode un microorganismoindicadorproducidaal creceren la mismaplacacadaunade

las bacteriaslácticasaisladas.Los métodosexperimentalesmásutilizadossonel “antagonismo

directo” y el “antagonismodiferido” (Tagg y col.,1976).En cualquiercaso,sebasanen la

siembradecoloniasaisladasde lacepaproblemaen un medio sólido apropiado,sobreel que

sedepositaunacapade medio sólido o semisólidoquellevael microorganismoindicador.

II. 5. 1. 2.- Pruebadel anta2onismodirecto

La pruebamássencillay utilizadase basaenel métododesarrolladopor Orada(1946).

En estecaso,la cepaproblemay el cultivo indicador se desarrollansimultáneamentey la

visualización de la actividadantimicrobianasóloesposiblesi seproducedurantelas primeras

fases de crecimiento de la cepa problema (Tagg y col., 1976). También es impol-tante la

densidaddel cultivo indicadorutilizado (Kuttner,1966).El cultivo indicadorsedepositaen las

placasinmediatamentedespuésde inoculadascon lacepaproblema.
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Unavariantedeéstemétodoconsisteencortarpocillos en las placasde mediosólido y

rellenarloscon unagotadel mismomedio conteniendola cepaproblema.Unavez solidificado

el agardel pocillo sesiembrasobrela placael microorganismoindicador(Tagg y col., 1976).

Peroquizásel métodode elecciónseael empleadopor De Klerk (1967). En esta

variantela cepaproblemasesiembraen profundidad,con un asade platino o un palillo, en el

medio de cultivo sólido y después se inocula su superficie con el microorganismo indicador.

II. 5. 1. 3.- Prueba del antagonismo diferido

En esta prueba la bacteria problema se siembra y desarrolla en placas de medio sólido,

durante un periodo de tiempo dado, inactivádola a continuación por exposición al calor o al

cloroformo. Más tarde, el cultivo indicador mezclado con agar semisólido, se siembra en las

placas inactivadas como queda dicho (Fredericq, 1948; Barefoot y Klaenhammer, 1984). Este

sistema tiene la ventaja de pennitir el crecimiento de la bacteria problema y del indicador en

condiciones óptimas de temperatura ya que la incubación no es simultánea. No obstante, puede

ocurrirqueel cultivo indicadorseasensiblea los métodosque inactivanel cultivo problema

(Taggy col., 1976).

II. 5. 2.- La acción de las bacteriocinas y sudiferenciaciónde otras posibles causas de

inhibición

Los métodos antes descritos no garantizan que la actividad antímícrobiana del

microorganismo estudiado se deba a las bacteriocinas, en consecuencia debe evaluarse la

actividad antimicrobiana de los microorganismos de interés utilizando ensayos experimentales

complementarios. En estos ensayos se trata de eliminar la presencia en el medio de cultivo de
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otros microorganimos o productos metabólicos con actividad antimicrobiana.

Consecuentemente,la bacteriaproblemaqueinteresasesiembraen un medio líquido quese

cultiva en condicionesóptimasparala producciónmáximade actividadantimicrobianaTales

condicionessedeterminaránexperimentalmenteya que no tienenporquécoincidir con las

óptimas de crecimiento (Tagg y col., 1976). a continuación se esteriliza el medio de cultivo por

filtración paraeliminar la posiblepresenciade bacteriófagos(Tagg y col., 1976),quepodrían

ser los responsablesde los halosde inhibición observadosal cultivarlas bacteriasproblema

conel microorganismoindicador

La actividad antagonista del H202 que pudiera producir la cepa de interés se elimina

incubandoel microorganismoen anaerobiosisestricta(Schillingery Liicke, 1989),o también

añadiendoal medio de cultivo catalasa(Su, 1949) o peroxidasa(Holmbergy Hallander,

1973), antes de determinar su actividad antimicrobiana frente al microorganismo indicador.

Finalmente, la acidez del medio de cultivo se neutraliza tratándolo con una solución

básicafuerte(Tramer,1966>.

De esta manera,una vez eliminadasotras causasde inhibición distintas de las

bacteriocinas, se evalúa la actividad antimicrobiana de los medios de cultivo libres de células.

Esto serealizade tresformas:

1).- Depositandouna gotadel medio líquido problemaneutralizado,en unaplacade

Petri con agarsemisólidoen la quesedesarrollael microorganismoindicador (Daeschely

Klaenhammer,1985).

2).- Practicadosunospocillos en placasde medio sólido, serecubresu superficiecon

agar y se deposita una gota del medio líquido problema previamente neutralizado, se deja
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transcurrirun tiemposuficienteparaquedifunda y, finalmente, serellenanlos pocillos con

agary sedepositaen ellosel microorganismoindicador(Daeschely col., 1990; Ahn y Stiles,

1990a); también se puede separar el agar de la placa de Petri que lo contiene y , despuésde

invertido, se siembra el microorganismo indicador en la otra cara de la capa de agar (Tagg y

McGiven, 1971;SchillingeryLúcke, 1989).

3).- Saturandoun discodepapeldefiltro con unacantidadsuficientedelmedio líquido

neutralizado.Unavezsecoel disco,secolocasobreel microorganismoindicadorsembradoen

agarsemisólido(Bhuniay col., 1987; Bhuniay col., 1988).

II. 5. 3.- Producciónóptimade bacteriocinas

Tanto la composición de los medios de cultivo, como las condiciones de desarrollo

necesarias para una producción óptima de bacteriocinas varian de unas bacterias productoras a

otras (Tagg y col., 1976). Así por ejemplo, algunas bacteriocinas sólo se producen cuando el

microorgansimo se cultiva en medios sólidos o semisólidos (Geis y col., 1983), mientras que

otras bacterias productoras necesitan suplementos específicos como extracto de levadura

(Nielsen y col., 1990) o glucosa (Bhunia y col., 1987). Los medios semisintéticos, de

composiciónmás sencilla, se empleanpara favorecerlas laboresde purificación de las

bacteriocinas(Bhunia y col., 1987). La temperatura,el tiempo de incubaciónel cultivo con

agitacióno estacionariotambién influyen en la producciónde bacteriocinas(Biswasy col.,

1991).

II. 5. 4.- Purificación

En la caracterizaciónbioquímicaparcialde las bacteriocinassenecesitasu purificación

previa a partir del medio de cultivo libre de células en el que se encuentrala sustancia
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inhibidora. Con esta purificación se pretendesepararla sustanclaactiva del resto de

componentesdel medio de cultivo y de las células que en él crecieron.Debido a [a

heterogeneidadde estassustanciases muy dificil establecerun protocolo modelo de

purificación,cadatipo de bacteriocinarequiereunatécnicaespecíficaque debedeterminarse

empíricamente,al igual quelas condicionesde cultivo, (Taggy col., 1976).

En general,el primer pasode la purificación de las bacteriocinasconsisteen

concentraríasen el medio de cultivo neutralizadomedianteprecipitacióncon sales,ácidoso

etanol,diálisis o liofilización. Una vezobtenidoel concentrado,seprocedeala separaciónde

los distintoscompuestosporsu tamañomolecular(cromatografíade filtración, ultrafiltración,

centrifugación,etc.)o por su distinto potencialeléctrico (cromatografíade intercambioiónico,

electroforesis,etc.)

El únicopuntoen el que coincidentodoslos métodosde purificaciónesen la pérdida

deactividad,avecesmasiva,durantela purificaciónde las bacteriocinas(Taggy col., 1976).

Poresoesimportantedeterminar,en cadapasodel procesode purificación,[a cantidadde

proteinay su actividadespecífica(actividadinhibidora/mgde proteina)a fin deevitar aquellos

pasosqueimpliquenunagranpérdidade actividad(Taggy col., 1976).

II. 5. 5.- Propiedadesde las bacteriocinasde las bacteriaslácticas

U. 5. 5. 1.- Composiciónquímica

Las bacteriocinasson, según la definición de Tagg y col. (1976), sustancias

antagonistasde naturalezaproteica.Por tanto, la inhibición o desapariciónde la actividad

antagonistamediantela utilizaciónde enzimasproteoliticosesdefinitiva paracatalogara una

sustanciainhibidora como bacteriocina.No obstante,aunquelas bacteriocinassuelenser
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moléculassencillas(agregadaso no), algunaspresentanen su composiciónal menosdurante

los estadiosprevios a su purificación, ademásde proteina, componentes[ipídicos y/o

hidrocarbonados(De Klerck y Smith, 1967; Upretiy Hinsdill, 1973).

II. 5. 5. 2.- Propiedadesfísicas

El pesomolecularde estassustanciasvaríadesdelos 2.700 daltonsde la pediocina

AcH (Bhuniay col., 1988),hastalos 37.000 daltonsde la helveticinaJ que puedellegar a

formar agregadosde hasta300000 daltons; agregadosde éste tamaño sólo se separan

medianteelectroforesisen gelesde poliacrilamidacon dodecil sulfato sódico(SDS-PAGE)

(Joergery Klaenhammer,1986).El pesomolecularsueledeterminarseporcromatografíade

filtración en gelesempleandoagentesdisociantesparaevitar la formaciónde agregados

(Pulusani y col., 1979; Joergery Klaenhammer,1986) también puede hacersepor

electroforesisen SDS-PAGE(Bhuniay col., 1987).

Una característicaque prácticamentela presentantodas las bacteriocinases su

termoestabilidad(Westy Warner,1988; Daeschely col., 1990; Schillingery Lúcke, 1989);

sin embargo,estacaracterísticaes díficil de cuantificar, ya que dependede su gradode

purificación,del pH, de la fuerzaiónica y de la presenciademoléculastermoprotectoras(Tagg

y col., 1976).

II. 5. 5. 3.- Espectrode acción

En cuantoa su espectrode acción,las bacteriocinassehandividido arbitrariamenteen

dostipos (Klaenhammer,1988):

19.- Bacteriocinascon un espectrode acciónmuy restringido,limitado a especies
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bacterianasmuy relacionadasfilogenéticamentecon la cepaproductora.lo queconcuerdacon

la definiciónclásicade bacteriocinas(Taggy col., 1976)y entrelas quese incluyenmuchas

bacteriocinascaracterizadashastaahora,comola diplococina,lactacinasB y F y lactocina27.

2v).- Bacteriocinascon un espectromásamplioactivas,ademásde frentea lasespecies

conellasrelacionadas,frentea otrasbacteriasGram-positivas.Comoejemplode estegrupose

cita la nisina,queimpide la esporulacióny crecimientode especiesbacterianasdelos géneros

Clostridiurn yRacillus. No obstante,todavíano sehandescritobacceriocinasactivasfrentea

bacteriasGram- negativas(Klaenhammer,1988).

II. 5. 5. 4.- Mecanismode acción

El mecanismode acción sueledeterminarseadicionandola sustancia,máso menos

purificada,a un cultivo líquido en crecimientoinoculadocon una poblacióndeterminadadel

microorganismosensible.Durantesu incubación(microoganismo±bacteriocina),setoman

muestrasa intervalos de tiempo regularesy se determinanlas bacteriasviablesmediante

recuentosen placa.La sustanciaserábactericidasi disminuyeel númerode microorganismos

viablesy bacteriostáticasilos recuentossemantienenconstantes.

Segúnla definiciónclásicade Taggy col. (1976), las bacteriocinasson bactericidas

paralos microorganismossensibles.El mecanismomedianteel queejercenestaacciónno es

bienconocidoya que,aunquealgunosautores(Taggy col., 1976)describenestaactividaden

dosetapas:a).- adsorcióna la paredbacterianay b).- destrucciónde la paredbacteriana

seguidade lisis celular,otros(Barefooty Klaenhammer,1983; Harding y Shaw, 1990)han

puestode manifiesto la adsorciónde la bacteriocinaincluso en las paredesde bacterias

resistentes;portanw, la actividadantimicrobianano estaríaligadaa la presenciade receptores

específicosen la paredcelular.
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Tambiénsehan descritosustanciascon característicasidénticasa las bacteriocinas,

pero cuyomecanismode acciónes bacteriostático.Entreellasseencuentranla lactocina27

(Upreti y Hinsdill, 1975) y otras todavía no caracterizadas bioquimicamente (Racc-ach y col.,

1989). El mecanismoporel que la lactocina27 ejercesu acciónbacteriostáticasedebea su

adsorcióna la paredcelularde las bacteriassensiblesy a la posteriorinhibición de la síntesis

proteicacelularsin afectara la del ADN, ARN ni ATP.

11. 5. 6.- Regulaciónsenética

Unade las cuestionessobrelasquelos investigadoreshanpuestomayorénfasisen los

últimos años es la de caracterización genética, a nivel molecular, de la producción de

bacteriocinas.De hecho,los ensayosdestinadosal estudiode los determinantesgenéticosque

regulan su producción y la resistencia a su acción, así como el estudio de los mecanismos de

transferenciagenéticade éstosdeterminanteshancontribuidosignificativamenteal desarrolloy

aplicaciónde lasmodernastécnicasgenéticas(Klaenhammer,1988).

Se hademostradocon ello quela produccióny la resistenciaa las bacteriocinassuele

encontrarsecodificadaen plásmidos,generalmenteen un mismo plásmido(Klaenhammer,

1988). Pero la producciónde bacteriocinasno estásiemprecodificadaen estoselementos

genéticos.Así porejemplo,la lactacinaB producidaporL. acidophilus N2 no se encuentra

asociada a la presencia de plásmidos y lo mismo ocurre con la lactacina F (Barefoot y

Klaenhammer,1984). Tampocose ha determinadola existenciade plásmidosni de otros

elementosgenéticosextracromosomalesen la producciónde la lactostrepeinaLas 5 deL. lacás

subsp.c’ernoiis (Dobrzanskiy col., 1982).

Perocomoya seha dicho,sonnumerososlos investigadoresquehancomprobadoque

la producciónde bacteriocinasseencuentraligadaa la presenciade plásmidos.De estaforma.
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la diplococinade L. lactis subsp.crernoris 346 se halla ligada a un plásmido de 54

Megadaltons(Davey, 1984), mientrasla pediococinaA de P. pentosaceusFBB6I está

codificadaen un plásmidode 13.6 Megadaltons(Daeschely Klaenhamrner,1985).Asimismo

la producciónde nisinapordiversascepasde L. ¡actis seencuentracodificadaen un plásmido

de 28-30 Megadaltons, en el que también se codifica la resistencia a dicha bacteriocina y la

fermentaciónde la sacarosa(Gonzalezy Kunka,1987).

Además,no sólo se han identificado los plásmidosque codifican la síntesisde

bacteriocinas,sino que se ha llegado, incluso, a donar los genesresponsablesde su

produccióny de la resistenciaa la accióndedichabacteriocinaen otrasbacteriasreceptoras

(Van Belkum y col., 1989), determinándose la secuencia de nucleótidos de los operones que

los regulan (Van Belkum y col., 1991).

El rápidodesarrollode lastecnologíasgenéticasen los últimosañospuedepermitirel

desarrollo de bacterias lácticas de interés portando plásmidos de producción y resistencia a las

bacteriocinas,facilitando su supervivenciaal crecercon otras bacteriascarentesde éstos

plásmidos(Klaenhammer,1988).Estastécnicastambiénpermitiríanexpresarenunamisma

bacterialos determinantesdevariasbacteriocinas,perono yasólo de las bacteriocinasde otras

bacteriaslácticas,sino de otras especiesbacterianasdistintas, con lo que el espectro

antimicrobianode las bacteriaslácticasseveríanotablementeaumentado.Ademásseles podría

proporcionar resistencia frente a todos los compuestos antimicrobianos lo que supondría una

ventajaadicionalal podercreceren un medio hostil (Klaenhammer,1988).El empleodeestas

metodologíasgenéticasen la produccióny ‘mejora” de las bacteriaslácticasproductorasde

bacteriocinas(sobretodo en las cepasde mayor interésindustrial), abreunasperspectivas

prometedorasa la industriade fermentacióny conservaciónde alimentos(Klaenhammer,

1988).
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11. 5. 7.- Bacteriocinasde las bacteriaslácticas

Prácticamentetodoslos génerosde las bacteriaslácticaspresentanespecieso cepas

productorasde bactenocinas:

II. 5. 7. 1.- Bacteriocinasproducidasporespeciesdel 2éneroLactobacillus

La primeraespeciede estegéneroen la queseidentificó unaactividadantimicrobiana

asociadaa una bacteriocinafué en L. ferment¡i (De Klerk y Goetzze,1961). A partir de

entonces se han identificado y, en algunos casos caracterizado, sustancias de éste tipo en otras

especiesdel género

a) L. helveticus.- Se conocendos bacteriocinasproducidaspor estaespecie,la

lactocina27 (Upretti y Hinsdill, 1973),y la helveticinaJ (Joergery Klaenhamer,1986).

b) L. acidophilus .- A la primerasustanciacon actividadbacteriocinaidentificadaen

estaespeciese le denominóacidofilina (Vicenty col., 1959),aunquemástardeseidentificaron

la lactacinaB (Barefooty Klaenhammer,1984)y la lactacinaF (Murianay Klaenhammer,

1991).

c) L. plantarurn .- En estaespeciese han descritotres bacteriocinas,la lactolina

(Kodama, 1952), la plantaricinaSIK-83 (Anderssony col., 1988) y la plantaricinaA

(Daeschely col., 1990).

d) L.sake .- En los últimos añosy de formacasi simultánease han identificadodos

bacteilocinasproducidaspor microorganismosde estaespecie,la sakacinaA (Schillingery

Lticke, 1989),y la lactocina5 (M0rtvedty Nes, 1990).
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Tambiénseha citado la producciónde bacteriocinasen L. delb,-ueckii subsp.ladis

(Toba y col., 1991).L. bulgaricus (Abdel-Bar y col., 1987) y en cepasde lactobacillos

aisladosa partir de intestino humano(Silva y col, 1987) y de la flora vaginal saprofita

(McGroaríyy Reid, 1988).

II. 5. 7. 2.- Bacteriocinasproducidasporespeciesdel géneroLactococcus

La nisinaproducidaporL. lactis subsp.lactis es, quizá, la bacteriocinamejor

identificaday caracterizadade todaslas producidaspor las bacteriaslácticas(Hurst, 19813.No

obstante,ademásde la nisina se han descritootras bacteriocinas,como la diplococina

producidaporL. lactis subsp.cA-enioris (Davey y Richardson,1981)y las lactostrepcinas,

distintas a la nisina y producidaspordiversascepasde L. lacris subsp.lactis y L. lactis

subsp.crernoris (Kózak y col, 1978; Dobrzanskiy col, 1982).Tambiénsehanidentificado,

en otras especiesde estegénero,8 tipos diferentesde bacteriocinasque son claramente

distintasde la nisinay las lactostrepcinas,(Geisy col., 1983).

II. 5. 7. 3.- Bacteriocinasproducidaspor especiesdel géneroPediococcus

Los primerosindiciosdeproduccióndebacteriocinaspor partedeestegénerodatande

mediadosde los años70,cuandose identificó unaactividad inhibidoradistinta del H202en

una cepade P. cerevisae (Fleming y col., 1975). Posteriormenteseha caracterizadola

pediococinaA de?.pentosaceus(Daeschely Klaenhammer,1985)y las pediococinaPA-1

(Gonzalezy Kunka, 1987) y pediococinaAcH (Ehuniay col., 1988) producidaspor 1’.

acidilacrici.
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II. 5. 7. 4.- Bacteriocinasproducidaspor especiesdel géneroCarnobacwrium

Aunqueesun génerode nuevacreación(Collins y col., 1987),ya se ha descrito[a

producciónde bacteriocinasporC. piscicola (Ahn y Stiles, 1990)y C. d¡veigens (Schillinger

y Holzapfe¡, ¡990).

II. 5. 7. 5.- Bacteriocinasproducidasporespeciesdel géneroLeuconostoc

A estegénerosolamentesele atribuíaactividadinhibidoradebidaa la producciónde

ácidosorgánicosy diacetilo,hastaquesehacaracterizadola producciónunabacteriocinapor

unacepade Leu. gelidun¡ (Hardingy Shaw,1990; Hastingy Síiles,1991).
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CAPITULO III

MATERIALES

Y

METODOS
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¡U. 1.- MATERIALES

III. 1. 1.- Material bioló2ico

Iii 1. 1. 1.- Microoreanismosempleados

Las bacteriaslácticasutilizadasen la realizaciónde estetrabajo sehan aisladode

embutidoscrudos madurados,elaboradossin cultivo iniciador industrial y donados

generosamentepor la empresacárnicaIndustriasCaboS.A., de Madrid. Las cepasseaislaron

siguiendoun métodoaleatorioy la mayorpai-te de ellasseidentificarontentativamentecomo

Lactobacillussake siguiendo el esquema de identificación de Schillinger y Liicke (1987b).

En la tabla 111.1 semuestranlos microorganismosutilizadoscomo indicadorespara

evaluarla actividadantimicrobianade las bacteriaslácticasprocedentesde los embutidos

crudosmadurados,asícomo su origen. Todos los microorganismosse liofilizaron en un

medio de lechedesnatadaal 10%paragarantizarsu conservación.Los “stocks” de trabajose

mantuvieron en congelacióna -20 oc en caldo nutritivo con un 15% de glicerol,

revitalizándoloscadadosmesesmediantedoso trespasesen el mismocaldo.

II. 1. 1. 2. - Obtenciónde los inmunosueros

Los inmunosuerosseobtuvieron por inoculaciónde la sustanciaantirnicrobiana

parcialmentepurificadaen conejosmachosde raza “New Zealand”,de 2,5-3Kg depeso,

cedidospor el animalariodel DepartamentodeCirugía Experimentalde Hospital Militar Central

“GómezUlla” de Madrid.

54



MAIIERIALES Y MIETDDOS

III. 1. 2. - Productosy reactivos

Los productosquímicosutilizadosen las experienciasdescritasen estetrabajofueron

de calidadreactivoy suministradospor las siguientesfirmas: “Merck”, “Probus”, “Sigma”,

“FLuka” o “Panreac”.

Los productosutilizadosen las experienciasmicrobiológicasprocedíande las firmas

“Difco” y “Oxoid”, exceptolos componentesminerales,azúcaresy colorantesque fueron

suministradospor “Merck”, “Panreac” y “BDH”.

En las técnicas cromatográficasy electroforéticasse emplearon productos

suministradospor “Pharmacia” y “Bio-Rad” y los utilizados en los ensayosenzimáticos,

inmunológicose inmunoenziniáticoslo fueron por “Sigma”, “Difco”, “Pharmacia” y

“Nordik”.

II. 1. 3. - Materialdelaboratorio

En la preparacióndelos mediosde cultivo y solucionesacuosasseha empleadoagua

destilada,obtenidade un destilador“Afora”(1) y desmineralizadaen un intercambiadoriónico

“Seta” mod. R600.

Las pesadasordinariasse realizaronen balanzasmonoplato“Sauter” mod. S-1000y

las deprecisiónen balanzasanalíticas“Sartorius” mod. 2443 y “Microwa” mod. 6620. Para

equilibrarlasmuestrasacentrifugarse utilizó unabalanzabiplaso “Cobos” mod. 28

(1) La cita de marcas comerciales no significa que el autor las recomiende

con preferencia a otras del mercado.
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Tabla III. 1. - Microorganismos indicadores empleados para evaluar la actividad

antimicrobiana de las bacterias lácticas aisladas de embutidos crudos madurados

Microorganismoindicador Cepan~ Origena

BacteriasGram-positivas

Lactobacillusacidophilus 289 CEOE
Lactobacillusbrevis Lb226 IMTH
Lactobacilluscarnis Lv6l FRIB
LaCtobaCilluscasel 475 CEOE
Lactobacillus curvatus Lb726 IMTH
Lactobacillusfarcinzinis Lb34 IMTI-I
Lactobacillusfermentunz 285 CEOE
Lactobacillusn)eseItteiiCus 394 CEOE
Lactobocillusplantarwn 221 CEOE

LbS?? IMTH
Lactobacillussake Lb684 IMTH
Lactobacillusmesentericus MR364 FRIB

Carnobacteriunzdivergens Lvi 3 FRIB
Cainoba Cte/lun? piscicola MR37 1 FRIB

Micrococcus varians 230 CEOE

Enteí-ococcusfaecalis 481 CEOE
Enterococcusfaecalis(var. liquefaciens) 1 84 CEOE
Enterococcusfaeciunz 410 CEOE

Bacillusstearoterrnophilus 49 CEOE

Bacillus ce,~eus 148 CEOE

Brochotrívthermosphacua 10018 NCIB

Staphylococc’usxylosus 237 CEOE
Staphylococcusaureus 59 CEOE
Staphylococcusaureus 1 37 FR1
Staphylococcusaureus 361 FRI
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Tabla111. 1. - (continuación)

Microorganismoindicador Cepa& O¡.igena

BacteriasGram-positivas

Listeriarnonocytogenes
Listeijanhonocytogenes
Listeija rnonoc’vtogenes
ListeriarnonoCytogenes
Listerianzonocyíogenes

5105
7973

LIS sv 1/2
LI 1 sv 4
Scott A

NOEC
NOEC
FVM
FVM
CEOE

Clostridininpef,-ingeas

Clostridiurn botulinurn

376

551

CEOE

CEOE

BacteriasGram-ne2ativas

194 CEOEEnterobactercloacae

Escherichiacoli
Escheí-iciaColi enteropatógeno

BW545
B4 1

MIT
IEKC

Salnzonellatyphi
Salmonellathyphimurjan;
Salmonellathyphimuriunz

409
443
T91

CEOE
CEOE
CENAN

Pseudornonafluoí-escens
Pseudomonafluorescens
Pseudornonafluorescens

DC5
DC?

NT19

FRTE
FRIB
FRIE

Yersiniaenteí~ocolirica
Yersiniaenterocolifica
Yersiniaenterocoliric’a

WA
E20

14405

DHHS
NC
IPP

a Abreviaturas:CEOE,ColecciónEspañolade CultivosTipo (Burjasot,Valencia); CENAN,
Centro Nacional de Nutrición y Alimentación (Majadahonda,Madrid); DHHS. Dpt. of
Health and Human Services.(WashingtonDC. USA); FRI, Food ResearchInstitute
(Madison,USA); FRIB, Food ResearchInsticute (Bristol, Reino Unido); FVM, Facultadde
Veterinaria(Madrid); IEKC, InternationalEscheñchiaandKlebsiella Centre(Copenhage,
Dinamarca);IMTH, Institute flir Mikrobiology, Toxicology und Histology (Kulmbach,
RFA); IPP, Institut Pasteur(Paris,Francia);MIT, MasachussetsInstitute of Technology
(Boston, USA); NCIB, NationalCollection of Industrial and Marine Bacteria(Aberdeem,
ReinoUnido); NOEC,NationalCollection ofT~peCultures(Londres,ReinoUnido)
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Los ajustesy determinacionesde pH sellevaronacabocon pH-metros“Crison” mod.

Digit 501 y “Radiometer”mod.28.

Las esterilizacionesde los mediosdecultivo y de lassolucionescuyanaturalezaasílo

permitíaserealizatonen autoclaves“Averly’ y “Selecta” mod. 437-G.La esterilizacióndel

materialde vidrio seefectuó porcalorsecoen una estufade aire forzado“I-Ieraeus” mod.

KFTU-K. La esterilizaciónde otrassolucionestuvo lugarporfiltración con filtros “Millipore”

de0,22 y 0,45 gm de diámetrode poro.

Las homogenizacionesse llevaron a cabo en un homogenizador-Stomacher

‘Colworth” mod. 400.

Las centrifugacionesseefectuaronen una centrífugarefrigerada“Sorvalí” mod.

RC-5B,equipadacon rotoresSS-34y GSA y en unamicrocentrífuga“Heraeus”Christ, mod.

Biofuge,equipadacon un rotor tipo 1220.

Las siembrasmicrobianasserealizaronen unacámarade flujo laminar“Telstar” mod.

CE-A. Las incubacionesse efectuaronen estufas“Heraeus”, mods. KB-500 y B6200 y

“Selecta”.mod. Termotronic338, termostatadasa la temperaturadeseada.Los tratamientos

térmicoseincubacionesquerequeríanun controlde la temperaturamásprecisoserealizaronen

bañosdeaguao de glicerinaprovistosde termostatos“Selecta”,mod.Tectron.

El crecimientode los cultivos microbianosseestimóporturbidometría.empleandoun

colorímetro“Klett-Summerson”mod. 800-3. Los recuentosmicrobianossehicieron en un

contadordecolonias“WTW” mod. BZG-24. Las observacionesmicroscópicasserealizaron

en un microscopioóptico “Nikon”, ruod. L-ke, equipadocon un dispositivode contrastede

fases.
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Las determinacionesespectrofotométricasse llevarona caboen espectrofotómetros

“Kontron”, mod. Uvikon 820, e “Hitachi”, mod. U-2000, registrándoselos resultadosen una

impresoi-atérmica“Kontron”, mod. Uvikon LS Thennoprinter4B.

Las muestrasseconservaronen arconescongeladores“Kelvinator”, mods. AC-550y

ACK-55 y “Liebherr”, mod. GT6102, asícomo en frigoríficos “Aspes”. “Kelvinator” mod.

AKR y “Liebherr” y en un armariofrigorífico termostatadoa 4 0C ±1 0C construidopor una

firma local.

Las liofilizacionesseefectuaronen unaaparato“Terruzzi Melvisa”, mod. TP-3.

Las cromatografiasde filtración en gelesse realizaronutilizando columnasde

diferentesdimensionesde las marcas“Phai-macia”y ‘Wright”. Lasfraccionescromatográficas

serecogieronencolectoresde fracciones“LKB-Bromma” mod.7000 Ultraracy 2212 Helirac.

Las electroforesisen gelesde poliacrilamidacon dodecil sulfatosódicose practicaron

en una cubetade electroforesis“Bio-Rad’. mod. ProteanII, empleandocomo fuentede

alimentaciónun aparato“Shandon”,mod. SAE 2761.

En los ensayosinmunoenzimáticos(ELISA), se emplearonplacasde ELISA marca

“Costar” mod.3590de 96 pocillosy la lecturade las mismasseefectuóen un lector de placas

ELISA “Titerek Multiskan” mod. Plus.

En la determinaciónde la composiciónaminoacídicade la susíanciaantimicrobiana

parcialmente purificada mediante ténicas de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC).

seempleóun cromatógrafoBeckmanmod. 332. dotadode unacolumna(25 cmx 4,6 mm) de

fase reversaSpherisorbODS-2 (Supelco) y un detectorUV. Beckman mod. 160. El
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cromatogramaseobtuvoen un integradorHewlettPackardmod. HP-3394A.

Como material general de laboratorio se han utilizado pipetas,micropipetas

automáticas“Gilson”, mods. P-20, P-200. P-l000, agitadores,mecherosde gas,

termómetros,etc. El materialde vidrio empleadofué siempredel tipo “Pirex” -

III. 2. - METODOS

III. 2. 1. - Medios de cultivo empleadosen el crecimientode los mlcroor2antsmos

111. 2. 1. 1. - Mediosde cultivo parael crecimientodelas bacteriaslácticas

1. - Medio de Man.Rogosay Sharpe<MRS.de “Oxoid”

)

Contiene:

Peptona 10,0

Extractodecarne 8,0

Extractode levadura 4,0

Dextrosa 20,0

Acetato sódico 5,0

Fosfatodipotásico 2,0

Citrato triamónico 2,0

5ulfato magnésico 0,2

Sulfatode manganeso 0,05

Tween80 í ml

pH 6,2
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Preparación

Se suspenden52 g del medio de MRS en 11500 ml de aguadestiladacalentandola

solución hastasu disolución y esterilizándolaen un autoclavea 121 0C durante15 minutos.

Cuandoel mediosedepositabaen placasde Peni,a los componentescitadosseles añadía10,0

g/l deagarbacteriológico(DIFCO) y 7,5 gil cuandoseelaborabael agarde MRS semisólido

paralos experimentosde inhibición.

2. - Medio base

Contiene: g/l

Dextrosa 10,0

Extractode levadura 5,0

Cloruro sódico 2,0

Citrato amónico 2,0

Fosfatopotásicodihidrogenado 1,0

Fosfatodipotásico 1,0

Sulfatomagnésico 0,20

Sulfatode manganeso 0,05

Sulfatofeaoso 0,01

Tween80 1 ml

pH final llevado a 6,2 con HCI iN

Pieparación.

Paraestudiarla influenciade la fuentede nitrógenoen la producciónde las sustancias

antibacterianas,estemedio basesesuplementócon 15 g/l de uno de los siguientesextractos:

triptona, triptosa.proteosa-peptona,casitona,peptona(suministradospor Difeo) o extractode
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carne(Oxoid>. Los componentescitadosse disolvieron en 1.000 ml de aguadestilada.La

preparaciónulterior de cadauno de los mediossemisintéticosasíobtenidos es idénticaa la

señaladaparael mediode MRS (secciónIII. 2. 1. 1) El medio basesuplementadocon 15 gil

con triptosa (MM-Triptosa) seempleóparala purificaciónde las sustanciasantimicrobianas

producidaspor las bacteriaslácticas.

III. 2. 1. 2.- Medio de cultivo parael crecimientode microorganismosindicadores

distintosde las bacteriaslácticas

1. Caldo infusiónde cerebroy corazón(BHI, “Oxoid”

>

Contiene: g/l

Extractodecejebro 12,5

Extractodecorazón 5,0

Proteosa-peptona 5,0

Cloruro sódico 5.0

Dextrosa 2,0

Fosfatodisódico 2,5

pH 7,4

Preparación

Se suspenden37 g del productodeshidratadoen polvo en un litro de aguadestilada.

La preparaciónulterior del medioasíobtenidoes idénticaa la señaladaparael mediode MRS

(sección III. 2. 1. 1)
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2. Caldo con Tweenparatodoslos uropósitos(APT. “Difco”~

Contiene:

Triptona

Dextrosa

Extractode levadura

Citrato sódico

Clorurosódico

Fosfatodipotásico

Sulfatomagnésico

Cloruro de manganeso

Sulfatoferroso

Clorhidratode tiamina

Tween80

pH 6,7

g/l

12,5

10,1

7,5

5,0

5,0

5,0

0,8

0,14

0,04

0,001

0,2

Preparación

Se suspenden46,2 g del polvo deshidratadoen un litro de aguadestilada.La

preparaciónulterior del medio asíobtenidoes idénticaa la señaladaparael mediode MRS

(secciónIII. 2. 1. 1).

III. 2. 2. - Aislamientoy selecciónde las bacteriaslácticasde los embutidoscrudos

madurados

Las bacteriaslácticas(cepasLAB) utilizadasen estetrabajose aislarondurantela

maduraciónde un lote deembutidoscomercialesa los que no se les habíaañadidoningún
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cultivo iniciador. Las muestrasse tomaronde la masacárnicadurantelos siguientesdias de

maduración:0, 2, 6, 10, 21 y 35. Parael aislamientode las bacteriaslácticasserecogieron

asépticamente20 g de la porcióncentralde los embutidosque sehomogeneizarondurante10

minutosen 180 mIde un medioqueconteníapeptona(1 gIl) y clorurosódico(8,5 gIl) en agua

destilada.

El recuentototal de microorganismospresentesen el homogeneizadose realizó en

placasde PCA suplementadocon cloruro sódico(1%). El agarde recuentosen placa(PCA,

“Oxoid”) contiene(por litro); 5,0 g de triptona,2,5 g de extractode levadura, 1,0 g de

dextrosay 9,0 g de agar.SupH final esde 7,0 y sepreparasuspendiendo17,5 g depolvo del

medio deshidratadoen un litro de aguadestilada.El restode las operacionesde preparación

del medio son idénticasa las indicadasparael medio de MRS (secciónIII. 2. 1. 1. 1). El

recuentode bacteriaslácticasse efectuóen agarde MRS. Las placasde PCA y de MRS se

incubarona 32 0C durante3 días.

De las coloniascrecidasen agarde MRS se seleccionaron180, en gruposde 30,

durantelos dias0, 2, 6, 10, 21 y 35 de maduraciónsiguiendoel métodoaleatoriodescritopor

Ordóñez(1979). Las coloniasseleccionadasse recogieroncon una asade platino y se

sembraronen tubosque conteníancaldode MRS, manteniendolos tubosdurante16 h a 32

0C. A los cultivos obtenidosse les adicionóun 15% de glicerol estéril y sealmacenaronen

congelacióna -20 0C hastasu posteriorutilización. Alícuotas de cadaunade las cepasse

almacenaronen liofilización con lechedesnatadaal 10 %.
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III. 2. 3. - Actividad antimicrobianade las bacteriaslácticasseleccionadas

111. 2. 3. 1. - Solucionestampónempleadas

1.) Tampónde fosfato4 mM, pH 7,0.

a. Soluciónde Na2HPO4,4miN4.

Contiene0,76 g de Na2HPO4en 1 litro de aguadestilada.

b. Soluciónde NaH2PO4,4 mM.

Contiene0,55 g de NaH2PO4en 1 litro de aguadestilada.

Preparación

Seañadela solución(b) a la (a) hastaquesu pH alcanzael valorde7,0.

III. 2. 3. 2. - Pruebasdirectasde antagonismo

111.2.3.2.1.- Pruebadirectade antaEonismoen pocillos

Paradetectarla actividadinhibidora de las bacteriaslácticas(LAB), aisladasde los

embutidoscrudosmadurados,frente a los microorganismosindicadores,se ideéun sistema

consistenteen utilizarplacasde Petricon medioMPS sólido en las que,con un sacabocados

de?mm de diámetro,sehicieron pocillos, cuyo fondo setapizócon 10 ~fldel mismo medio.

A continuaciónsedepositaronen cadapocillo 20 pl de los cultivos de las cepasLAB

escogidasy cultivadasen caldoMRS, despuésde laxadasy resuspendidasen el mismomedio.
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Las placasse prepararonpor duplicado y cadapocillo se rellenó con agar MRS.

Posteriormente,los microorganismosindicadoresa unaconcentí-aciónap¡-oxiinadade 1 x ío~

ufc/ml, sesembraronen unade lasplacasdel par, queconteníaagarMRS, cuandose trataba

debacteriaslácticasy agarBHI en el restode los casos.Tanto las placasa las queseles había

añadidoel indicadorcomosuscompañerasdel par carentesdel mismo, se incubarona 32 0C

durante24 horas.Transcurridoéstetiempo seañadióindicadora las placasdel par que

carecíandel mismo y cuyascepasLAB habíanobtenido unaventajade crecimientode 24

horas,siguiendo la pautacitada(pruebade actividadinhibidora diferida). Estasplacasse

incubarondurantea 32 0C duranteotras24 horas.

Con estatécnicala inhibición ejercidapor las bacteriaslácticasen el microorganismo

indicadorsemanifiestaporla aparicióndehalosen la superficiedelas placas.Dichainhibición

secuantificadeterminandoel áreade la coronacirculardel halode inhibición (mm2) por

unidadde densidadóptica de los cultivos en unidadesKlett y por 0,020 ml de medio de

cultivo.

III. 2. 3. 3. - Actividad inhibidorade los sobrenadantesconcentradoslibresde células

¡U. 2. 3. 3. 1 - Preparaciónde los sobrenadantes

Las 24 bacteriaslácticasseleccionadas(20 con gran actividadinhibidoradirectay 4

con unaactividadmanifiestamentemenor),secultivaronen caldoMRS durante16-18 h a 32

y los sobrenadanteslibresde célulasse obtuvieroncentrifugandolos cultivos a 12.000 g

durante 10 minutos. El pH de los sobrenadantesse ajustó a 6,2 con NaOH IN y, a

continuación,se filtraron por un filtro de 0,22 gm de diámetrode poro. Los filtrados se

liofilizaron y antesde su utilización seconcentraron20 veces,resuspendiéndolosen tampónde

fosfato4 mM, de pl] 7,0.
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III. 2. 3. 3. 2. - Detección de la actividad inhibidora de los sobrenadantes

concentrados20 veces

Paradetectary cuantificarla actividadinhibidorade dichossobrenadantesseutilizaron

discosdepapelde filtro Whatmann9 3. de 7 mm de diámetro,quecontenían0,030 ml de los

sobrenadantesconcentrados20 veces.Estosdiscossecolocaronen placasde Petri quetenían

sufondotapizadocon unafina capadeagarbasey enlas quesedepositaronaproximadamente

3 x io~ célulasde los microorganismosindicadoresde interésseñaladosen la tabla III 1,

resuspendidosen 6 ml deagarsemisólidoMRS o BHI (0,75 % de agaren todos los casos).

Lasplacasseincubarona32 0C durante24 h y la actividadinhibidorade los sobrenadantesse

determinómidiendolos halosde inhibición formadosalrededordelos discosde papelde filtro.

Paraello seutilizó la expresión:Diámetrodel halo de inhibición (Radiode la zonade

inhibición x 2) + diámetro del papeldefiltro (7 mm).

III. 2. 3. 4. - Efecto de la catalasaen la actividadinhibidorade las bacteriaslácticas

seleccionadas

La influenciadel H
202en la actividadinhibidorade las bacteriaslácticasseevaluó

adicionandocatalasa(130 UI/mí) a los cultivos libresde célulasneutralizadosy filtrados.La

actividadinhibidora sedeterminóempleandoel sistemade discosen placasdescritoen la

secciónIII. 2. 3. 3. 2. La actividadinhibidora debidaal H202 sedeterminócuantificandola

diferenciade diámetroentrelos halosde inhibición de las muestrasproblemay las de los

controlesa las queno seles habíaadicionadocatalasa.
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IIL 2. 4. - Identificación y carac¡erizaciónbi~uímicade al2unasbacteriaslácticascon

actividadantimicrobiana

III. 2. 4. 1. - Morfolo2ía y tinción porel métododeGram

Los cultivos de las6 bacteriaslácticasseleccionadaspor la mayoractividadinhibidora

de sus cultivos libres de células, se tiñeron por el método Gram y se observaronal

microscopioparadeterminarsu morfologíay susafinidadestintoriales.

TU. 2. 4. 2. - Pruebade la catalasa

La producciónde catalasaserealizó añadiendouna gotade peróxidode hidrógeno

(110vol) a unaalícuotadel cultivo a analizar.Comocontrol positivoseempleóun cultivo de

S. aureus.La pruebasebasaen la descomposicióndel peróxidode hidrógenopor lacatalasa

dandoaguay oxígeno,manifestándoseesteúltimo porla presenciade burbujas.

111. 2. 4. 3. - Producciónde gasa partir de glucosa

La produccióndeCO2 a partirde La glucosasedeterminóde dos mane;-asdiferentes:

1.) —

composición

cultivos,éste

Introduciendocampanasde Durham en tubos con caldo MRS de cuya

sesuprimeel citrato. Si las cepasproducengas durantela incubaciónde los

semanifiestaporla presenciade burbujasenel interior de la campana.

2.) - Colocandoen los tubos de medio CS-Tmodificadotaponesde agar(2 % p/v) y

observandosi durantela incubaciónde aquellosse produceun desplazamientode los tapones

debidoa la presenciade gas.
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El medio CS-T modificadocontiene:

g/l

Casaminoácidos~1> 5,0

Extractode levadura 5,0

Fosfatomonopotásico 0,6

Fosfatodipotásico 0,6

Sulfatomagnésico(7 H
20) 0,2

Sulfato de manganeso(1 H20) 0,05

Sulfatoferroso 0,01

Clomro sódico 0,01

Bromotimol azul 0,08

Agar 2,5

Tween80 1,0 ml

pH 6,2

Preparación

A un litro de mediode cultivo esterilizadoa 121
0C durante15 minutos,se le añade

unasolucióndeglucosaal 10 % en unaproporcióndel 10% (y/y). La solucióndeglucosase

esterilizapor filtración con filtros Millipore de 0,22 ~.tmde tamañode poro.Unavezenfriado

el medio,sele adicionan150 jil del cultivo a investigarrealizándosea continuaciónpicaduras

en el medio semisólido.Se le añaden2,5 ml del agaral 2 %. La formaciónde gasse detecta

porel desplazamientodel tapónhaciaarribadespuésde 3 díasde incubadoslos tubos a 32 0C.

Una mezcla comercial de aminoácidos obtenidos por hidrólisis de caseína
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III. 2. 4. 4. - Hidrólisis de la ar2inina

L) Caldo Arginina

Contiene: g/1

Peptona 10,0

Extractode levadura 4,0

Fosfatodipotásico 2,0

Acetatosódico 5,0

Citrato sódico 2.0

Sulfatomagnésico 0,2

Sulfatode manganeso 0,02

L-Arginina 3,0

Tween80 1,0

Preparación.

Unavezdisueltoslos componentesdel medio,sedistribuyeen tubosqueseesterilizan

enautoclavea 121 0Cdurante15 minutos.

2.) Reactivode Nessler

a.) Solución1.

Contiene:

Yoduro potásico 7 g

Yoduro mercúrico lO g

Aguadestilada 40 mi
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b.) Solución2.

Contiene10 g de NaOHen 50 ml de aguadestilada.

Preparación.

Unavezpreparadaslas dossoluciones(y dejadaenfriarla solución2), semezclanen

un matrazaforadode 100ml y seañadeaguadestiladahastaenrasar.Sedejaquesedimenteel

precipitado,se decantael líquido sobrenadanteclaro, que se guarda,y se desechael

precipitado.

Sembradaslas bacteriaslácticasde interésen caldode Arginina, seincubana 32 0C

durante2 días;a 1 mIdeéstoscultivos sele añade1 ml del reactivode Nessler.La hidrólisis

de la arginina,conformaciónde amoníaco,produceunaalcalinidadquesemanifiestapor el

desarrollode un colorentreanaranjadoy marrón.

¡U. 2. 4. 5. - Producciónde ácidosulfhídrico

III. 2.4. 5. 1. - Técnicade Shavy E~an(l981~

1. Agarbasedeacetatode plomo (Difco).

Contiene: g/l

Peptona 15,0

Pioteosa 5,0

Dextrosa 1,0

Acetatodeplomo 0,2

Tiosulfatosódico 0,08

Agar 15,0
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pH 6,6

Prepw-ocíón.

Se suspenden36 g del medio deshidratado,1 ml deTween80 y 0,05 g de sulfatode

manganesoen 1 litro de aguadestilada La suspensionsecalientahastaebullición y se

esterilizaen autoclavea 121 0C durante15 minutos.El medio esterilizadosedejaenfriarhasta

45 0C paradistribuirlo finalmenteen placas.

Si las coloniasdesarrolladasen las placasincubadasa 32 0C durante3 díasproducen

ácidosulfhídrico,seobservaun ennegrecimientodel medio.

III. 2. 4. 5. 2. - Asarhierrode Klieser

Los cultivos seleccionadosseinocularonen tubosinclinadosde agarhierrode Klieger,

tanto en picadura como en estría. Los tubos se incubaron durante7 días a 32 0C,

manifestándosela producciónde ácido sulfhídricoporun ennegrecimientodel medio.

Hl. 2. 4. 6. - Pruebade Voses-Proskauer

a.) CaldoMR-VP.

Contiene: g/l

Peptona 7.0

Fosfatodipotásico 5.0

Dexuosa 5,0

pl] 7,5
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a.) Solucióndea-naftolen etanol

Contiene:

a-naftol

Etanol

c.) Soluciónde hidróxidopotásico.

Contiene:

KOI-I

Aguadestilada

Prepún -ación.

Unavezdisueltoel medioa.) sedistribuyeen tubosqueseesterilizanen autoclavea

121 0C durante15 minutos Sembradoel inóculode lacepaproblemaeincubadoslos tubos a

32 0C, a 5 ml de los cultivos seañaden0,5 ml de la soluciónb.) y 0,5 ml de lacj y seobserva

el cambio de coloracióndel medio. El desarrollode un color rojo intensosedebea la

producciónde acetilmetil carbinola partirde la dextrosaque,en presenciade ICOR, reacciona

con el a-naftol.

III. 2. 4. 7. - Fermentaciónde carbohidratos

1.) Medio API Cí-IL (BioMérieux)

Contiene:

Peptona

Extractode levadura

Tween80

gil

10,0

5,0

1,0

6

100

40

100

g

ml

g

ml
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Fosfatodipotásico 2,0

Acetatosódico 5,0

Citrato diamónico 2,0

Sulfatomagnésico 0,20

Sulfatodemanganeso 0.05

Bromocresolpúrpura 0,17

pH 6,9-7,0

2.) TirasAPI 50 CH (BioMérieux).

Cadatiracontienelos siguientescarbohidratos:0. control; 1. glicerol; 2. eritritol; 3.

D-arabinosa;4. L-arabinosa;5. ribosa; 6. D-xilosa; 7. L-xilosa; 8. adonitol; 9. ~3-metil

D-xilósido; 10. galactosa;11. glucosa;12. fructosa;13. manosa;14. sorbosa;15. ramnosa;

16. dulcitol; 17. inositol; 18. manitol; 19. sorbitol; 20. a-metil D-manósido;21. a-metil

D-glucósido;22. N-acetilglucosamina;23. amigdalina;24. arbutina;25. esculina;26. salicina;

27. celobiosa;28. maltosa;29. lactosa;30. melibiosa;31. sacarosa;32. trealosa;33. inulina;

34. melicitosa; 35. rafinosa;36. almidón; 37. glucógeno;38. xilitol; 39. gentibiosa;40.

D-turanosa;41. D-lixosa; 42. D-tagatosa;43. D-fucosa;44. L-fucosa; 45. D-arabitol 46.

L-arabitol; 47. gluconato;48. 2-cetogluconatoy 49. 5-cetogluconato.

Procedimiento.

Los cultivosseleccionados,desarrolladospreviamenteen caldoMRS, secentrifugaron

a 12.000 g durante 10 minutosy el sedimento(las células) obtenidose resuspendióen el

medio API CHL. El sedimentoresuspendidose depositóen microtubosen los que se

encuentranlos carbohidratosLa zonaaeróbicade los microtubos (superficie)se cubrió con

aceitede parafinapara crearlas condicionesde anaerobiosisrequeridas.Las tiras con los
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distintosmicrotubosseincubarona 32 0C, realizandodos lecturasde las mismasa las 24 y 48

h, respectivamente.La fermentaciónde los carbohidratossemanifiestapor un cambiodecolor

del microtubo,debidoa la producciónanaeróbicade ácido,queesdetectadoporel indicador

depH incluido en el medio API CHL.

III. 2. 4. 8. - Toleranciaal clorurosódico

La toleranciade las bacteriasseleccionadasa la sal sedeterminóen caldo MRS

suplementadocon un? y un 10 % de NaCí, respectivamente.El medio, unavez inoculado,se

incubó durante6 díasa 32 0C.

III. 2. 4. 9. - Toleranciaal pH de 3.9

El crecimientode los cultivos a pH 3,9 seevaluóen caldoMRS cuyo pH sehabía

ajustadoa 3,9 con HCI IN. El medioseincubódurante5 díasa32 0C.

III. 2. 4. 10. - Desarrolloa diversastemperaturas

El desarrollode los cultivos adiversastemperaturasseanalizódepositandoalícuotas

decadauno deellos en tubosde ensayoque conteníancaldo MRS. Unavez inoculadoslos

tubos,seprocedióa su incubacióna las diversastemperaturasduranteperiodosvariablesde

tiempo. El desarrollode los cultivos sedeterminóa intervalosdetiempo regularesmidiendosu

absorbanciaen UnidadesKlett.
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III. 2. 5.- Esnectroantimicrobianode las sustanciasinhibidorasproducidaspor las

cepasdeL.sate números77. 90. 148 y 180

El espectroantimicrobianode las 4 cepasde U sakeque mostraron una mayor

actividadantagonista,sedetenninóviendola actividadinhibidorafrentea los microorganismos

indicadorescitadosen la tablaIII. 1 del sobrenadanteconcentradolibre decélulas,elaborado

segúnsedescribeen la secciónHl. 2. 3. 3. La actividadinhibidorasedeterminómidiendolos

halosde inhibición alrededorde los circulosdepapelde filtro y seexpresócomo: Diámetrode

inhibición — (Radiode la zonade inhibición x 2) + diámetro del papelde filtro (7 mm).

III. 2. 6. - Efecto de la composición del medio de cultivo en la actividad

antimicrobianadeLocwbacillus sake 148

Paraestudiarel efectodel mediode cultivo en la actividadantimicrobianadeL.saLe

148, estesesembróen diversosmediosde cultivo quese incubarondurante16 h a 32 ‘C. Los

mediosempleadosfueron los siguientes:

1.) Medio de APT

2.) Medio de APT suplementado:

a) con 10 g de triptosa/l(APT-Triptosa)

b) con 10 g deproteosa-peptona/l(APT-Proteosa)

c) con 10 g depeptonail(APT-Peptona)

d) con 10 g de extractodecame/l(APT-Extractodecarne)

3.) Medio EHI

4.) Medio BHI con lassupletnentacionesdescritas:

a) BHI-Triptosa

b) BHI-Proteosa

c) Rl-II-Peptona
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d) EHI-Extiactodecarne

5.) Medio basesuplementado:

a)con 15 g de triptosall (MM-Triptosa)

b) con 15 g de proteosa/l(MM-Proteosa)

c) con 15 gde peptona/l(MM-Peptona)

d) con 15 g deextractodecarne/l (MM-Extractodecarne)

e) con 15 g de caseina/1(MM-Caseina)

fl con 15 g de triptonall (MM-Triptona)

Terminadala incubaciónseprepararonlos sobrenadantesconcentradoslibresde células

y sedeterminósu actividadantimicrobianade la maneradescritaen la secciónIII. 2. 3. 3.,

utilizandoaL.fermcntunzCEGI’285comoel microorganismoindicador

III. 2. 7. - Crecimiento de L. saLe 148. cinética del desarrolloy producciónde

sustanciaantimicrobianaa diversastemperaturas

III. 2.7. 1. - Crecimientode los cultivos

Alícuotasde 100 ~.dde un cultivo de L. sake 148 se inocularonen tubos con caldo

MRS y MM-Triptosay seincubarona 4, 8,15,20y 32 0C durante?días,5 días,30 h, 16 h y

12 h, respectivamente.El desarrollode los cultivosseestimópor turbidometríaa determinados

intervalosde tiempo; con los datosobtenidossecalcularonlos parámetroscinéticosdel

desarrollomicrobianoquesedescribenen la secciónIII. 2. 6. 2. En los mismosintervalosse

determinéel valordel pH del cultivo.

La actividadantimicrobianade los sobrenadantesobtenidosen cadaintervalo, se

determinócomo seindica en la secciónIII. 2. 3. 3., empleandoa Lferrnentum CECT285
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comoel microoraanismoindicador.

111. 2. 7. 2. - Parámetroscinéticosdel desarrollomicrobiano

111.2.7.2.1.- Velocidadespecíficadecrecimiento(u

>

Sedefinecomoel aumentode la masacelularde los cultivos respectodel tiempode

incubacióny secalculaa partir de la ecuaciónde la rectade regresiónde una gráfica que

representala masacelularde los cultivosen funcióndel tiempode incubación(figura 3.1)

x
c

t

Figura 3. 1.- Representacióngráficateóricadel incrementode la masacelularde los

cultivos en funcióndel tiempode incubacion.

1-’
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De la figura 31 sededuceque:

dx
— ux

dt

siendo“x” la densidadópticade los cultivos en unidadesKlett, “t” el tiempo de incubación en

horasy “1” la velocidad específica de crecimiento.

Asimismo,

X2 dx

5 5
x o

gdt;

X2

In
X2

In =jit; por tanto,

t

III. 2. 7. 2. 2. - Tiempodedunlicación(t1

>

Sedefinecomoel tiempo quetardanlos cultivos en duplicarsu masacelulara una

temperaturade incubacióndeterminada.Su valorsecalculade la expresión:

x2
In ____ r ¡it; cuandoX2 = 2X1;

xl

2X1
In =jlt<j: ln

2=Jitd;
0,693

td =

xl

III. 2. 7. 2 3. - Númerode generacionespor hora(st/h

)

Estetérmino indicael númerode generacionesmicrobianasde los cultivos en unahora

a una temperaturadetenninaday su valor secorrespondecon el inversodel tiempo de
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duplicación«a).

III. 2. 7. 2. 4. - Determinacióndel pesocelularseco

El pesocelularsecosedeterminópor interpolaciónen unagráfica(figura 3. 2) en la

queserepresentael pesocelularsecoconrespectoa la absorbanciaen UnidadesKlett

III. 2. 7. 2. 4. 1. - Elaboraciónde la rectapatrónparala determinacióndel yesocelular

seco

Paradeterminarla rectapatrónseprepararonunaseriede tuboscon mediosde cultivo

estérilesde MRSy MM-triptosa, queseinocularonconJi. saLe148 y seincubarona32 0C.

La absorbanciade los cultivos sedeterminócadaciertosintervalosde tiempo al

progresarel tiempode incubación;paraello se tomabanalícuotasde 5 ml de los mediosde

cultivo a intervalosregularesen los quesedeterminaronlasUnidadesKlett hastaqueéstasse

estacionaron(ya no aumentabanmás).

Las alícuotassefiltraron por filtros Millipore, de 0,45 ~m de diámetrode poro,

previamentetarados. Los filtros, en los que habíanquedadoretenidaslas células, se

introdujeronen placasde Petri de vidrio y sedesecarondurante10 h a80 0C. El pesocelular

seco(n Jml), correspondientea cadaabsorbanciaseestableciódeterminandola diferenciaen

pesodel filtro con y sin microorganismosdividida por 5. La absorbanciaen UnidadesKlett se

relacionócon el pesocelularsecomedianteunarectade regresión(fig 3. 2).
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Figura3. 2.- Rectapatrónparala determinacióndel pesocelular secoen virtud de la

absorbanciadel medio decultivo.

E

u

u
u

u

u

0,5 1,0 1,5

81



MATERIALES Y MÉTODOS

III. 2. 8.— Purificaciónparcialde la actividadantimicrobianaexocelulardeL.saLe148

III. 2. 8. 1. - Cromatografíade filtración en celes

Estatécnicacromatográficase basaen la separaciónde las moléculaspor su tamaño

molecular.

III. 2. 8. 1. 1. - Solucionestampónemoleadas

1.) Tampónde ácidocítrico-fosfato,de pH 5,6.

(a.) Soluciónde ácidocítrico, 0,1 M.

Contiene21,01 gdeácidocítrico (1 H20) por litro deaguadestilada.

(b.) Soluciónde Na,HPO4,0,2 M.

Contiene28,4 g de Na2HPO4porlitro de aguadestilada.

Preparación.

Semezclan42 ml de ácidocítrico, 0,1 M con 58 ml de Na9HPO4.0,2

M.

2.) Tampónde ácidocítrico-fosfato,de pH 5,6, con urea0,1 M, y 1 M

A la solucióntampónbase(secciónIII. 2. 8. 1. 1. 1), sele añaden, respectivamente, 6

g ó 60 g de ureapor litro de solucton.

III. 2. 8. 1. 2. - Geles

El Sephadexesun polímero resultantede la formaciónde enlacesciuzadosentrelas

moléculasdedextranoy de epiclorhidrina.Debidoal gran númerodc gruposhidroxilo de su

moléculaestepolímeroes muy hidrofílico y sehinchafácilmenteen el aguay en soluciones
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electrolíticas.Los tiposde Sephadexdifieren en su gradodeentrecruzamiento,por lo quese

utilizan par-aalcanzarfraccionamientoscon diversosintervalosde tamañomoleculary queen el

casode los Sephadex0-150 fino, G-75 y 0-50 son, respectivamente,de 5.000 a 300.000

daltons,de 3.000a 80.000daltonsy de 1.500a 30.000daltons.

Los gelesseprepararony activaron segúnlas normasde la casasuministradora

(“PharmaciaFine Chemicals).Los geleshidratadosseconservaronen refrigeraciónhastasu

utilización.

III. 2. 8. 1. 3. - Condicionesde trabaio

La cromatografíase realizó en una cámaratermostatadaa 4±10C y el eluato

cromatografiadose recogióen un colectorde fracciones.

El sobrenadante,libre de células y liofilizado, de cultivos de Ji. saLe 148

desarrolladosen MM-triptosa durante16 h a 32 0C, se resuspendióen el tampónde ácido

cítrico-fosfato,depH 5,6 y urea1 M, hastaunaconcentración20 vecesmayorquela inicial. A

continuación20 ml de estasoluciónsedepositaronen unacolumna(3,2x 443 cm)de Sephadex

G-150,previamenteequilibradacon el tampónde ácidocítrico-fosfato,de pH 5,6 y urea0,1

M. El eluato,en fraccionesde 5 mí, se sometióa unalecturaespectrofotométricaa 280 nm

paradeterminarsu contenidoproteico,mientrasquesu actividadinhibidoraseestablecióde la

maneradescritaen la secciónIII. 2. 3. 3. 2. utilizando L. fermentum CECT285comoel

microorganismoindicador. Las fraccionescromatográficascon actividadantimicrobianase

juntaron,liofilizaron y resuspendieronen el tampónde eluciónparadepositariasde nuevoen

una columna(2,5 x 90 cm) de Sephadex0-75,previamenteequilibradacon cl tampónde

clución. Las fraccioneseluidasdotadasde actividadantimicrobianasemanipularoncornoseha

descritoantesy sedepositaronde nuevoen una terceracolumna(1,6 x 90 cm) deSephadex
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G-50. Las fraccionescromatográficascon actividadantimicrobianasejuntaron,liofilizaron y

semantuvieronen un desecadora 4 0C hastasu utilizaciónposterior.

III. 2. 8. 2. - Determinaciónde la proteína

Serealizópor la técnicade Lowry, segúnla modificaciónde Markwell y col. (1978).

La técnicasebasaen el desarrollode coloral poneren contactolas proteínascon los reactivos

que posteriormentesedetallan. El desarrollodel color se debea una combinaciónde

reacciones:

a.) Formaciónde un complejoentrelos enlacespeptídicosde las proteínascon el cobre

en tin medioalcalino(reaccióntipo Biuret).

b.) Reduccióndel reactivo fosfomolíbdico-fosfotúngsticopor la tirosina y el

triptófano.

Estatécnicaponede manifiestolos gruposfenolespresentesen las proteínas;por ello

es necesarioextrapolarlos resultadosa unacurvapatrónconstruidacon anterioridad.Como

proteínaestándarparaconstruirla curva patrónseempleóla fracción V de la seroalbúmina

bovina(figura 3. 3).

Reactivos:

- Solución A: Na,C0
3 al 2 %, NaOH al 0.4 % y tartrato sódico

potásico (NaKC4H4O6) (4 H90) al 0,16 % en aguadestilada.
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- SoluciónB: CuSO4(5 H-,O) al 4 % enaguadestilada.

- SoluciónC: Se obtienemezclando100 volúmenes de la solución A con

1 volumende la soluciónR

- SoluciónD: Reactivode Folin-Ciocalteaudiluido en aguadestiladaen la

proporción1:1 (y/y).

P,ocedimie,ito.

A 1 ml de unamuestraquecontengaentre 10 y 100 ¡ig deproteínase le añaden3 ml

de la soluciónC; la mezclasedejaen reposoa temperaturaambientedurante10 minutos.A

continuación se adicionan 0,3 ml de la soluciónD, agitándola inmediatamente y dejándola

reaccionardurante45 minutos,al términode los cualessemide el aumentode la absorbanciaa

660 nm con referenciaa un blancopreparadode la mismamanerape¡ocon aguadestilada.

III. 2. 9. - Caracterizaciónparcial de la actividad antimicrobianaexocelular

parcialmentepurificadade Ji. saLe 148

III. 2. 9. 1. - Preparación de la solución patrón de la sustancia antimicrobiana

parcialmentepurificada

Pararealizarlaspruebasdeestabilidadenzimáticay térmica,seresuspendieron200 mg

de la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada,obtenidade la columnadeSephadex

G-50 (secciónIII. 2. 8. 2), en 1 ml de unasolución tampón dc citrato-fosfato 4mM, de pH?.

Estasoluciónse preparabajusto antesde su empleo.
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III. 2. 9. 2. Efecto de diversos enzimas en la actividad inhibidoi-a de Ji saLe 148

Paradeterminarla sensibilidadde la actividad inhibidora a los enzimasproteolíticos

(tripsina, pepsina,papaína,proteasaII y proteasaXIV), lipolíticos (lipasa 1 y lipasaVII) y

amilolíticos (a-amilasa),se preparóuna soluciónde la sustanciainhibidora parcialmente

purificada(secciónIII. 2. 9. 1). A los pocillos de placasde ELISA en los que sehabían

depositado60 gí de las dossoluciones(2 y 10 mg/mí) de los distintosenzimasen tampónde

citrato-fosfato,seañadieron60 ¡il de la soluciónconteniendola sustanciainhibidora,de tal

maneraque la concentraciónfinal del enzimafué de 1 y 5 mg/ml respectivamenteen cadados

pocillos. Comocontrolpositivoen un pocillo secolocóla sustanciaantimicrobianadiluidaal

50% con el tampóncitado. Paradeterminarla posibleacción inhibidora o estimulantedel

crecimientodel microorganismoindicador,ejercidapor los enzimasempleados,sedeterminó

la posible actividad antimicrobiana a las concentraciones descritas. La actividad antimicrobiana

residual de los pocillos se determinó tras 2. 6, y 12 horas de incubación de las mezclas a 32

0C, segúnel métododescritoen la sección[It. 2.3. 3. 2; como microorganismoindicadorse

utilizó L.ferrnentwn CECT285.

III. 2. 9. 3. - Efecto dediferentesvHs en la actividadinhibidorade Ji. saLe 148

111. 2. 9. 3. 1. - Preparaciónde las solucionestampónde distintosvHs

E) Tampónuniversal (Dawsony col., 1969).

a) SoluciónA.

Contiene: gp

Acido cítrico 6,008

Fosfatomonopotásico 3,893
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Acido bórico 1,769

Acido dietilbarbitújico 5,266

Aguadestiladahasta 1000 ml

b) SoluciónB.

Contiene0,8 g de NaOHen 1.000ml de aguadestilada.

Procedimiento:

A 100 ml de la soluciónA sele añadenlos ml de la soluciónB necesariosparaobtener

el valor de pH deseado.Serealizaronsolucionescon valoresde pH de 2,6, 3,6, 4,6, 5,6, 6,6..

7,6, 8,6, 9,6, 10,6, 11,6 y12,0.

III. 2. 9. 3. 2. - Condicionesde trabaio

Paraestablecerla estabilidadde la actividadantimicrobianaparcialmentepurificada

(secciónIII. 2. 8. 2.) a los diferentespHs, sedistribuyeronen tubos alícuotasde 1 ml de la

solución tampón.Despuésde incubarlos tubos 24 h a 24 0C, sedeterminósu actividad

antimicrobianaporel sistemade los discos(secciónIII. 2. 3. 3. 2), utilizandoaL.fermentunz

CECT285comomicroorganismoindicador.Paracomprobarquelos tamponesde diferentepH

no ejercíanacción inhibidoraen el microorganismoindicador,serealizóla mismapruebade

inhibición con solucionesde la sustanciacon actividadantimicrobiana.
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III. 2. 9. 4. - Cinéticade tennodestrucciónde la actividadinhibidoradeL,saLe 148

III. 2.9.4. 1.-Tratamientotérmico

En vialesde vidrio (10 x 30 mm) herméticamentecenadossecolocaron0,1 ml de la

solucióndesustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadeJi. saLe 148 quesecalentaron

a 80, 100, 121, 135 y 150 0C en un bañodeglicerinatermostatado,duranteintervalosde

tiempo variablesen función de la temperaturade calentamiento.Finalizadoel tratamiento

ténnicoLas muestrasseenfriaronrápidamenteen un bañode hielo picadoy sedeterminósu

actividadantimicrobianaresidualde la maneradescritaen la secciónIII. 2. 3. 3. 2. empleando

como indicadora L.fermentunz CECT285.

III. 2. 9. 4. 2. - Parámetroscinéticosdetermodestrucción

A) Valor “D’ o tiempode reduccióndecimal

Se definecomoel tiempo necesarioparadisminuir en un 90 % a una temperatura

determinada,la actividad inhibidora inicial de la sustanciaantimicrobianaparcialmente

purificadade Ji. saLe 148, y secorrespondecon el tiempoen el quelacurvade supervivencia

atraviesa un ciclo logarítmico. Se calcula a partir de la ecuación de la recta de regresión de una

gráfica de termodestrucción, que representa el logaritmo del porcentaje de la actividad

inhibidorainicial en función deltiempodecalentamiento(figura3. 4).

De la figura 3. 4, sededuceque:

log x = -kt + C
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o

t

Figura 3. 4.- Representación gráfica teórica de la actividad inhibidora en función del

tiempo de caientamiento.

siendo X” el % dc actividadinhibidoraresidual;‘1” la constantede inactivaciónen mm - y

‘t’ el tiempo de calentamientode lasmuestras

Asimismo:

(log x~ - log xí) = -k (t
2- t1>

log x~ - log xi 1 logx,-logx~

log X2 - log x1

o

k

7

tI - D

ti - t2
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B) Tiempomedio It l/2~

Se define como el tiempo en el que la actividad inhibidora inicial se reduce en un 50 %

a una temperatura determinada. El término puede calcularse gráficamente (figura 3. 5),

representandola variación de la actividad inhibidora inicial en función del tiempo de

calentamiento,o bien matemáticamente,asumiendo que el cambio de la actividad

inhibidora conrespectoal tiempoesfunción de la actividadinhibidorainicial (ecuaciones1 y

2),

dX

- kX(l)
dt

dX

— kdt (2);

x

donde x representala actividad inhibidora, ‘t’ el tiempodecalentamientoa unadeterminada

temperaturay ‘k” la constantede inactivaciónde la actividad inhibidoraen min1.

Integrandola expresión(2) entredosvaloresde x diferentes(x
0 y x) a (t0 y t) y siendo

x0 la actividad inhibidora inicial en el tiempot0, resulta:

t

dr In _x0 —

to x
k(t-t0) ó 2,3 logxo=k(t~t0)

x

Si x = 50, 2,3 log
100 2,3 log 2

____ =ktíp; t1¡2=

50 k
ti!2 ZQSAi23

k

x-s dx k
5

x

91



MATERIALES 1’ MÉTODOS
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Figura 3. 5. - Representacióngi-áfica teóricade la actividad inhibidora en función del

tiempode calentamiento.

C) Valor ‘7

’

Se define como la temperatura necesaria para disminuir el valor D en un 90 %, y se

calculaapartir delaecuaciónde la rectade regresión,obtenidaal representargráficamenteel

logaritmo de los valores “D en función de la temperatura a la que fueron obtenidos (figura 3.

6).

l)e la figura 3. 6 sededuceque:

log D a T + C

donde “D es el tiempo de reduccióndecimala una determinadatemperaturay ‘Y’ es la

t
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T

Figura3. 6. - Representacióngráficateóricadelos valores D en funciónde la

temperatura.

1 —l
Sipordefinición, a=- — , logD=- T±C

z z

1

log D2 - log D1 = - (T2 - log D2 - log D1 = ____

z z

log D2 - log D¡

temperaturadeltratamientotérmicoen
0C.

o
o>
o

z

a

(T
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III. 2. 9. 5. - Determinacióndel pesomolecularde la sustanciainhibidoradeL.sake

148 porcromatoiirafíade filtración en Sephadex0-50

La cromatografíade filtración en gelesde Sephadex0-50 paradeterminarel peso

molecularde la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada,serealizó de la manera

descritaen la secciónIII. 2. 8. 1. 3. Paraello 20 mg de la sustanciaparcialmentepurificada,

disueltaen 3 ml de tampóndeácidocítrico-fosfato,de pH 5,6 y urea 1 M se depositaronen la

columna (1,6 x 90 cm) queconteníael Sephadex0-50,determinándoseposteriormentela

absorbanciaa 280nm y la actividadantimicrobianade las fraccioneseluidasresultantes.

A continuación,en la mismacolumnasedepositaron3 ml de unasoluciónde 5 mg de

dextranoazul,6 mg de a-quimotripsinógenoA (25.000daltons),8 mg de RNasapancreática

bovina (13.700daltons)y 1 mg de vitamina B12 (1.300 daltons),disueltosen el mismo

tampónen el que se disolvió la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadeL. sake

148. La absorbanciade tas fraccionesetuidasse determinéa 280 nrn, mientrasel peso

molecularde la sustanciaproblemasedeterminópor interpolaciónen unagráfica(figura3. 7),

en la queserepresentabael logaritmo de los pesosmolecularesde las proteínasestándaren

funciónde la fraccióncromatográficaen la queseencontraban.

III. 2. 9. 6. - Electroforesisen 2elesde poliacrilamidacon dodecil sulfatosódico

(SOS-PACE

)

Estatécnicapermite separarmezclascomplejasde polipéptidosen función de su

tamañomolecular. La electroforesisen gelesde poliacrilamidacon dodecil sulfatosádico

(SDS-PAGE).se realizó segúnlas técnicasde Swanky Munkres(1971)yde Laemli (1970).

El dodecil sulfatosódicoesun detergentequecon otros agentes,como el mercaptoetanoly el

calor, ínte¡-vicneen la desnaturalizaciónde las proteínasa subunidadesy. además,proporciona
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alascadenaspolipeptídicasunadensidaddecargasimilar. De estaformacuandoel complejo

SDS-proteínase sometea electroforesisen un gel que contiene SDS, su velocidad de

migraciónvienedeterirtinadaprincipalmentepor la masade la partículaSDS-polipéptidosegún

el pricipio deexclusiónmolecular.El campoeléctrico,en estecaso,sólo suministrala fuerza

impulsora.

III. 2. 9. 6. 1. - Técnicade Swanky Munkres(1971

)

III. 2. 9. 6. 1. 1. - Tampones.gelesy solucionesemuleadas

1.) Tampónparasolubilizarlas muestras.

Secomponede:

Urea

3-mercaptoetanol

SDS

Acido ortofosfórico

2.) Tampónde ácidofosfórico 1

Condene:

4,8

0,5

0.25

10,00,01 M hasta

g

inI

g

ml

M-SDS, pH 6.8.

Acido ortofosfórico(85 %)

SDS

Aguadestilada,hasta

El pH seajunaa 6,8 con Tris.

3.)Soluciónde acrilamida-bisacrilamida.

Estáformadopor:

Acri lamida

33,7

5,0

500,0

ml

g

ml

18,75 g
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N,N’-metilén-bisacrilamida 1,87 g

Aguadestiladahasta 50,0 ml

4.) Gel de separación.

Constade:

Soluciónde acrilamida-bisacrilarnida 9,99 ml

Tampónde ácidofosfórico 1 M-SDS 3,0 ml

Urea 14,4 g

Aguadestilada 29,0 ml

TEMED (N,N,N’.N’, tetrametilén-etilen-diamina) 9,0 gí

Persulfatoamónico(6 %) 0,3 ml

5.) Gel deconcentración.

Le forman:

Soluciónde acrilamida-bisacrilamida 1,65 ml

Tampóndeácidofosfórico 1 M-SDS 0,5 ml

Urea 2,45 g

Aguadestilada 10,0 ml

TEMED 1,5 gí

Persulfatoamónico(6%) 0,1 ml

6.) Tampónde electroforesis.

Contiene:

Tampóndeácidofosfórico 1 M-SDS 0,225 ml

Agua destilada 2,225 ml
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7.) Soluciónde fijación.

Constade isopropanol:ácidoacético:aguadestilada(2,5:10:6,5y/y).

8.) Solucióndetinción.

Consisteen unasolucióndeazulbrillantedeCoomassieal 2 % en ácidoacéticoal

7 %.

9.) Soluciónde lavado.

Es unasoluciónal7 % de ácidoacéticoen aguadestilada.

III. 2. 9. 6. 1. 2. - Preparaciónde las muestras

Lasmuestrassolubilizadasen tampónde solubilización,con 50, 100 y 200 gg de la

sustanciaantimicrobiana,parcialmentepurificada,semantuvierondurante5 minutosen baño

deaguahirviendoantesde depositar30 gí de cadasoluciónenel gel deconcentracion.

III. 2. 9. 5. 1. 3. - Preparaciónde los Leles

Los gelesseprepararonde la maneradescritaporSwanky Munkres(1971).El gel

consta de dos porciones: fase inferior (gel de separación)y fase superior (gel de

concentración).Los gelesseprepararoncomo sedescribeen las seccionesIII. 2. 9. 6. 1. 4 y

III. 2. 9. 6. 1. 5. Para evitar la presenciade burbujasde aire en los geles, la mezclase

desgasificóa temperaturaambientepor sonicaciónen un baño,durante5 minutos,antesde

añadirleel TEMED y el persulfatoamónico.Los receptáculosde formaciónde los gelesse

llenaronprimerocon la solucióndel gel de separaciónhastaunos3 cmdesu extremosuperior,

mientrasen la superficiede la mezcla,y paraque no se formaranmeniscos,sedepositóun

pequeñovolumende unasoluciónsaturadade butanol. La mezclasemantuvodurante1 h a 37
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0C y, una vezpolimerizada,se retiróel butanol y se lavó su superficiecon aguadestilada.A

continuaciónsedepositóel gel de concentracióny seintrodujo el peinequeforma los pocillos

dondesedepositaránLas muestras.El gel sepolimerizadurante30 minutosa 37 0C. quedando

listo pararealizarla electroforesis.

III. 2. 9. 6. 1. 4. - Electroforesis

La electroforesistuvo lugarpasandopor el gel unacorrientede 18-20 mA y evitando

las temperaturasinferioresa 16 0C, paraminimizar el riesgo deprecipitaciónde la urea

Finalizadala electroforesis,el gel se extrajode los vidrios del soporte.

III. 2. 9. 6. 1. 5. - Tinción de los geles

Terminadala electroforesis,los gelessesumergieronen la soluciónde fijación y se

mantuvieronfijándosedurante,aproximadamente8 h, cambiandola soluciónde fijación 2 ó 3

veces.A continuación,seintrodujeronen la soluciónde tincióndondese mantuvierondurante

2 h a temperaturaambiente.La eliminacióndel coloranteno fijado se realizócon la soluciónde

lavado.

III. 2. 9. 6. 1. 6-- Determinacióndel pesomolecular

El pesomolecularsedeterminépor interpolaciónen unagráficaen la quese representa

el logaritmodel pesomolecularde las proteínasestándarfrentea su distanciade migraciónen

el gel (figura3. 8). Las proteínasutilizadasen la confecciónde la rectapatrónprocedíande un

“kit” comercialque conteníalas siguientesproteínasestándarde bajo pesomolecular:

mioglobina111 (2,5KDa), mioglobina11(6,2KDa). mioglobina1(8,1 KDa). mioglobina1 y

11(14KDa) y mioglobina(16,9 KDa).
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111.2.9.6.2.- Técnicade Laemli (1970

)

III. 2. 9.6. 2. 1. - Tampones.Eelesy solucionesempleadas

1.) Tampónparasolubilizarlas muestras.

Secomponede:

Tris HCI 0,5 M, pH 6,8

Glicerol

SDS (10%)

j3-rnercaptoetanol

Azul de bromofenol(0,05%)

Aguadestilada

2.) Soluciónde acrilamida-bisacrilamida.

Estáformadapor:

Acrilamida

N,N-metilén-bisacrilamida

Aguadestiladahasta

3.) Gel de separación.

Contiene:

Solucióndeacrilarnida-bisacrilamida

Tris HCI 1,5 M, pH 8,8

Aguadestilada

SDS(10%)

Persulfatoamónico(10 %)

TEMED

1,0 ml

0,8 ml

1,6 ml

0,4 ml

0.2 ml

4,0 ml

14,6 g

0,4 g

50,0 ml

20,0 ml

7,5 ml

1,9 ml

0,3 ml

0,15 ml

15,0 1.11
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4.) Gel de concentración.

Contiene:

Soluciónde acrilamida-bisacrilamida 1,3 ml

Tris HCI 0,5 M. pH 6,8 2,5 ml

Aguadestilada 6,1 ml

SDS(10%) 0,1 ml

Persulfatoamónico(10 %) 50,0 gí

TEMED 10,0 gí

5.) Tampóndeelectroforesís.

Constade:

Tris base 6,6 g

Glicina 28,8 g

SDS 2,0 g

Aguadestilada 2,2 1

6.) Soluciónde tinción.

Estáformadopor:

Ácido acético 10,0 ml

Alcohol metflico 40,0 ml

Aguadestilada 50,0 ml

Azul decoomasie 0,25 g

7.) Solucióndesteñidora

Secomponede:

Acido acético 10.0 ml

Alcohol metílico 40,0 ml
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Figura3. 8.- Recta patrón para la determinacióndel peso molecular por la

técnicade Swank y Munkres. Patronesde bajo pesomolecular;

(A) Mioglobina, (E) Mioglobina 1 y TI, (C) Mioglobina 1, (D)

Mioglobina II y (E) Mioglobina 111.
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Aguadestilada 50,0 ml

8 .) Soluciónde fijación:

Etanol:ácidoac¿tico:aguadestilada(10:5:85y/y).

Hl. 2. 9. 6. 2. 2. - Preparaciónde las muestras

Cinco, 10 y 15 gg de la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada se

disolvierony se mantuvierondurante5 minutos en un bañode aguahirviendo, antesde

depositarlO jil decadasoluciónen el gel deconcentración.

III. 2. 9. 6. 2. 3. - Preparaciónde los eelesy electroforesis

Tantola preparaciónde los gelescomola electroforesiscorrespondienteserealizóde [a

maneradescritaen las seccionesIII. 2. 9. 6. 1. 3. y III. 2. 9.6. 1.4.

III. 2. 9. 6. 2. 4. - Tinción de los 2eles

III. 2. 9. 6. 2.4. 1. - Técnicadel nitrato de plata

Los gelesse tiñeroncon el reactivode nitrato deplatadistribuidocomercialmentepor

la casaBio-Rad.Estereactivo,elaboradosegúnel métodode Merril y col. (1981),esunas

10-50vecesmássensibleque el azul brillantede Coomassieparavisualizarlas proteínasen

los gelesde poliacrilamidacon SDS. La tinción serealizó siguiendoestrictamentelas

instruccionesrecomendadaspor la casasuministradora.
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III. 2. 9. 6. 2. 5. - Determinacióndel pesomolecular

El pesomolecularsedeterruinóinterpolandoen unagráficalos pesosmolecularesde

las proteínasestándarfrentea la distanciarecorridaen su migraciónenel gel. Las proteínas

estándarutilizadasen la confecciónde la rectapatrónprocedíande un “kit” comercialque

conteníalas proteínasde bajopesomoleculardescritasen la sección111.2.9.6.1.6.

III. 2. 9. ~7.- la composiciónaminoacídicade la sustancia

- L. sake 148 por cromatografíalíquida de alta

Determinaciónde

antimicrobianade

resolución(HPLC

)

La determinaciónde lacomposiciónaminoacídicaserealizósegúnla técnicadescrita

porBeavery col (1986).

III. 2. 9. 7. 1. - Tamponesy reactivos

1.) SoluciónA: tampónacetato-¡rietilan,ina.depH 6.8

a) Soluciónde acetatosódico0,03M.

Disolver2,46 g de acetatosádicoen 1 litro de aguadestilada.

b) Soluciónde trietilaminaal 0,05%y/y.

Diluir 0,5 mIdetrietilaminaen 1 litro de aguadestilada.
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Procedimiento:

Mezclarambassolucioneshastaobtenerun pH de6,8.

2.) Solución13: acetonitriloal 90%

.

A 900 ml de acetonitrilode calidadHPLC,añadirleaguaMilli-Q hasta1 litro.

3.) Soluciónde acetonitriloen tampónfosfato0.5M.depH 7.4

a) Soluciónde fosfato sódicodibásico.0.5M

Disolver7 g de fosfatosódicodibásicoen 100mIdeaguadestilada.

b) Soluciónde fosfatosódicomonobásico,0.5M

Disolver6,8 g de fosfatosádicomonobásicoen 100 ml deaguadestilada.

Procedimiento

Añadir soluciónb) a la a) hastaobtenerun pH de7,4. La soluciónasíobtenidasefiltra

porun filtro de 0,45 ¡lindediámetrodeporoy seañadeacetonitrilocalidadHPLC hastauna

proporcióndel 5% (y/y).

4.) Soluciónde fenilisotiocianato

Contiene: ¡tI

Alcohol etílico 500

Trietilarnina 350
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Fenilisotiocianato 100

Aguadestilada 50

III. 2. 9. 7. 2 - DiLestión ácidade la muestraproblema

En viales de vidrio (10 x 30 mm) que se cerraronherméticamenteal vacío, se

colocaronpreviamente10 mg deproteinade la sustanciaantimicrobiana(sección111.2. 8. 1.),

disueltaen 1 ml de HCI 6 N; a continuaciónsecalentarona 120 oc durante24 horaspara

realizarla hidrólisis ácidade la muestra.Una vez hidrolizadaseliofiliza y el liofilizado

obtenidodespuésseresuspendeen 750 ¡tI de HCI 0,2N y sele añaden100 ¡fi de unasolución

acuosade norleucinaal 1% (plv) en aguaMilli-Q. Esteaminoácido,que no seencuentra

normalmenteen lasmuestras,actúacomopatróninterno.

III. 2. 9. 7. 3. - Preparaciónde los patrones

Decadauno de los aminoácidospatróny de la norleucinasepesaron10 mg, que se

disolvieronen 10 ml de una soluciónde 0,2N HCI. Les aminoácidospatrónempleadosfueron

los contenidosen un kit” comercialdelacasaSigmt

III. 2. 9. 7. 4. - Derivatizacióndelos aminoácidos

Tanto la solución de aminoácidosprocedentede la hidrólisis de la sustancia

antimicrobianacomo la de los aminoácidospatrón,se derivatizaronhaciéndolasreaccionar

durante lO minutos en el doble de volumen de la solución de derivatizaciónde

Etanol:Trietilamina:Fenilisotiocinato(7:2:1). Unavez terminadala reacción,el medio líquido

seevaporóencorrientede N9. El materialdesecadoresultanteseresuspendióen unasolución

de acetonitríloen tampónfosfato0,5M, de pH 7,4.
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III. 2. 9. 7. 5. - Técnicade la cromatoLrafíaen HPLC

En un cromatógrafoHPLC dotadode una columnade fase reversa(Supelco lSc)

termostatadaa 35 0C se inyectaronalícuotasde 20 ¡tI de la soluciónproblemay de los

aminoácidospatrónderivatizados.La fase móvil estabaconstituidapor un gradientede la

Solución B en la A (tabla III. 2) y la detecciónde los aminoácidosderivatizadosserealizó

determinandosu absorbanciaa 254 nm. La composiciónaminoacídica,cualitativa y

cuantitativa,de la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadasedeterminócomparandoel

cromatogramaobtenidocon elde los aminoácidospatrón.

TablaIII. 2.-Condicionesde trabajoparala determinación,mediantecromatografíalíquida

de alta resolución(HPLC), de la composiciónaminoacídicade la sustancia

antimicrobianaparcialmentepurificadadeIi sake 148

Tiempo

(mm)

Flujo

(ml/niin) % de E en A

Duración

(mm)

0 1 4 0

0,5 1 6 5

5,5 1 15,5 9,5

15 1 35 7

22 1 38,5 10

32 1,5 99 5
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111. 2. 10. - Mecanismode acciónde la sustanciainhibidoradeL. sake 148

Sudeterminaciónserealizóesencialmentede la formadescritaporSchillingery Lucke

(1989).Se procediócomo sigue: El sobrenadantede un cultivo deL. saLe 148, crecidoen

medioMRS, seconcentróunas20 veces.

Deesteconcentradosetomó unaalícuotade 0,5 ml que severtió en 5 ml de medio

MRS o 1381 (dependiendodel microorganismoindicadorutilizado)recién inoculadocon un

microorganismoindicador; la concentracióndel inóculo fué en todoslos casosde unas5 x

u fc/ml.

Como microorganismosindicadoresse emplearonlos siguientes:L. fern¡entunz

CECT285,L. curvarus CECT726,Car. diuergensLVI 3, Leu. mesenteroidesCECT394,L.

monocytogenesNCTC5105, L. monocwogenes LIS sv 1/2, L. nzonocywgenesScottA, S.

typhiínuriun¡ T91, Y. enterocolihca E20. S. aureus FRII3Y, S. aureusFR1361 y C.

botulinun¡ CECT5Sí.C. pezfrin4’elzs CECT3J6.Los cultivos seincubaron,a 32 0C o37 ocy

en aerobiosiso anaerobiosissegúnel microorganismoindicador, durante5 h y, a

continuación,sehicieron los correspondientesrecuentosmicrobianosdepositandoalícuotasde

100 ¡tI dedicho cultivo en placasde MRS o EHI. Como control serealizó unaexperiencia

similar en la que al microoraanismoindicador se le añadieron0,5 ml del sobrenadante

concentradode un cultivo deL.saLe 23. microorganismocuyo sobrenadanteconcentradono

mostrabaningunaactividadinhibidoradetectable.

El mecanismode acciónde la suslanciaantimicrobianade L.sake 148 seríabactericida

SI SC observaseuna disminución de la viabilidad del microorganismoindicador y

bacteriostática,si las ufc/ml del microor2anismoindicador permanecieranconstantesrespecto

de su valor inicial.

108



MATERIALESY MÉTODOS

Hl. 2. 11.- Concentracióninhibidora mfnima de la sustancíaantimicrobianaen

diversosmicroorganismosindicadores

Paradeterminarla concentracióninhibidoramínima(CIM), se preparóuna soluciónde

la proteínapurificadaen tampónde fosfato4 mM, depH 7,0 a unaconcentraciónde 8 mg/mi;

a continuaciónsediluyó 2, 4, 8 y 16 veces.De cadadilución (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) se

tomaronalícuotasde 30 ¡tI cuyaactividadantimicrobianaseevaluósegúnla técnicadescritaen

¡a seciónIII. 2. 3. 3. 2. Los microorganismosindicadoresempleadosfueron L. ferrnentum

CECT285, C. divergens LV 13, L. nbonocywgenes7973, LIS sv 1/2 y Scott A, S. aureus

FRI 137, FRI 349 y FRI 362, C. botulinuin 551 y C.pe;fringcns 376.

La concentracióninhibidoramínima(dM), sedefinecomo la concentraciónmínima

de proteínaque produceun halo de inhibición en el medio sólido de crecimientodel

microorganismoindicadorempleado.En esteensayo,únicamenteseconsideraroncomo halos

dc inhibición aquélloscuyacoronacircularteníaun radiomayorde 1 mm.

III. 2. 12. - Métodosinmunológicos

III. 2. 12. 1. - Obtenciónde los inmunosueros

La stístanciaresponsablede la actividadinhibidorade L. saLe 148 (secciónhL 2. 8.

1), seempleóparala inmunizaciónde conejoscon el fin de obtenerlos correspondientes

inmunosuerosportadoresde anticuemos.

III. 2. 12. 1 . 1 - - Pauta(le i nífluni zacióil

(Domo animalesde experi¡nenlaciónseempIcaron2 conejosmachosdc la raza ‘New
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Zealand”de 2,5-3 Kg de pesoa los que se¡noculó la sustanciainhibidora parcialmente

purificada.Depiladay desinfectada(con alcohol) la zonade inoculación se inyectaron

subcutáneamentea los conejos,en ambosladosde la espinadorsal,comenzandopor la zona

másproximaa la regióncervical.Como inóculo seemplearon1-4mg del antígeno(sustancia

inhibidora parcialmentepurificada),emulsionadosen unamezclade 0,5 ml del Adyuvante

Completoo Incompletode Freund(Difco) y 1 ml de aguadestiladaestéril;las inyeccionesse

llevaron acaboduranteun periodode91 díasa intervalosde?días(tabla III. 3).

Antesde la primera inoculaciónse realizó una sangríaparcial inicial (S0), para

comprobarla ausenciade reactividadde los animalesfrente a los antígenosutilizados.

Asimismo a los 21, 42, 63, 84 y a los 91 díasdel procesode inmunizacióny, con el fin de

verificar la efectividadde dicho proceso,serealizaronsangríasparciales(S¡, 52, 53 y 54).

En las sangriasparcialesla sangreseobtuvo de la venamarginalde la oreja,segúnel

siguienteprocedimiento:El animalse introducíaen unacaja,de la quesobresalíalacabeza,

parainmovilizarlo; la zonaelegidade la orejasefrotabacon algodónempapadoen xilol para

producir una vasodilataciónque favorecierala sangríay, a continuación,seefectuabauna

puncióncon agujao bienseseccionabael vasocuidadosamentecon bisturí, recogiéndosepor

goteodc 5 a 10 ml desangre.

lii. 2. ¡2. 1. 2. - SanEríafinal

Despuésde anestesiadoel animal por vía intramuscu[ar con Keto!ar (clorhidratode

ketamina)a unadosisde 10 mg/kg depeso,secolocabaen una mesaen posicióndedecúbito

supinoy seinmovilizabapor las4 extremidades.
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Tabla III. 3. - Patitade inmunizaciónde los conejospor inoculaciónsubcutáneade la

sustanciacon actividadantimicrobianadeL.sake 148

Adyuvante Adyuvante

completo incompleto

Días

Exuactoantigénico

(mg)

de Freund

(mí)

deFreund

(mí) Sangría

1

1

14

21

28

35

42

49

56

63

70

77

84

91

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5 Sf

= sangríainicial

S~=sangríaparcialdía 21

= sangríaparcialdía42

53 = sangríaparcialdía63

= sangríaparcialdía84

Sf = sangríafinal día91
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Unavezdepiladay desinfectadaperfectamentela zonacervicalinferior,con el material

quirúrgicoapropiadosepracticabanlas incisionescutáneassiguientes:

a) longitudinala lo largode la líneamediaventral

b) transversala nivel de la segundavertebracervical

c) transversala nivel de la sextavertebracervical

A continuaciónsedisecanlos músculosventralesdel cuellovisiblesen esteárea:Ms.

cleidomastoideus(partedelMs. cleidocephalicusy éstea su vezdelMs. brac/iiocephalicus),

Ms. sternornastoideus(partedel Ms. sternocephalicus),Ms. sternohyoideusy Ms.

síernothyroideus.

Porel borde lateraldel Ms. síernothyoideussedisecaen profundidadhastallegar al

paquetevásculo-nerviososituadoa uno y otro lado de la tráquea(A. carotis cornunis, V.

jugularis y Troncusvagosimpathicus).SedisecalaA. carotis comunisy con unapinzade tipo

“mosquito” sefija el N. vagus,quecontinúaunido al troncovascular.De estemodoal efectuar

la secciónde la arteriasepuededirigir el flujo sanguíneoa un tubo o recipientedondese

recogela sangre.

Cuandodisminuyeel flujo de sangre,serecomiendaaplicarun masajecardiacocon el

fin deconseguirel mayorvolumende sangreposible.Decadaanimalserecogieronde 120 a

150 ml de sangrecuandola sangríafinal serealizabasegúnlas normasseñaladas.

III. 2. 12. 1. 3. - Obtencióny conservacióndel suero

La sangreobtenidasetrasvasalentamentea un tubo de centrífuga,a fin de evitarsu

hemólisis,y secentrifugaa2.000g durante10 minutos.A continuación,el coaguloformado

sedesprendede las paredeslateralescon unaespátulao agujay el sobrenadanteserecogecon

112



MATERIALESYMEFODOS

unajeringa.En casode requerirlo,el sobrenadantesecentrifugade nuevo.Unavezobtenido

el suerosedistribuyeen fraccionesdc 2 ml en viales,añadiéndolesunao dosgotasde una

solucióndeazidade sodio al 0,01 % queactúacomoagenteconservador.El suerose mantiene

en congelacióna -200C hastasu utilizaciónposterior.

Iii. 2. 12. 2. - Inmunodifusiónen Lelesde agarosa

Estatécnica,quepermitevisualizarla interacciónentreantígenosy anticuerpos,se

basaen sudifusiónporun mediosemisólido(agarosa).Si ambosse corresponden,seforma

unalíneade precipitacióncuyaposicióndependerádelcoeficientededifusión de los antígenos

y anticuerpos,de susrespectivasconcentracionesy del tiempode reacción.

En estetrabajo se ha empleadola técnicade inmunodifusióndobledescritapor

Ouchterlony(1949),que permiteverificar el procesode inmunizaciónde los animalesde

experimentacióny la correspondenciainmunológicaentrelos inmunosuerosobtenidosy los

extractosantigénicosde interés.

Los extractosantigénicosutilizadosfueronel sobrenadanteneutralizadoy concentrado

deL.sake 148 (secciónIII. 2. 3. 3. 1.) y la sustanciaresponsablede su actividadinhibidora

obtenidatal y comosedescribeen la secciónIII. 2. 8.

III. 2. 12. 2. 1. - Preparacióndel gel

El gel sepreparabainmediatamenteantesde usarlo,constabade agarosaal 1% en

solucióndeclorurosódicoal 0,85%(Suerofisiológico salino):se le adicionabacomoagente

conservadorun 0,01% de azidade sodio. Paraprepararlo,la soluciónde agarosaen el suero

salinosecalentabacon agitaciónhastaebullición, añadiendoa continuaciónla soluciónde
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azidade sodio.

III. 2. 12. 2. 2. - Preparaciónde la ulacasde inmunodifusión

Se utilizaron portaobjetosde vidrio de 7.5 x 5 cmque sesituabansobreuna mesa

niveladoradepositandosobrecadauno de ellos6 ml de la soluciónde agarosacaliente.Una

vezsolidificadala agarosa,con la ayudade moldesmetálicosde seccióncircular, serealizaron

excavaciones:unacentral,de 12 mm de diámetroy 6 periféricas,dispuestasen formade roseta

de 6 mm dediámetroquedeistabande la central7 mm. Seguidamente,y con ayudade una

aguja,seretiraroncuidadosamentelos discosde agarosaañadiendoa continuaciónun parde

gotasdeagarosafundidaen el fondode los pocillos formadosy evitarasíposiblesanomalías

en la difusiónde los anticuemos.

III. 2. 12. 2. 3. - Llenadode los pocillos e incubaciónde las placas

Preparadaslas placasde inmunodifusiónsedepositaron150 ¡tI del inmunosueroen el

pocillo centraly 50 ¡tI de los extractosantigénicosen los pocillosperiféricos.A continuación

secolocaronen unasbandejasqueseintrodujeronen unacubetaqueconteníade 5 a 10 ml de

una solución de azida de sodio al 1%: de estaforma, ademásde inhibir el crecimiento

microbiano,semanteníala humedadde la cubetaque,por último, se tapabay semantenía

durante18-24horasa 37 0C.

III. 2. 12. 2. 4. - Lavadoy secadode los Leles

Unavez incubadas,las placasselavaronensoluciónsalinaal 0,85%durante48 horas

atemperaturaambiente;la soluciónde lavadosecambiótres vecescadadíay el último lavado

serealizócon aguadestilada;la superficiede las placassesecócon unatira depapelde filtro
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Whatmann9 1 procurandoeliminar las burbujasdeaireque sesitúanentreel gel y el papel.

Unavezsecoel gel, el papelsedesprendecon facilidadde la superficiede la placa.

III. 2. 12. 2. 5. - Tinción

Tuvo lugarsumergiendolos portaobjetosdurante2 horasen unasoluciónformadapor

90 partesde metanol, 10 de ácido acético y un gramo de negro amida 1013 (Merck).

Posteriormenteselavan30 minutoscon unasolucióndeácidoacéticoal 5%, tras lo cualel

último searratracon lavadosrepetidosdeaguadestilada.

III. 2. 12. 3. - Técnicasinmunoenzimáticas

III. 2. 12. 3. 1. - Técnicadel ELISA indirecto

En estetrabajosehanutilizado dosprocedimientosdiferentesdel ELISA indirecto.El

primerofué un ELISA indirectoclásicoempleandoun conjugadocomercialde anticuerpos

anti-IgGdeconejoconjugadosal enzimaperoxidasade rábano.En el segundoseutilizó un

sistemade amplificaciónbiotina-avidina.

III. 2. 12. 3. 2. - Técnicadel ELISA indirectoclásico

En estatécnicalos antígenosseinmovilizan poradsorciónpasivaen una superficie

inerte; los anticuerposespecíficosreconocena sus correspondientesantígenosy el complejo

formado lo detectaun segundoanticuerpomarcadocon un enzima,que reconocecomo

antígenosalos anticuerposanteriores.La reacciónesvisible porqueal actuarcl enzimasobre

el sustratose¡ibera un compuestocoloreado.
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a) Antígenos

:

Como antígenosseemplearonla actividadantimicrobianadeL.sake 148 parcialmente

purificada (obtenida tal y como se describeen la secciónIII. 2. 8. 1.) así como los

sobrenadanteslibresdecélulasdeL. sake 148 y de unacepa(L. sake 23), queno manifiesta

ningunaactividadantimicrobianadetectable;en ambossu desarrollose llevó a caboen

MM-Triptosay en MRS.

b) Anticuerpos

Se utilizó el inmunosuerototal obtenido al inmunizarlos conejoscon la sustancia

antimicrobianaparcialmentepurificada.

c) Coniugado

El conjugadoutilizado fué uno comercial de anti-inmunoglobulinasde conejo,

obtenidasenmachocabrio,y marcadasconel enzimaperoxidasade rábano(Nordic).

d) Tamuonesy reactivos

1. TampónPES.de oH 7.2

NaCí 8,0 g

KH-,P04 0.2

Na2HPO4(12 H,O)

KO

2,9

0,2

g

g

g
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Aguadestiladahasta 1000 ml

2. TamnónPBST

Sepreparacomoel PESy se le añadeun 5% de Tween20.

3. Tampónde ácidocítrico-fosfato de pH 3.9

a) Prepararunasoluciónde ácidocítrico monohidratado0dM disolviendo21,01

g en 1.000ml de aguadestilada.

b) Prepararunasoluciónde Na9HPO4.O,2M, disolviendo28.4 gen 1.000mIde

aguadestilada.

c) Mezclar lasdossolucioneshastaobtenerun pH de 3,9.

4. Sustrato

Prepararuna soluciónde ácido 2-2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolinasulfónico

(ABTS) (Sigma)en aguadestiladaa unaconcentraciónde 15 mg/ml y despuésprepararuna

mezclade la siguientecomposición:

- Soluciónde AETS (15mg/mí) 0.4 ml

- Tampóncítrico-fosfato,pH 3,9

- H202(30%en peso)

10.0 ml

20.0 i-’~
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5. Soluciónde frenado

- Fluoruro sódico(NaF) al 2% en aguadestilada.

6. Soluciónde tapizado

- Gelatinaal 1% en tampónPES

e) Metodolo2íadel ELISA indirecto

:

Los pocillos dc las placasde ELISA (Costar3590) se llenaroncon 100 ¡tI de una

solución de la sustanciainhibidora en tampón PBS, de pH 7,2 o con 100 ¡tI de los

sobrenadantesde los cultivosde interés.Las placasseincubaronduranteunahoraa37 0C, tras

lo cualse lavaron5 vecescon PESTparaeliminarel excesode antígenono adsorbidoen los

pocillos.

Unavez secaslas placasy. paratapizarlas zonasdel pocillo en las queno sehubiese

adsorbidoel antígeno,se añadierona cada pocillo 200 ¡tI de gelatinaal 1% en PES,

incubándoselas placasduranteuna horaa 37 0C. Despuésde lavadasotrascincovecescon

PBST,se añadierona los pocillos 100 ¡tI de suerode conejodiluido en PBST; las placasse

incubaronen un agitadorde placasde ELISA duranteunahoraa temperaturaambiente.

Terminadala incubación,selavaronde nuevocincovecescon PBSTparaeliminarlos

complejosantígeno-anticuerpoformadosen la neutralizacióny los restosdeanticuerpoque no

hubieranreaccionado.Seguidamentese adicionarona los pocillos 100 ¡tI del conjugado

anti-conejodiluido en PBST y, de nuevo, se incubaron las placasduranteuna hora a

temperaturaambienteenel agitador.
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Tras lavar las placascinco vecescon aguadestiladapara eliminar los restosde

conjugadolibre, seañadierona cadapocillo 150 ¡fl del sustratoy las placasseincubaronen el

agitadordurante45 minutosa temperaturaambiente;inmediatamentese parala reacción

adicionandoa cadapocillo 50 ¡tI deNaF al 2%. El color verdede los pocillos secuantificó

midiendosu absorbanciaa 405 nmen un lectorespectrofotométricode placasdeELISA.

Además,en la pruebadescritaserealizabansiemprelos siguientescontroles:

- Controldel anticuerpo:Antígeno+ Gelatina+ Conjugado+ Sustrato.

- Controldel antígeno:Gelatina+ Anticuerpo+ Conjugado+ Sustrato.

- Controldelconjugado:Conjugado+ Sustrato.

Si en algunode los controlessealcanzabaunaA~5 mayorde0,150,el experimentose

considerabanulo.

III. 2. 12. 3. 3. - Técnicadel ELISA indirectoutilizandoel sistemade amplificación

biotina-avidina

Se diferenciade la técnica anterior en que los anticuerposprocedentesde•la

inmunizaciónde los conejosseconjugancon la biotina, y en que la deteccióndel complejo

antígeno-anticuerpo/biotinaserealizaconun conjugadode avidinao de estreptavidinamarcada

con peroxidasade rábano.

En los últimos años,seha visto queel complejoavidina-biotinaesun mediadormuy

útil y versátil en una gran variedad de aplicacionesanalíticas,incluidas las técnicas
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inmunoenzimáticas.El hechode queen pocotiempo se hayageneralizadosuusoencampos

muy diversos,sedebea la elevadísimaafinidad(1015M-1) de la avidinapor la biotina y a la

granestabilidaddeestainteracciónno covalente.

Utilizando las propiedadesdel complejo biotina-avidina,sepuedenamplificar las

reaccionesinmunoenzimáticas(ELISA). En estecaso, los anticuerposespecíficosde la

reacciónse conjugancon la biotina (biotinización) y sedetectanpor un conjugadode

avidina-enzima,en lugarde por las antí-inmunoglobulinasde la especiede laqueprocedeel

anticuerpounido al enzima.

III. 2. 12. 3. 3. 1. - Biotinización de los anticuemos

Los inmunosuerosprocedentesde la inmunizaciónde los conejos,debensufrir un

tratamientoprevioantesde conjugarsea la biotina.

a.) Obtenciónde los anticuerposa partirdel inmunosuero

1) Tamponesy reactivos

a) Soluciónsaturadade Sulfato amónico

Seobtienedisolviendo76,1 g de (NH
4)2504en 100ml de aguadestilada,hastaque la

soluciónprecipUa.Momentosantesde su empleo,estasoluciónsefiltra a travésde un papelde

filtro Whatmann
91 y su pH seajustaa 7,4con NaOH IN.
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b) Tampónde PES.denH 7.4

Obtenidotal y como sedescribeen la sección111.2. 12. 3. 2. d.) 1.)

Procedimiento

25 ml del sueroprocedentede los conejosinmunizadosse centrifugarona 3.000 g

durante30 minutos.Al sobrenadanteobtenido sele añadióun volumen igual de solución

saturadade sulfato amónicoy sedejóreposara 4 0C durante12 h. Pasadoestetiempo, se

realizó unasegundacentrifugacióna 3.000g durante30 minutosy el precipitadoobtenidotras

la eliminacióndel sobrenadantesediluyó en 12,5 ml de tampónPBS. Los anticuerposasi

obtenidossedializaronfrentea PESy se liofilizaron antesde su conjugacióncon la biotina.

b.) Conjugaciónde los anticuerpospurificadoscon la biotina

Los anticuerposprecipitadosse conjugaroncon el ésterbiotin amidocaproato-

N-hidroxi-succinimida(Sigma), siguiendola técnicade Bonnard y col. (1984), pero con

ligerasmodificaciones.Se procediócomo sigue:

1. Prepararunasolucióndel reactivode biotina (1 mg/ml de dimetilsulfóxido).

2. Enel tampónPESde pH 7,2, prepararunasolucióndel anticuerpoprecipitado(con

unaconcentraciónde,al menos,1-3 mg/mí).

3. Añadir la solución de biotina a la del anticuerpo,en una relación molar

biotina/anticuerpode 50/1.
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4. Incubar la mezcladurante2 horasa temperaturaambiente.

5. Eliminar la biotina no reaccionantemediantediálisisde la mezclafrenteal tampón

PBS (16ha40C).

6. Los anticuerposconjugadosseconservanen fraccionesde 0,1 ml a -20 0C hastael

momentode su utilización.

III. 2. 12. 3. 3. 2 - MetodoloEíadel ELISA indirecto utilizando el sistemade

amplificaciónbiotina-avidina

La técnicasigue los mismospasosy tiemposde incubaciónque los descritosen el

ELISA indirectoclásico(secciónIII. 2. 12. 3. 2.), salvoqueel conjugadoempleadoes uno

comercialde Estreptavidina-peroxidasade rábano(Sigma).
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CAPITULO IV

RESULTADOS
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IV. 1. - Evolución de las bacterias lácticas durante la maduración de un

lote deembutidoscrudoscurados

Cuandoseanalizala relaciónentrecargamicrobianatotal y cargade bacteriaslácticas,

durantela maduraciónde un lote de embutidosseobserva(Fig. 4.1) un rápido aumentodel

númerode bacteriaslácticasquealcanzasu punto álgido haciael sextodíade maduración

igualándosecon el recuentomicrobiano total, lo que sugiereque casi la totalidad de los

microorganismosde los embutidoscrudosmaduradospertenecena estegrupo. Los altos

recuentosde bacteriaslácticassemantienen,prácticamentesin sufrirmodificaciones,a lo largo

dela maduraciónde los embutidos.

IV. 2. -Actividadantimicrobianade las bacteriaslácticasseleccionadas

IV.2.1.- Actividad inhibidoradirecta

Comoyasehadescritoen la sección111.2.3.1de estetrabajo,durantela maduraciónde

un lote de embutidoscrudosseaislaron30 bacteriaslácticasen los días0, 2.6. 10, 21 y 35 de

maduración,de formaque al final del periodomadurativosereunieron180 bacteriascuya

actividadantimicrobianadirectaseestudiófrentea diversosmicroorganismosindicadores.Les

resultadosde la pruebadirectade antagonismose reflejan en las figuras 4. 2 a 4. 5. De las

mismasse deduceque la actividad inhibidora esdistinta en cadacepaanalizada,siendo

significativamentemayorcuandolas bacteriasse incubaronen las placas24 h antesde la

incorporaciónde los microorganismosindicadores.
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Figura4. 1.- Evolución de la flora microbianatotal (O), y láctica (U) durantela

maduraciónde los embutidoscrudoscurados.
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La actividadantimicrobianade las 180 bacteriaslácticasseleccionadassedeterminó

empleandocomomicroorganismosindicadoresa Lactobacillusfern;entunzCECT285(fig. 4.

2), L. planrarum CECT22l (fig. 4. 3), Staphylococcus aureus CECTS9(fig. 4. 4) y

Salmonella¡yphimuriunz CECT443(fig. 4. 5). Los resultadosobtenidosindican unamayor

actividadinhibidoracuandolas cepasseleccionadasseenfrentaronaotrasbacteriaslácticas,

tantocuandocrecíansimultáneamentecomocuandolo hacían24 h antesde incorporalesel

indicador.Frentea las bacteriaspatógenascomo5. aureusy S. typhimuriunzno seapreciauna

actividadinhibidoradefinidacuandosedesarrollansimultáneamentecon ellas,lo quecontrasta

con lo queocurrecuandolas bacteriaslácticasseleccionadassedesarrollanen las placas24 h

antesde la incorporacióndel indicador.

Es de destacarla presenciade halos de inhibición de bordesnitidos y definidosen

algunasde las cepasevaluadasfrente a L. fermenturn y L. plantarum. Estascepas,que

parecíanposeerun mecanismode inhibición diferenciadode las demás,representanun 25 %

de las analizadasy en las figurasseseñalancon un asterisco.

De las 180 cepasestudiadas,se seleccionaron20 que estabandotadasde una

manifiestaactividadantimicrobiana(halode bordesnítidos)y 4 cuyaactividaderamenor.En

las figuras4. 6 a 4. 29 semuestrala actividadantimicrobianade las24 cepasfrentea L. brevis

LB826, L. carnis, L. curvalus LE726, L. dii’ergens MR375, L.farciminis LB34, L. sake

LE684, Leu. mesenteroidesMR364,M. i’arians CECT23O,B. thermosphactaNCIB 10018,

S.faeciumCECT4lO,E. cokLE841,B. stearothermophylusCECf49,E. cloacaeCECT149,

8. cereusCECTI48,J’s.fluorescensDC7. Y. eníerocoliticaNC E20, S.flexnerii CECT58S,

5. faecalisCECT48I,L. monocytogenesLllsv4, L.fermeníum,L. plantarun> CECT22I. 5.

typ/zimuriumCECT443y 5. ~weusCECT59. Las actividadesinhibidorasobservadasson

similaresa las reseñadasantesy notablementesuperiorescuandoseempleancomoindicadores

otrasbacteriaslácticas.
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La mayorpartede las 24 cepasanalizadasposeenunaactividadantimicrobianadirecta

claramentecuantificablefrentea Y. enterocollácaE20 y 5. íyphiinuriunz CECT443y. sobre

todo, frentea 5. aureus CECT59y L. monocyíogenesLI lsv4, originandoen los dos

últimos indicadoreshalosde inhibición definidosy de un diámetroapreciable,similaresa los

observadosfrentea las bacteriaslácticas.No obstante,frentea otros indicadores,como8.

cereus CECTl48y S.flexnerii CECT585,sonpocaslas cepasqueejercenaccióninhibidora

definida.
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S. typhimuriuni CECT443.Las columnasposeenel mismosignificado

queen la figura4. 2(1).
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queen la figura 4. 2(l).
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Figura4. 5(V).- Actividad inhibidorade las 180 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea

S. typhinturiutnCECT443.Las columnasposeenel mismosignificado

queen la figura4. 2(1).
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Figura 4. 6.- Actividad inhibidorade 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea L. brevis

L8826. Lascolumnasposeenel mismosignificadoqueen la figura4. 2(I).
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Figura4. 8.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea L.

curvatusL8726. Las columnasposeenel mismo significadoque en la

figura 4. 2(1).
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Figura4. 10.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrenteaL.

farcirninis L1334. Las columnasposeenel mismo significadoque en la

figura 4. 2(I).
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Figura4. 12.- Actividad inhibidorade 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea Leu.

rnesenteroidesMR364. Lascolumnasposeenel mismosignificadoqueen

la figura4. 2(1).
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Figura4. 15< Actividad inhibidora de 24 bacteriasJácticasseleccionadasfrentea S.
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figura 4. 2(1).
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Figura4. 16.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrente a S.

faeciumCECT4IO. Las columnasposeenel mismosiEnificadoqueen la

figura 4. 2(I).
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Figura 4. 17.- Actividad inhibidorade 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea E. ccli

LB841. Las columnasposeenel mismo significadoque en la figura 4.

2(1).
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Figura4. 18.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrente a B.

stearotermophylusCECT49.Las columnasposeenel mismosignificado

queen la figura 4. 2(I).
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Figura4. 19.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea E.

clcacaeCECTI49. Las columnasposeenel mismo significadoqueen la

figura 4. 2(1).
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Figura 4. 20.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrente a B.

cereusCECTL48. Las columnasposeenel mismo significadoque en la

figura 4. 2(1).
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Figura 4. 21.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lácticasseleccionadasfrentea Rs.
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figura 4. 2(1).
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Figura 4. 22.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lácticas seleccionadas frente a Y.

enterocolitica E20. Las columnas poseen el mismo significado que en la

figura 4. 2(I).
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Figura 4. 23.— Actividad inhibidora de 24 bacterias lácticas seleccionadas frente a S.
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figura 4. 2(l).
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Figura4. 24.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea S.

faecalisCECT481.Lascolumnasposeenel mismo significadoqueen la

figura 4. 2(I).
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Figura4. 25.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea L.

nionocytogenes Lllsv4. Las columnas poseen el mismo significado que

en la figura 4. 2(1).
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Figura4. 26.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrentea L.

fertnentunzCECT285.Las columnasposeenel mismosignificadoqueen

la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 27.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lácticas seleccionadas frente a L.

planíarunzCECT221. Las columnasposeenel mismo significadoqueen la

figura 4. 2(1>.
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Figura 4. 28.- Actividad inhibidora de 24-bacterias lácticas seleccionadasfrentea S.
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en la figura 4. 2(I).
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Figura 4. 29.- Actividad inhibidora de 24 bacteriaslácticasseleccionadasfrente a S.

aureusCECT59. Las columnas poseen el mismo significado que en la

figura 4. 2(1).
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IV. 2. 2. - Actividad inhibidora de los sobrenadantes de cultivos libres de células

En la tabla IV. 1 se muestra la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de

cultivos libres de células de las 24 cepas previamente descritas después de filtrados,

neutralizadosy concentradossiguiendoel procedimientodescritoen la sección111. 2. 3. 3.

Comose observa,algunospresentanunaactividadnotablefrentea ciertosmicroorganismos

indicadores, sobre todo frente a otras bacterias lácticas. Es digno de mención que los

sobrenadantesde las cepas 148 y 180 presentenuna notable actividad frente a L.

nz’onocytogenes.No obstante,frentea otros indicadorescarecende actividadinhibidora

detectable,lo que significa que,o bien éstosson insensiblesadichaactividad,o bienquela

concentraciónde la sustanciainhibidoraesdemasiadopequeñaparadetectarseconestatécnica.

IV. 2. 3. - Efecto de la catalasaen la actividad inhibidora de las bacteriaslácticas

seleccionadas

Ya se ha descritoque el peróxido de hidrógeno(H,O,), producidopor algunas

bacteriaslácticas,inhibeel crecimientode otrasbacterias.Sin embargo,el tratamientocon 130

UY/ml de catalasade los sobrenadantesde los cultivos libres de célulascon actividadinhibidora

no disminuyedichaactividad(no se muestranlos resultados).Así pues,unavezcomprobado

que, ni la acidez,ni la síntesisde H,02, ni la presenciade bacteriófagosestabaninvolucrados

en la actividadantimicrobianade las cepasestudiadas,sepensóqueéstasquizássinteticen

otros compuestos activos de bajo peso molecular y/o bacteriocinas. Por ello sc procedió a la

identificacióny caracterizaciónbioquímicaparcialdeaquellascepascuyossobrenadarneslibres

de células, una vez concennados, manifestaban la máximaactividad antimicrobiana
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RESULTADOS

IV. 3. - Identificación y caracterización bioquímica parcial de las bacterias lácticas

seleccionadas nor su actividad antimicrobiana

Las seis bacterias lácticas cuyos sobrenadantes concentrados libres de células

manifestaron la máxima actividad antimicrobiana, se sometieron a la mayoría de las pruebas

recomendadas por Schillinger y Lñcke (1987b), reseñadas en la sección III. 2. 4., para la

identificación rápida de las bacterias lácticas procedentes de la carne y productos cárnicos. Las

cepas seleccionadas fueron las correspondientes a los números 31, 77, 90, 148. 177 y 180.

IV. 3. 1. - Morfología y tinción por el método de Gram

La obsei’vación microscópica de las cepas seleccionadas,teñidascon el método de

Gram, evidencia una moifologíade baciloscortosGrarnpositivos(tabla IV. 2).

IV. 3. 2. - Prueba de la catalasa

Todas las cepas analizadas fueron catalasa negativas (tabla IV. 2>

IV. 3. 3. - Producción de CO, a partir de glucosa

La capacidad de las cepas analizadas de producir CO,, se investigócomosedescribe

en La sección 111. 2. 4. 3. Ninguna de las cepas seleccionadas produjo dicho gas (tabla IV. 2).

IV. 3. 4. — Hidrólisis de la arginina

Los resultados de la prueba de hidrólisisde la argininasemuestranen la tabla IV. 2,
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no observándose una respuesta uniforme en las diferentes cepas seleccionadas. Dicha

respuesta varía desde la reacción negativa de las cepas 31,77,90 ylSO, hasta la positiva de las

cepas 148 y 177.

IV. 3. 5. - Produccióndeácidosulfhídrico

La realización de las técnicas descritas en la sección III. 2 4. 5.. no evidencié, en

nigún caso, la producción de ácido sulfhídrico por ninguna de las cepas analizadas (tabla IV.

2).

IV. 3. 6 . - Prueba de Voges-ProskaUer

La producción de acetoína por las cepas seleccionadasseevaluómediantela pruebade

Voges-Proskaúer (sección III. 2. 4. 6.). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla IV.

2; de ellos se deduce que todas las cepas producen acetoina en cantidades mayores (cepas 77 y

90) o menores (cepas 31, 177 y 180). Sin embargo, la cepa 148 fué negativa en esta prueba.

IV. 3. 7. - Fermentación de carbohidratos

La capacidad fermentativade carbohidratosde las cepasseleccionadasseevaluó

siguiendo el procedimientodescritoen la secciónIII. 2. 4. 7. Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla IV. 3. De ellos se deduce que:

1.) Todas la cepas analizadas fermentan la ribosa, galactosa. D-glucosa, D-fructosa,

D-manosa, N-acetil glucosamina. escualina, melibiosa, sacarosa, trealosa y gluconato.

2.) La fermentación de los azúcares L—arabinosa,a-metil D-Qlucósido,D—turanosa,
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salicilina, maltosa, lactosa, D-rafinosa, celobiosa y 2 ceto-gluconato es variable dependiendo

de las cepas analizadas. Así, mientras la cepa 177 es la única que fermenta la L-arabinosa,

a-metil D-glucósido y D-turanosa, todas, con excepción de la 77, utilizan la salicilina. La

maltosa es fermentada por las cepas 31, 77 y 177 y la lactosa por las cepas 90, 148. 177 y

180. Las cepas 31, 77 y 177 utilizan la D-rafrnosa, mientras que la 148 y 177 fermentan el

2-cetogluconato. La celobiosa sólo es débilmente fermentada por la cepa 180.

3.) Ninguna de las cepas analizadas fermenta el glicerol, eritritol, D-arabinosa,

D-xilosa, L-xilosa, adonitol, ¡3-metil xilósido, L-sorbosa, ramnosa, dulcitol, inositol, manitol,

sorbitol, a-metí manósido, amigdalina. arbutina, inulina, melizitosa, almidón, glucógeno.

xilitol, ¡3-gentibiosa, D-lixosa, D-tagatosa, D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol y 5

ceto-gluconato.

La fermentación de los azúcares manitol, ribosa, melibiosa, manosa, sacarosa y

trehalosa, es de gran importancia en la clasificación de los lactobacillosde origencárnico.Con

los resultados obtenidos y siguiendo el esquema de identificación propuesto por Sehillingery

Lñcke (1987b), todas las bacterias lácticas analizadas se clasificaron tentativamentecomo

Lactobacillussake.

IV. 3. 8. - Toleranciaal clomrosódico

En la tabla IV.2 se muestra el desarrollo de las bacteriaslácticasseleccionadasen

medio MRSsuplementado con un 7 o un 10%de NaCí, incubado a 32 0C durante un tiempo

máximo de 6 dias. Todas las cepas seleccionadas, salvo la 77, crecen a una concentración de

NaCí del 7%. sin embargo, ninguna manifiesta desarrollo mensurablecuandola concentración

de NaCí se eleva al 10%.
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IV. 3. 9. - Tolerancia al pH de 3.9

Ninguna cepa se desarrolla en el medio MRSa pH de 3,9 (ajustado con HCI, IN)

(tabla IV. 2)

IV. 3. 10. - Crecimiento a diversas temperaturas

Las temperaturas a las que las bacterias lácticas se desarrollan son también importantes

en el esquema de identificación de Schillinger y Liicke (1987b). En la sección III. 2. 4. 10 se

describe la metodología seguida para estudiar el crecimientobacterianoa las temperaturas de 4,

15 y 45 0C, cuyos resultadosserecogenen la tabla IV. 2. Todaslas cepasseleccionadasse

desarrollan a 4 y 15 0C, pero a 45 “C únicamente lo hacen las cepas 148 y 177.
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Tabla IV. 2.- Características morfológicas y bioquímicas de las bacterias lácticas seleccionadas

Cepa N~

Característica

31 77 90 148 177 180

Morfología

Tinción Gram

bacilo

+

bacilo bacilo bacilo bacilo bacilo

+

Catalasa

Producción de CO,

Hidrólisis de la arginina

Producción SR2

Voges-ProskaUer

Crecimiento en

:

7%NaCí

10% NaCí

Crecimientoa

:

pH 3,9

4
0C

¡5 0C

+ +

+

+

+

+

+

45 oc

+ + + +

+ +

+ + +

+ + ++

‘4-

+

+

+

+

+ +

+ +

+
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Tabla IV. 3. - Utilización de los carbohidratos por las bacterias lácticas seleccionadas

Cepa N9

Carbohidrato

31 77 90 148 177 180

Glicerol - - - - -

Eritritol - - - - - -

D—arabinosa - - - - -

L-arabinosa - - - - +

Ribosa + + + + + +

D-xilosa - - - - - -

L-xilosa - - - - - -

Adonitol

¡3-metil-xilosido - - - - - -

Galactosa + + + + + +

D-Glucosa + + + + + +

D-Fructosa + + + + + +

D—Manosa - - - - - -

L-Sorbosa

Ramnosa

Dulcitol

Inositol
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Tabla IV. 3. - (continuación)

Cepa N9

Carbohidrato

31 77 90 148 177 180

Manitol - - - - -

Sorbitol - - - - -

a-metil D—manosido - - - - -

a-metil D-glucosido - - - - +

N-acetil glucosarnina + + + + + +

Amigdalina - - - - - -

Arbutina - - - - - -

Escualina + + + + + +

Salicilina + - + + + +

Celobiosa - - - - - +

Maltosa + + - - + -

Lactosa - - + + + +

Melibiosa + + + + + +

Sacarosa + + + + + +

Trealosa + + + + + +

Inulina — — — — — —

D-rafinosa + + - - + -

Almidón — — - — — —
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Tabla IV. 3. - (continuación ..y 2)

Cepa N2

Carbohidrato

31 77 90 148 177 180

Glucógeno - - - - - -

Xilitol - - - - - -

¡3-gentobiosa - - - - - -

D-turanosa - . - - + -

D-lixosa - - -. - - -

D-tagatosa - - - - - -

D-fucosa - - - - - -

L-fucosa - - - - - -

0-arabitol - - - - - -

L-arabitol

Gluconaro + + + + + +

2 ceto-gluconato - - - + + -

5 ceto-gluconato - - - - - -
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IV. 4.- Esoectro antimicrobiano de la sustancia inhibidora exocelular de las ceoas de

L. saLe 77. 90. 148 y 180

Una vez caracterizadas bioquimicamene las seis bacterias lácticas de interés, en cuatro

de ellas se evaluó de nuevo la actividad inhibidora de sus sobrenadantes concentrados libres de

células frente a un numero mayor y más diverso de bacterias alterantes y patógenas. Con la

metodología señalada en la sección 111. 2. 5 (tabla IV. 4) se observó que los sobrenadantes

concentrados de las 4 cepas de L. saLeanalizadas eran activos frente a cepas de L. brevis,L.

curvatus,Carnobacteriurndi~’ergens,Leu. ¡nesenreroides,S. aui’eus, C’ botulinun,, C.

pe,f,’ingensy L. rnonocvtogenes.

La actividad inhibidora de las cepas estudiadas variaba no solo desde el punto de vista

cuantitativo sino también cualitativo. Así por ejemplo, el sobrenadantedeL. saLe 148 fué el

único que se mostró activo frente a todas las cepas de L. monocytogenesestudiadas, además

fué también el único que inhibía el desarrollo de las cepas CECT5105 y Scott-A.

La magnitud de la actividad inhibidora, cuando ésta existía, también fué distinta en

cada cepa ensayada siendo, en general, el sobrenadante de L. saLe148 el más potente, si se

exceptúa aL. saLe 180 cuya capacidadde inhibir a S. aureusFR1137o L. nzonocytogenes

LIS sv 1/2 era mayor. Sin embargo, no se inhibió ninguna de las bacterias Grarn-negativas

ensayadas,entre las que se incluían microorganismospotencialmenteproductoresde

toxiinfecciones alimentarias como Salmonella£yphirnur¡wn y Ye,’siniaenterocolítica.
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Tabla IV. 4.- Espectro antimicrobiano de las cepas de LactobadillussaLe seleccionadas

Inhibición por el sobrenadante

concentradode la cepade L. sa/ce

Microoganismo Origena 77 90 148 180

&

Bacterias Gram-positivas

Lactobacillus ac¡dophilus 289 CECÍ O O 0 0

Loctobacillusbrei’is Lb289 IMTH 16,8 15 20,4 12

Loctobacillusccn-n¡s Lv6l FRIB O O O O

Lactobacilluscasei 475 CECÍ O O O O

Lactobaci/luscurvatus Lb726 IMTH ¡4,2 15,6 17,2 13,8

Ca,-nobacteriun;divergeus Lv 13 ERIE 17 17 21,6 13

Lactobacillusfernientuni 285 CECT 19,4 17,4 23,8 14

Lactobacillusmesentericus 394 CECÍ O O O O

Lactobaciliusplanta¡’uni 221 CECÍ O O O O

LoctobacillussaLe Lb68 IMTH O O O O

Leuconostocmescnw,’o¡des394 CECÍ O O O O

Micrococcusi’arians 230 CECÍ O O O O

Staphy/ococcus riJosas 237 CECÍ O O O O

Sireptococcusfaecalis 481 CECÍ O O O O

Strepbococcusfaecalis

(var. Iicuejhc¡ens) 184 CECÍ O O O 1)

Streptococcusfaúciuni 410 CECT 0 0 0 0

Bacillus stea¡’oíe¡’mophilus 49 CECÍ O O O O

BacH/ascen~us 148 CECÍ O O O O

B¡’oc’ho¡h,’Lv the¡-nmospl¡acu-¡ 10018 NCI B 0 0 (1 0

Swp/o’Iw’oc’c’usameus 1 37 FR1 O 8.4 9 10

Staphylococcusam-cus 361 FRI 0 8.8 9,2 8
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Tabla IV. 4.- (continuación)

Inhibición por el sobrenadante

concentrado de la cepa deL. sake

Microoganismo Origena 77 90 148

n9

180

Listerianzonocyrogenes

Listeria rnonocytogenes

Listeria rnonocytogenes

Listei’ia rnonocytogenes

Listei’ia nhonocytogenes

Clostridium botulinum

Clostridiumpe,fringens

5105

7973

LIS sv 1/2

LIí sv4

ScottA

551

376

Bacterias Gram-negativas

Ente,’obactercloacac

Escherichiacok

Escherichia coli
enteropatogenica

Salmonella ¡‘yphi
Salmonella iyphinwrium

Pseudornonasfluorescens

Pseudonzonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens

Ye,’siniaenterocolitica

Yersinia enterocolitica

194

BW545

B4 1

409

T91

DC5

DC?

NTI9

E20

14405

CECÍ

MIT

IEKC

CECÍ
CENAN

FR 113

FR IB

FRIB

Nuestía

IPP

o
o

0

o
o
o
0

0

colecciónO

41)

a Abreviaturas como en tabla III. 1

b Actividad inhibidora expresada corno diámetro de halo de inhibición en mm.

NCÍC

NCÍC

FVM

FVM

FVM

CECÍ

CECÍ

o
9

17,2

9

0

0

11,4

o
9,6

9,6

o
o

9,4
10

14,2

17

17
17
15,2

9,8

15

o
lo

19,4

9

0

10,2

10,6

o
o

o
o
o
(3

o
O

o
o

o
o

o
o
o
O

o
o
o
o

o
o

o
o
o
o
o
0

o
o
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De los resultados obtenidos se desprende que:

1). Las sustanciasinhibidorasproducidaspor lascepasdeL.sake seleccionadasson

distintas, ya que varían tanto en su espectro antimicrobiano como en la magnitud de su

inhibición.

2). La sensibilidadde los distintosmicroorganismosindicadoresfrentea lassustancias

inhibidoras varía de acuerdo con la especiey cepautilizada,de dondesedesprendequela cepa

productora no sólo origina una sustanciainhibidoraespecífica,sino quela sensibilidadfrentea

dichaactividaddelmicroorganismoindicadorempleadodependeademásde la especietambién

de la cepa.

3). La actividad inhibidora de L. sa/ce 148 fué superior a la del resto de las cepas

estudiadas, por lo que se seleccioné dicho microorganismo para la realización de estudios

posteriores.

IV. 5. - Efecto de la comnosicióndel mediode cultivo en la actividadantimicrobiana

de Loctobacillussa/ce 148

El medioMRS, queseempleageneralernentepara el desarz’ollo de las bacterias lácticas

es muy rico en sustanciasproteicaspor lo que dificultaría la purificaciónde las sustancias

proteicasantimicrobianas.Consecuentemente,la actividad inhibidora de L. saLe 148 se

detei’minó en otrosmediosde cultivo, unoscomplejosy otrosmásdefinidos,deacuerdocon

la metodología descritaen la secciónIII. 2. 6. La actividad inhibidorade los sobrenadantes

concentrados de los cultivos libres de células se comparó con la correspondiente de L saLe

1 4S crecido en medio MRS(tabla IV. 5).
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Tabla IV. 5. - Actividad antimicrobiana de L. saLe 148 desarrollado a 32 0C en diversos

medios de cultivo

Medio de cultivo Actividad inhibidora a

MRS ++

ART

ART+ Triptosa ++

APT + Proteosa peptona ++

API + Extracto de carne ++

API’ + Peptona ++

BHI

BHI + Triptosa

BHI + Proteosa peptona

BHI + Extracto de carne

BHI + Peptona

MM+ Triptosa ++

MM+ Proteosa peptona +

MM+ Extracto de carne ++

MM+ Peptona +

MM+ Tr’íptona

MM+ Casitona

a Símbolosparael ensayode difusiónen agar: ++, Diámetrode inhibición grande(15-21

mm); +, Diámetro de inhibición pequeño(<15 mm); -.Sin inhibición.
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Los resultadosde la tabla IV. 5. indican que los mediosde cultivo APT y EHI

(suplementadoo no) no sonadecuadosparaqueseexpresela actividadantiínicrobianade L.

saLe 148. Lo mismo ocurrecon el medio base(MM), suplementadocon triptona o casitona,

(hidrolizadosproteicosderivadosde la caseina).Sin embargo,la actividad inhibidora es

cuantificablecuandoel microorganismosecultivaen medio complejode APTo en mediobase

MM, suplementadoscon tripbosa,proteosa-peptona,peptonao extractodecarne(todosellos

sonhidrolizadosproteicosde origen cárnico>.La actividadinhibidora de en el medio base

suplementadocon triptosa (MM-triptosa),essimilara la obtenidaen el medio MRS. Dadoque

la triptosa es, como se ha dicho, un hidrolizado proteico cárnico que contiene,

fundamentalmente,aminoácidosy péptidospequeñoslo que facilita la purificaciónde la

sustanciaantimicrobianadeL,saLe 148.

IV. 6.- Parámetroscinéticos y actividad inhibidora de L saLe 148 a distintas

temperaturas

IV. 6. 1.- Crecimientoy actividadantimicrobianadeL.saLe 148

En las figuras 4,30 a 4,34 se muestrala relación entrecrecimientoy actividad

antimicrobianade L. saLe 148, al desarrollarseen los mediosMRS y MM-triptosaa diversas

temperaturas.De los resultadosobtenidossededuceque:

1.) L. saLe 148 manifiestaun crecimientocuantificablea4, 8, 16, 25 y 32 0C. si bien

el desanolloesmayora 25 y 32 oc.
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Figura 4. 31.- Crecimiento ~o)y actividad antimicrobiana (M~ de Locwbacillus saLe

148 cultivado en los medios MRS(A) y MM-triptosa (8) a 8 0C.
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RESULTADOS

2.) Dentro de una misma temperatura, el desarrollo óptimo se alcanza en el medio

M RS.

3.) A las temperaturas de incubación empleadas, la actividad antiinicrobianasedetectó

poco después de iniciarse la fase logarítmica de crecimiento. Por tanto, la actividad

antimicrobianadeestacepaes unapropiedadligadaal desarrollocelular, siendodetectabley

cuantificabledurantesu crecimientoen un medio baseo mínimo,suplementadocon triptosa.

4.) Tanto en el medio MRScomo en el MM-triptosa, la actividad antimicrobiana fué

máximacuandoL. saLe 148 secultivabaa 32 0C, no obstante,la actividadfué siempremayor

en el niedio compleloMRS. La actividadmáximaa estatemperaturasedetectaa las 16 horas

de crecimiento; posteriormente se observaba un ligero descenso hasta el final de la incubación.

IV. 6. 2. - Parámetroscinéticosdelcrecimientomicrobiano

Los parámetroscinéticosestudiadosen L. saLe 148 cultivadoen los mediosMRS y

MM-triptosa a 4, 8, 16, 25 y 32 0C, fueron los siguientes;velocidadespecíficade crecimiento

(gt), tiempode duplicacióncelular(td), númerode generacionespor llora (g/h) y pesocelular

secofinal (mg/mí).

Los parámetroscitados,asícomoel pH y la actividadantimicrobianafinal semuestran

en la tablaIV. 6. De ella sededuceque:

1.) La velocidadespecíficade crecimientoy el númerode generaciones/torafué mayor

y, consiguientemente,el tiempode duplicaciónmenor,cuandoL.sake ¡48 se desarrollabaa

25 y 32 0C. El crecimientofué ligeramenteinferior cuandoel medio empleadoera el

MM-triptosa.
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Tabla IV. 6. - Parámetros cinéticos de crecimiento, pH final y actividad inhibidora de

Loctobacillus saLe 148, cultivado en los mediosMRS y MM-triptosa a

diferentes temperaturas

Parámetro (a) Medio Temperatura de incubación (0C)

4

MRS

MM-triptosa

0,001

0,001.

8

0,006

0,005

16

0,035

0,035

25 32

0,075

0,073

0,093

0,087

MRS

MM-triptosa

MRS

MM-triptosa

MRS

MM-triptosa

MRS

MM-rriptosa

MRS

MM-triptosa

MRS

MM-tri ptosa

5,4 5,2

5,2 4,8

137 160

101 101

0,8

0,8

0.9

0,6

(a) ~, velocidadespecíficade crecimiento (h~ 1);

generaciones/hora;pcs, peso celular seco (ng/mí):

td, tiempo de duplicación (h), g/h,

pH, pH final: Al y AlE, actividad

inhibidora del sobrenadante(inín2/ml) y actividad inhibidora específicadel mismo

(min2/rnl/UnidadKlemt)

td

pcs

563

700

0.002

0,001

0,82

0,83

108

137

0,009

0,007

0,89

0,87

19,2

19,8

0,050

0,050

1,14

1,15

9,2

9,9

0.108

0,100

1,25

1,20

7,4

7,9

0,130

0,120

1,34

1,28

pH

Al

AlE

4,9

4,4

170

108

0,7

0,5

4,5

4.3

541)3

502

1,9

2.2

4,5

4,3

513

485

1,9

2,2

174



RESULTADOS

2.) El pesocelular secofinal fué mayor a 32 0C. Con el medio de MM-triptosa se

obtenía un peso celular ligéramente inferior.

3.) El pH final fué másbajoa las temperaturasóptimasdecrecimiento,siendomenor

queel obtenidocuandoel mediodecultivo empleadoera el de MM-triptosa.

4.) La actividad inhibidoramáximase alcanzóa los 32 0C en el medio MRS, sin

embargo.la actividad inhibidora específica,esdecir, el cocientede dividir la actividad

inhibidora máximapor la absorbanciadel cultivo (UnidadesKlett), fué igual a25 y 32 0C y

ligeramentestiperiorenel mediode MM-triptosa.

IV. 7. - Purificaciónparcialdela actividadantimicrobianaexocelulardeL.sa/ce148

Conocidaslas condicionesóptimasde producciónde la sustanciaantimicrobiana

exocelular de L. scA-e 148 en medio semisintéticode MM-triptosa, se procedióa su

purificación por cromatografía de filtración en geles.

IV. 7. 1. - Cromatoizrafiade filtración en SephadexG- 150. 0-75y G-50

El sobrenadanteconcentradolibre de célulasde Lsake 148, obtenido como se

describeen la sección111.2.3. 3. 1. se purificó parcialmenteen columnasde Sephadex0-150

fino, 0-75 y G-50de la maneradescritaen la sección111.2. 8. de estetrabajo.El resultadode

éstapurificaciónse reflejaen las figuras4.35,4. 36 y 4. 37, en lasquese muestrala actividad

antirnicrobianay la absorbanciade las fraccioneseluidas.

Al pasarel sobrenadanteconcentradopor la columnade Sephadex0-150 fino (figura

4. 35), la actividadantiíuicrobianaeluyetardiarnenteaunqueantesde que aparezcael ~

mayorde la absorbancia.Dadoqueestepicocoincidecon el volumendeeiución de Ja columna
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sesuponeque el pesomolecularde la sustanciaantimicrobianaseencuentramuy próximoal

límite inferior de exclusióndel SephadexG-150 fino, que esde unos 5.000 daltons.Para

obtenerunamejorseparación,lasfraccionescon mayoractividadantimicrobianasejuntarony

liofilizaron, volviéndolasapasarpor unacolumnade SephadexG-75.

El resultadode la segundafiltración seobservaen la figura 4. 36, apreciándose2 picos

deabsorbanciamáximano biendefinidos. El primerode ellos,máspequeño,coincidecon el

de la actividadinhibidora, mientrasque el segundocoincidecon el volumende eluciónde la

columna.La actividadinhibidora queda,por tanto, retenidaen la columna.Sin embargo.Ja

capacidadde separaciónde éstacolumnaesmuy amplia(3.000 - 80.000Da) por lo que,para

obtenerla mayorseparaciónposibleporcromatografíade filtración, serecurrióaunatercera

columnacon un intervalode separaciónentre1.500y 30.000Da. De nuevo, lasfraccionescon

mayoractividadinhibidora procedentesde la segundacolumnase juntaron y liofilizaron,

pasándolasacontinuaciónpor unacolumnade SephadexG-50.

Los resultadosobtenidoscon la columnade SephadexG-50se reflejan en la figura 4.

37, en la que se observaque el pico de actividadsecorrespondecon el de absorbancia

máxima.
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La purificaciónde la actividadantimicrobianaexocelulardeL. saLe 148 semuestraen

la tablaIV. 7, en laquesedetallael gradode purificacióny porcentajederecuperaciónpara

cadaunade lasetapas.La purificaciónfinal fué de 6,7, con una recuperaciónde la actividad

antimicrobianadel 8 %.
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TablaIV.?. - Purificaciónpai-cialde laactividadantimicrobianadeLactobaciflussa/ce 148

Actividad Actividad

Actividad Inhibidora Proteína Inhibidora Actividad Gradode

Volumen Inhibidora Total Total Específica Recuperad-aPurificación

(mí) (cm2/nil) (cm2) (mg/mi) (cin2/ml) (%) (veces)

Sobrenadante
delcultivo libre
de células 500 6,5 3.267 10 0,6 100 1

Sephadex
G-150 17 148,5 2.525 50 2,9 77 4,5

Sephadex
413-75 6 111,6 670 25,9 2,2 21 3,2

Sephadex
G-50 3 88,3 265 30 4,4 8 6,7

La purificaciónsecalculacornola Actividad inhibidora específicade la fracción X/Actividad

inhibidoraespecíficafracción1.

La recuperaciónsecalculacomola Actividad inhibidorade la fracción X/Actividad inhibidora

de la fracción 1 multiplicadopor 100.
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IV. 8. - Caracterizaciónparcialde la actividadantimicrobianade LactobacillussaLe

148

IV. 8. 1. - Efectode diversosenzimasen la actividadinhibidora

Paradeterminarla sensibilidadde la actividadantimicrobianaparcialmentepurificadaa

los enzimasproteolíticos,lipolíticos y amiloliticos,serealizóel ensayodescritoen la sección

III. 2. 9. 2. Los resultadosobtenidosseobservanen la TablaIV. 8, de la quesededuceque:

1.) - La actividadantimicrobianade L. saLe 148 es destruidapor los enzimas

proteolfticosinespecíficospapaina,proteasaXIV y proteasaII. Otrosenzimasproteoliticos,

como la tripsinay pepsina,reducenla actividadantimicrobianaen un 92 % tras 12 horasde

incubacióna32 0C.

2.) - Los enzimaslipolíticos lipasa 1 y lipasa VII, no modifican la actividad

antimicrobianade LactobacillussaL-e 148 y lo mismo ocurrecuandose empleanenzimas

amilolíticos.

Los resultadosobtenidosindicanquela actividadantimicrobianade L. saL-e 148 esde

naturalezaproteica,sin queexistanen su estructuracomponenteslipídicos ni hidrocarbonados

queintervenganen dichaactividad.

182



RESULTADOS

Tabla IV. 8. - Efecto de diversos enzimas en la actividad antimicrobiana

purificada de Lactobacil/us saLe 148

parcialmente

Actividad residual(%)

Enzima
Concentración
Final Tiempo deincubación(h)

(mg/mí) 2 6 12

Tripsina 1 46

5 31

Pepsina 24

5 31

67Papaina

ProteasaXIV

Proteasa II

Lipasa 1

LipasaVII

a-amilasa

21

.7?1

5 37

1

5

loo

10<)

loo
5 loo

1<1<)

5 loo

25 8

8 8

8
8

8

8

o55

16

26

16

100

100

100

100

O

16

o

100

100

100

100

100100

10<) loo
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IV. 8. 2. - Efectodel oH en la actividadinhibidora

El ensayose realizócomo sedescribeen la sección111. 2. 9. 3., variandoel pH del

tampónutilizado en la disoluciónde la actividadantimicrobianaentre2,6 y 12 y utilizando aL.

fernzentunz CECT285como microorganismoindicador.

Los resultadosobtenidossemuestranen la figura 4. 38, de laque sededuceque la

sustanciaantimicrobianaesactivaen el intervalode pH analizado,aunquela mayoractividad

se observaa valoresde pH entre5.6 y 6,6. La actividadinhibidora es ligeramenteinferior

cuandolos valoresde pH sonextremos,tantoácidoscomobásicos.

IV. 8. 3. - Cinéticade termodestmcciónde la actividadantimicrobianaexocelularde

LactobacillussaLe 148

La cinéticade termodestrucciónde la actividadantimicrobianade L sake 148, se

determinódepositandoen vialesde vidrio 20 mgde la sustanciaparcialmentepurificadaen 100

gí de tampóncitrato-fosfato4 mM de pH 7, a continuaciónse cierranherméticamente,y se

calientan duranteintervalos de tiempo variables,dependiendode la temperaturade

calentamiento(secciónIII. 2. 9. 4).

La figura 4. 39 muestrala inactivacióntérmicade la sustanciaantimicrobianadeL.

saLe 148 a80, 100,121,135 y 150 0C; deellasededuce:

La actividadantimicrobianadeL.saLe 148esresistentea temperaturasde 80 y 100

0C. perdiendoúnicamenteun 40 % de su actividadinhibidorainicial cuandosecalientaa 100

0Cdurante30 mm.
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100
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Figura4. 38. - Efectodel pH en la actividadde la sustanciaantimicrobianaparcialmente

purificadadeL. saLe 148.
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Estatermorresistenciatambiénsemanifiestécuandolas temperaturasdecalentamiento’

fueronde 121, 135 y iso 0C.

2.- A las temperaturasempleadas,la inactivaciónde la sustanciaantimicrobianase

ajustó,con ligerasvariaciones,aecuacionescinéticasde primerorden,mientraslos parámetros

de termodestrucción“D”, ‘t
14’ y Z secalcularon,comosedescribeen la sección111. 2. 9.

5. 3. 2. , a partirde los resultadosde termodestrucción(figura 4. 39)-

Los valores“D’ a80, 100, 121. 135 y 150
0C, calculadosasumiendounacinéticade

¡nactivación de primer orden, fueron de 285,7, 119, 23,8, 17,4 y 15,2 minutos

respectivamente.Los valores“t
1~”, calculadospara las mismastemperaturas,fueron de 198,

82,5, 16,5, 12,05 y 10,6 minutosrespectivamente.Finalmente,de la ecuaciónde la rectade

regresiónobtenidaal representargráficamenteel logaritmode los valores‘D” en funciónde la

temperaturaa la que fueron obtenidos,secalculó el valor ‘7; dicho valor, procedentede la

rectacomprendidaentre121 y 150‘=C,fuéde 153,4
0C.
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IV. 8. 4. - Determinacióndel cesomolecularpor cromato2rafíade filtración en

SeohadexG-50

El pesomolecularaparentede la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadeL.

saL-e 148, sedeterminósometiéndoloa unanuevacromatografíade filtración en un gel de

SephadexG-50. Como sedescribeen la secciónIII. 2. 9. 5, la representacióngráficade los

eluatoscromatográficosdemarcadoresde pesomolecularestándar,en función del logarítmo

de suspesosmoleculares,permitedeterminarel pesomolecularde unaproteínaproblemapor

interpolaciónen la gráficade la fraccióncromatográficaquela contiene.

La cromatografíase realizóen las condicionesdescritasen la secciónIII. 2. 9. 5, y su

resultadosereflejaen la tablaIV. 9. En dichatablase muestranel pesomolecularen daltons,

su logaritmo y las fraccionesde elución de los compuestosestándary de la actividad

antimicrobianade L. saL-e 148. El pesomolecularde la sustanciainhibidora,obtenidopor

interpolacióngráficade los resultadosobtenidos(fig. 3. 7), fué de 4.640daltons.

IV. 8. 5. - Determinacióndel Deso molecular por electroforesisen aeles de

poliactilamidacon dodecil sulfato sódico

Paraconfirmarel pesomoleculardela sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada

de L. saL-e 148. determinadopor cromatografíade filtración, se utilizaron las técnicasde

electroforesisen gelesde poliacril- amidacondodecil sulfato sódicoy ureasegúnla técnicade

Swank y Munkres (1971) y en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico

(SDS-PAGE)segúnla técnicade Laemli (1970).

188



RESULTADOS

Tabla IV. 9. - Determinación del peso molecular de la actividad antimicrobiana parcialmente

purificada de Lactobacillus saLe

Sephadex G-50

Compuesto

Fracción de

elución n2

Logaritmo del

peso molecular

Peso molecular

(Daltons)

a-quimotripsinógeno 27 4.40 25.000

RNAsapancreático 32 4,14 13.700

Actividad

antimicrobiana 43 3,67 4.640

Vitamina 55 =13 1.355

189
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IV. 8. 5. 1. - Electroforesis se2ún la técnica de Swank y Munkres (1971

)

Esta técnica permite separar cadenas peptídicas de pequeño tamaño molecular gracias a

la incorporación de urea a los geles de poliacrilamida. Con tal fin separador, 50, 100 y 200 gg

de la actividad inhibidora parcialmente purificada deL, saL-e 148 se sometieron a un análisis

electroforético en geles de SDS-poliacrilamida-urea, según la técnica descrita en la sección III.

2. 9. 6. 1.

No obstante, una vez teñidos los geles no se apreció ninguna banda proteica en los

lugares en los que se habían depositado las soluciones que contenían la sustancra

antimicrobiana parcialmente purificada. Considerando que la falta de bandasproteicasnítidas

en los gelespodíaserconsecuenciade unafalta de poderseparadordel gel con ureao de un

fallo del método de tinción de los geles, se recurrió a la electroforesisen gelesde

poliacrilamidacon SDS segúnla técnicade Laemli (1970).

IV. 8. 5. 2. - Electroforesis en geles de 20%poliacrilamida con SDS (Laemli. 1970

)

Aunque esta técnica electroforética tiene un menor poder de resolución en los péptidos

de bajo peso molecular que la de Swank y Munkres, al utilizar el métodode tinción de Merril y

col. (198]), a base de nitrato de plata, facilita la tinción de las proteinas. Esta tinción aplicada a

las proteínas de los geles de poliacrilamida con SDS, es 10-50 veces más sensible que la del

azul brillante de Cooínassie.

Siguiendo la técnica descrita en la sección III. 2. 9. 6. 2. se aplicaron en electroforesis

5, 10 y 15 ~igde la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de LsaL-c 148. En la

figura 4.40 se indican los resultados obtenidos. Como puede observarse,no se detectan

bandasproteicasdefinidasen los lugaresde los gelesen los que se depositóla sustancia
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antiínicrobiana parcialmente purificada. Sólo en el frenteelectroforéticose puededistinguiruna

banda de tinción difusa. La densidad de esta bandaaumentaa medidaque crece la

concentración de sustancia antiínicrobiana parcialmente purificada depositadaen el

correspondiente pocillo.

IV. 8. 6.- Determinación de la composición aminoacídica de la sustancia

antimicrobiananarcialmentenurificada

La utilización de la técnica de detección de aminoácidos por cromatografía líquida de

alta resolución(HPLC).descritaen la secciónIII. 2. 9. 7. así como el estudio comparativo de

los cromatogi-amas del hidrolizadoácidode la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada

y de los aminoácidospatrón,dió lugara los resultadosquese reflejan en la tabla1W 10. De

ella sededuceque:

1.) La sustancia antimicrobiana posee 14 aminoácidos distintos, de los que 13 se

correspondena los siguientes:ácido aspártico.ácidoglutámico,glicina, histidina, treonina,

alanina, prolina, valina,tirosina, metionina,leucina,fenilalaninay lisina; el decimotercero,que

elufa entreel ácidoglutámico y la glutamina, no pudo identificarseal no correspondera

ninguno de los aminoácidos empleados corno patrón.
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16,9 Kd—
14,4 Kd—

8,1 Kd—
6,2 Kd-»

2,5

Frente
el ect rofo réti co

Figura 4. 40.-

-h

1 234

Electroforesis por SDS-PAGE de la actividad antimicrobiana

parcialmentepurificada de L. saL--e 148. Lineas: 1, marcadoresde

peso molecularstandard(de arriba a abajo, 16.949, 14.404, 8.159,

6.214 y 2.512 daltons); 2, 3 y 4 corresponden,respectivamentea

15, ¡0 y 5 gg de la sustanciaantimicrobiana parcialmente

purificada.
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Tabla IV. 10.- Composición aminoacídica de la sustanciaantimicrobianaparcialmente

purificada de L. saL-e 148

Aminoácido Contenido

(nmol)

Residuospor molécula

(probable)

Acido aspártico 7,7 4

Acido glut¿imico 10,9 6

No Identificado’~ 7,1 3(4)

Glicina 8,6 4 (5)

Histidina 1,9 ¡

Treonina 4,3 2

Alanina 8,4 4

Prolina 11,6 6

Tirosina 21,9 1

Vaina 5,9 3

Metionina 2,1 1

Leucina 4,5 2

Fenilalanina 1,5 1

Lisina 4,8 2 (3)

Peso molecular asignadoigual a la media del de los aminoácidos empleados como patrón.
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2.) La sustanciaantimicrobianaesmuyrica en aminoácidosde carácterhidrofóbico;

(alanina,leucina,valina, fenil alanina,metioninay prolina) que constituyenel 50% de la

molécula.Los másfrecuentessonprolina(6 residuos/molécuLa),ácidoglutámico (6) y glicina

(4-5),y los menoshistidina (1), treonina(2), metionina(1). leucina(2) y fenil-alanina(1). El

aminoácidoqueno pudo identificarseeluyeen unaposiciónmuy próximade la glicina, y en

cadamoléculahay unos3-4 residuos(asumiendoun pesomolecularmedio de 130).

3.) La sustanciaantimicrobianade L.sake148 poseeunos40 a 43 aminoácidospor

molécula,lo queda ideade su pequeñotamañomolecular(5047);ello secorrespondebastante

biencon el pesomolecularobtenidoporcromatografíade filtración en Sephadex0-50(4640).

pero no con su comportamientoen la electroforesisen gelesde poliacrilamidacon dodecil

sulfatosódico(2500).

IV. 9 .- Mecanismode acciónde la sustanciaantimicrobianaexocelulardeLactobaclihís

sa/ce148

Cuandoa los mediosMRS, APT y BHI incubadoscon unas5 x í0~ ufc/ml de diversos

microorganismosindicadores(secciónIII. 2. 10) seles adicionan0,5 ml de sobrenadantesde

L. saLe 148 libres de células,debidamenteconcentrados,se detieneel Crecimientode las

bacteriassensibles(tabla IV. 11), pero no disminuyeel númerode ufc/ml. Sin embargo,la

adición de 0,5 ml de un cultivo de L saL-e 23, carentede actividadinhibidora, no afectaal

desarrollode estosmicroorganismosindicadores.Los resultadosobtenidosindican que la

actividadantimicrobianadeL. saL-e 148 poseeun mecanismode acciónbacteriostático.
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IV. 10. - Concentracióninhibidoramínima<ClM~ de la sustanciaantimicrobianadeL

.

su/cc 148

La concentracióninhibidoramínima(CIM) de la sustanciaantimicrobianaparcialmente

purificadadeL. saL-e 148 frentea diversosmicroorganismosindicadores,sedeterminódela

maneradescritaen la sección111. 2. 11. Los resultadossemuestranen la tabla IV. 12. Como

seve, la CIM varíaentre 1 y 18 mglml, dependiendode los microorganismosindicadores

utilizados.
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Tabla IV. 11.- Efecto de los sobrenadantesconcentradosde Lactobacdlussake 148 y 23,

antagonista(1) y no antagonista(C) respectivamente,en el desarrolloa 32 oc

dealgunosmicroorganismosindicadores.

Microorganismoa log ufc/m]

Oh 4h 8h 16h

Loctobacillusfernzentuni

Lactobacilluscwvatus

Carnobacteriumdiveigens

Leuconostocmesenteroides

Listei-ic¡ nio¡zocytogenes

Listeria rnonocytogenes

285

726

LV 13

395

5105

7973

T
C

T
c
T
C

T
C

T
C

T
C

5,3
5,5

5,6
5.6

5,7
5,6

5,7
5.7

5,8
5,7

5,3
5,3

5,3 5,4
6,8 8.7

5,6 5,7
6,9 8,5

5,7 5,3
6.9 8,7

5,8 5,9
6,9 8,9

5,8 5,7
6,9 8,9

5,2 5,7
6,8 8,7

Listeria rnonocytogenes LIS sv 1/2 1
C

5,8
5,8

5,7 5,9
6,9 8.9

Listeria n¡onocytogenes

Salinonella tvph¡niu’v¡nn

Yersinia enterocolitica

5/cpbviococcus am-cus

Scott A

T9 1

E20

T
C

T
C

1

137

5,8
5,8

5,5
5,4

5,7
5.8

5,3
5.2

C

1
C

5,7 5,9
6,9 8,8

6,9 8,8
6.8 8,7

6,1 6,9
6,3 7,1

5,1 5,6
6.9 8,9

5,5
9,8

6,1
9,8

5,4
9,5

6,4
9,5

5,7
9,3

5,7
9,1

6,2
9,5

6,1
9,5

9,5
9,4

8.2
8.9

6,3
9,2
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TablaIV. 11. (continuación)

Microorganismoa log ufc/ml

Oh 4h 8h 16h

Staphylococcusaureus 371 C
C

5,2
5,3

5,3
6,7

5.3
8,7

6,5
9,8

Clostridiun; botulinun; 551 C
C

4,9
4,9

4.8
5,0

4.9
5,7

4,9
6.3

Clostridiun¡ pe4’ringens 376 C
C

5,1
5,1

5,2
5,3

5,3
7.7

6,4
9,3

a Paraconocerla procedenciade los microorganismosver tablaIII. 1
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TablaIV. 1%- ConcentraciónInhibidora Mínima (CIM) de la susíanciaantimicrobiana

exocelularde L.sake 148,en diversosmicroorganismosindicadores.

Concentración

Microorganismo InhibidoraMínima

indicador (¡ng/mi)

Loctobacillusferinentun; CECT28S

Carnobacter¡uindit’e.’-gens LV 13 2

Listeria nzonocytogenes NCTC5105 9

ListerianhonocytogenesLIS sv 1/2 9

Listeria rnonocytogenesScottA 9

StaphvlococcusaureusFR1137 9

Staphvlococcus am-cus FR1349 18

Staphylococcus aureus FR1361 18

C/osuldiurn botulinu.rn 551 4

Clostridiun; peífringens 376 4
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IV. 11.- Caracterizacióninmunológicaparcialde la susranciaantimicrobianadeL,sa/ce

148

IV. 11. 1.- Análisis por inmunodifusiónen Lelesde aaarosa.de los inmunosueros

deconejoscuandoseemoleacomo antízenola sustanciaantimicrobiana

exocelulardeL.sa/ce 148

La sustanciaantimicrobianaexocelularparcialmentepurificadade L. sa/ce 148, se

obtuvo comosedescribeen la secciónIII. 2. 12 deestetrabajo.Antes de inocularíaa los

conejossecomprobópor inmunodifusiónen gelesde agarosaque los suerosde los conejosno

originabanlíneasde precipitaciónvisiblesal enfrentarseconla sustancia.

Durantela inmunizaciónde los animalesse realizaron4 sangríasparcialespara

comprobarla produciónde anticuerposfrenteal extractoantigénico,asícomoparadeterminar

la presenciao ausenciade reaccionescruzadascon otroscomponentesprocedentesdel medio

MM-triptosa (concentrado20 vecespor liofilización); lo mismo se comprobócon el

sobrenadantelibre decélulasde un cultivo de L saL-e 148 en medio MM-triptosa y con el

mismosobrenadanteconcentrado20 vecespor liofilización. No obstante,en ningún casose

detectaron1 incasde precipitación.
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IV. 11. 2.- Detecciónde la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadeL, sa/ce

148portécnicasinmuno-enzimáticas(ELISA

)

IV. 11. 2. 1.- Detecciónpor la técnicadel ELISA indirectoclásico

Antesde la inoculaciónde los conejoscon el extractoantigénicode interés,se

comprobóqueningunode ellospresentabareactividadinmunológicaal someterunamuestrade

su sueroal ELISA indirectoquesedescribeacontinuación.

IV. 11. 2. 1. 1.- Evaluación de la concentraciónidónea de los reactivos que

intervienenen el ensayo

Paragarantizarquela sustanciaantimicrobianaexocelulardeL. sake148 saturabael

fondode los pocillos de las placasde ELISA, sediluyeron 100 ~xgdel extractoantigénico

citado en 1 ml de tampónPBS. Con idénticosfines, y comoextractoantigénicocontrol, se

empleóel medio MM-triptosa liofilizado a la concentracióndc 1 mg de proteinaporml de

tampónPBS.

Como conjugadose utilizó uno comercial,anti-IgGde conejo,obtenidodecabrasy

marcadocon peroxidasade rábano(Nordic). Paraestablecerla dilución de trabajode este

conjugado,sesiguieronlas indicacionesdel fabricantey el criterio aplicadopal-ala eleccióndel

antígeno,esdecir, garantizarla presenciade conjugadoen exceso.La dilución elegidafué la

1/1000.
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IV. 11. 2. 1. 2.- Determinaciónde la respuestainrnunoló~icade los conejosfrenteal

extractoantigénicoinoculado

Durante la inmunizaciónde los conejosserealizaronvariassangríasparcialespara

comprobarque producíananticuerposfrente al extractoantigénicoinoculado,y que no se

originabanreaccionescruzadasfrenteal extractoantigénicocontrol. En la figura 4. 41 se

muestranlos resultadosprocedentesde estadeterminación.Dela figura sedesprendeque:

1.) En las sangríasparcialesefectuadasa los 21 y 42 díasde la primera inoculación

antigénicano aumentasignificativamentela respuestainmunológicade los conejosfrentea los

antígenosde interés.

2.) En las sangríasrealizadasa los 63 y 84 díasde la primerainoculaciónla respuesta

inmunológicade los conejosaumentósignificativamente,haciéndolotambiénperoligeramente

en la sangríafinal quetuvo lugar a los 91 díasde la inoculacióniniciaL
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Figura4. 41.- Detección inmunológica por un ELISA indirecto, de la sustancla

antirnicrobianaparcialmentepurificada de L.saLe 148 a los O (A),

21 (A). 42 (0), 56 (•), 84 (o) y 91 (U) días de inoculación en

conejo Concentracióndel andgeno 10<) gtg/ml. Dilución del

conjugado1/1000.
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LV. 11. 2. 2.- Detecciónde la sustanciaantimicrobianadeL.sa/ce148en el mediode

cultivo MM-triptosa

La misma técnicadel ELISA indirecto empleadapara determinarla respuesta

inmunológicade los conejosinmunizadoscon la sustanciaantimicrobianadeL,sa/ce148, se

utilizó paraevaluarla presenciade dichasustanciaen el medio decultivo MM-triptosa.

IV. 11.2. 2. 1.- Determinaciónde la concentraciónidóneade los reactivosque

intervienenen el ensayo

Las indicacionesdel fabricante,juntocon los resultadosdeexperienciaspreliminares,

permitieronestablecercomodilución detrabajodel conjugadola de 1/1000.

Unavezajustadala concentraciónde trabajodelconjugado,seprocedióa establecerla

más idóneaparael inmunosuero(cuyaconcentracióninicial de proteínaerade 20 mg/mI). Para

ello, enun ensayoprevio, sedeterminóla dilución del inmunosueromásaptaparadiferenciar

la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadisueltaen tampónPBS,de la disueltaen

medio MM-triptosa (figura 4 42). De Los resultadosobtenidosse desprendeque los

componentesdel medio de cultivo interfierenen la detecciónde la sustanciaantimicrobianade

L. sa/ce 148, si bien el inmunosuerodisuelto 16 vecesen tampónPBSTesel que¡nejordetecta

dichasustanciaen el mediode cultivo de MM-triptosa.
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Figura 4. 42 .- ELISA indirectodc

148 en tampónP135
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Posteriormente,se realizó un ensayopara detectarla sustanciaantimicrobiana

exocelularde L. sa/ce 148 cultivado en medio de MM-triptosa. Los resultadosdel ELISA

indirectode la sustanciaantimicrobianade L. saLe 148 en tampón PBS, en medio de

MM-triptosa y en el sobrenadantelibre dc célulasde un cultivo de estemicroorganismo

realizadoen medio de MM-triptosasemuestranen la figura 4.43. De los resultadosobtenidos

sededuceque:

1.- Cuandola bacteriocinaparcialmentepurificadade L. saLe 148 sedisuelveen

tampónPBS sepuededetectarla presenciade hasta6 ~tgde proteinaporcadapocillo de la

placadeELISA.

2.- Sin embargocuandoseempleael ELISA indirecto paradetectarla sustancia

antimicrobianade L. sa/ce 148 crecidoen medio de cultivo MM-triptosa, los inmunosueros

empleadosno detectandichasustancia.

Dadala imposibilidaddedetectarla sustanciaantimicrobianaen mediode MM-tríptosa

y con la finalidad deaumentarla sensibilidaddel ELISA indirecto, se optó pormejorar la

sensibilidaddel ensayomediantela utilizaciónde anticuemosconjugadosa la biotina.
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Figura4. 43.- ELISA indirectode la sustanciaantimicrobianaexocelulardeL. saL-e

148 en tampón PES (u), en medio de MM-triptosa (c) y en el

sobrenadantede un cultivo de t saL-e 148 en MM-triptosa (•).

Dilución del anticuerpo1/160. Dilución del conjugadol/10(XY
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IV. 11. 3.- Detecciónde la sustanciaantimicrobíanade L. sa/ce 148 medianteun

ELISA indirectoconel sistemade amDlificaciónbiotina-avidina

El empleode estatécnicacon los mismosextractosantigénicosy en las mismas

condicionesno mejoró los resultadosya que, paralelamentea la mejoraobservadaen la

detecciónde la sustancíaantimicrobianaparcialmentepurificada,seapreciatambiénunamayor

interacciónde los anticuerposbiotinizadoscon los extractosantigénicosempleadoscomo

control (figura 4. 44). Seconcluyóporlo tanto, queen el mediode MM-triptosa. a pesarde

tenerunacomposiciónmuy sencilla,existencompuestosque,de unaforma u otra, interfieren

con la deteccióninmunológicade la actividadantimicrobiana.
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148 en tampón PBS (u), en medio de MM-triptosa (o) y en el

sobrenadantelibrede célulasde un cultivo deL saL-e 148 desarrollado
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DISCUSION

y. i. - Aislamientode bacteriaslácticasdeembutidoscrudoscurados

Parala realizacióndeestetrabajo,quepretendeel aislamientoy caracterizaciónparcial

debacteriaslácticasutilizablesparamejorarla calidadhigiénicade la carney sus productos,

primeroseprocedióal aislamientodeestasbacteriasde embutidoscnidoscurados.Laelección

de estosproductoscomofuentede bacteriaslácticassedebea que las quecontienenestán

mejoradaptadasa la ecologíabacterianadela carney los productoscárnicosquelas aisladasde

otrasfuentes,comoleche,productoslácteosy hortalizas(Schillingery LOcke, 1989).

Ademáslas bacteriaslácticasson, invariablemente,el grupomicrobianopredominante

en la mayoríade los productoscárnicosyen lascarnesenvasadosa vacio,constituyendoentre

el 75 y el 95 % de su poblaciónbacterianatotal (Mol y col., 1971: Kitchell y Shaw, 1975;

Reuter,1975; l-litchenery col., 1982;Shawy Harding, 1984;Korkealay Mátehl, 1989).

De otra parte, los recuentosde bacteriaslácticasrespectodel microbiano total

obtenidosporotros investigadores(LOcke, 1986; Holley y col., 1988>durantela maduración

delos embutidoscrudosmadurados,coincidencon los nuestros(Tabla1W 1); en amboscasos

seha visto quela mayorpartede la microfloracárnicaestáconstituidapor bacteriaslácticas.

El númerodebacteriaslácticasal final de la maduraciónde las muestrasestudiadas

(aproximadamente8-9 x 108 ufc/g de embutido)concuerdacon los resultadosseñaladospor

otros investigadoresparael bacon(Cavett, 1963), los embutidoscrudosmadurados(Egan,

1983) y las carnesenvasadasal vacio (Hitchener y col.. 1982; Egan. 1983). En muchos

productoscárnicos,estasbacteriasconstituyenel principal componentede su microflora

debido a la supresióndel desarrollode otros grupos microbianospor mecanismosde

antagonismomicrobianono bien evaluados(Reuter,1981).
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V. 2. - Actividadantimicrobianade lasbacteriaslácticasseleccionadas

y. 2. 1. - Elecciónde las pruebasde anta2onismomicrobiano

V. 2. 1. 1. - Pruebasdirectasde antaLonismomicrobiano

El antagonismomicrobianopuedeevidenciarsede diversasmaneras.En los estudios

preliminares,las pruebasde antagonismoserealizaronutilizando generalmentemediosde

cultivo sólidos e implicaron la detecciónde la inhibición del crecimientoque ejercíael

microorganismoanalizado(activo) en el microorganismoindicador(pasivo) (Tagg y col.,

1976).

Las dospruebasenpleadascon estepropósitosonla directao simultáneay la indirecta

o diferida. La concentracióndel microorganismoindicadoresimportanteen la sensibilidaddel

método(Kuttner, 1966).

En la pruebadirecta,el microorganismoaevaluary lacepaindicadorasedesarrollanal

mismo tiempo. Unade las pruebasdirectasmássencillasesla “pruebade la gota”,utilizada

originalmentepor Gratia(1946),y cuyo empleoestáampliamentedifundido (Geis y col.,

1983; Daeschely Klaenhammer,1985; Gonzalezy Kunka, 1987; Raccachy col.. 1989;

Spelhaugy Harlander,1989; Daeschely col., 1990; Ahn y Stiles, 1990a). En ella, unagota

del cutivo del microorganismoa evaluarse depositaen un medio de cultivo sólido,

previamenteinoculado con el microorganismoindicador. Entre las variantesde este

procedimientoseincluye el empleode pocillosexcavadosen el medio sólidoque serellenan

con unacantidadconocidadel cultivo del microorganismoa evaluar(Sabine.1963; Taggy

McGiven. 1971; Taggy col., 1976; Silva y col.. 1987; Harris y col.. 1989; Rodriguezy col..

1989).
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Otra modificaciónde granutilidad esla siembrapor picadurade los microorganismosa

estudiaren placascuyasuperficieseha sembradocon el microorganismoindicador(DeKlerk,

1967; Gagliano y Hinsdill, 1970; Davey y Richardson,1981; Barefoot y Klaenhammer,

1983).

Fredericq(1948) fué el primeroen utilizar las pruebasdiferidasde antagonismo.En

estecaso,el microorganismoa evaluarsesiembrae incubaen un medio sólido duranteun

cierto tiempo, transcurridoel cual se cubre con otra capade medio que contieneel -

microorganismoindicador.Las pruebasdiferidassona menudomássensiblesquelasdirectas

(Taggycol., 1976).

Comoen la pruebadirecta,unadelas variantesde las pruebasdiferidasmásempleada

es la de la “gota (Anderssony col, 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y LOcke, 1989;

Spelhaugy Harlander, 1989; Ahn y Stiles, 1990a).Con estapruebay pararesaltarmás la

acción.de las sustanciasinhibidorasdifusiblesde los cutivos, se inactivan las célulasdel

microorganismoproductorcon calor (Geisy col, 1983; Ahn y Stiles, 1990a)o, mejoraún,

con vaporesdecloroformo(Kekéssyy Piguet. 1970; Daveyy Richardson,1981; Geis y col.,

1983; Ahn y Stiles, 1990a).No obstante,estoconlíevaalgunosinconvenientescomoel que

algunosagentesinhibidoresse inactivanal exponersea los vaporesde cloroformo. Brock y

Davie (1963)demostraronla sensibilidadal cloroformode unasustanciainhibidoraproducida

por Enrerococcusfaecalis subsp.zvrnogenes. Los vaporesde cloroformotambiénimpiden el

empleodeplacasde Petri de plástico;ademásel cloroformoresidualde los mediosde cultivo

puedeoriginarresultadoserróneos(Kekéssyy Piguet, 1970).

Otra alternativa,cuandosesospechala existenciade sustanciasantagonistasdifusibles,

consisteen sembrarel cultivo indicadoren unacaradel medio de cultivo sólido y el cultivo a

evaluaren la opuesta,ya seaempleandoel sistemade gotas(Kekéssyy Piguet.1970)o el de
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pocillos (Tagg y McGiven, 1971; Barefooty Klaenhammer,1983; Spelhaugy Harlander,

1983). Unaventajade estemétodoesque así seexcluye la actividad inhibidora debidaa

bacteriófagos(Taggy col., 1976).

Tantoen las pruebasdeantagonismodirecto,comodiferido,esrecomendablecolocar

los cultivos de los microorganismosa analizaren pocillos abiertosen los mediossólidos, lo

que permite que si se depositasiempreel mismo númerode microorganismos,pueden

establecersecomparacionesentrelos diámetrosde las zonasde inhibición obtenidas.Otra

ventajadeestemétodoesel aumentode la sensibilidad,puestoqueentreel microorganismo

estudiadoy las cepasindicadorasúnicamentese interponeunacapafina de agar;esto,además,

excluyela inhibición debidaa bacteriófagos,queson microorganismosno difusibles(Tagg y

McGiven, 1971). Por todo ello, seeligió estemétodopara la realizaciónde las pruebasde

antagonismo,tantodirecto comodiferido,de las 180 bacteriaslácticasaisladasy seleccionadas

de los embutidoscrudoscurados(secciónIV. 1).

V. 2. 1. 2. - Antagonismode los sobrenadanteslibresde células

Cuandoen las pruebasde antagonismomicrobianoseempleancultivos no esfácil

identificar la causadel mismo(Taggy col., 1976). En la identificaciónde bacteriaslácticas

productorasdesustanciasantagonistasdifusiblesesimportanteexcluirde los ensayosno sólo

a los microorganismosproductoresde talessustancias,sino tambiéna otrosmetabolitoscon

actividadinhibidora.

Las sustanciasque en las pruebasde antagonismobacterianoposeenuna actividad

inhibidora similar a las bacteriocinas.pueden neutralizarseo eliminarse utilizando

sobrenadanteslibresde célulasneutralizadoso dializados.Los sobrenadantesseobtienenpor

centrifugaciónde los cultivos y por filtración por filtros de 0.22 o 0.45 um dediámetrode
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poro.

La neutralizaciónde la actividadantagonistade los ácidosorgánicospuederealizarse

ajustandoel pH delos sobrenadantesaun valor próximoa la neutralidad(pH 6,9-7,0)(Geisy

col., 1983: Barefooty Klaenhammer,1984; Rodriguezy col., 1989; Nielsen y col., 1990;

M0rtvedt y Nes, 1990),o dializandolos sobrenadántespor membranasque permiten la

difusión de sustanciasde un tamañomolecularmenorde 6000 daltons.La diálisis puedeir

precedidade unaprecipitaciónde los sobrenadantescon sulfatoamónico(Bhunia y col, 1987;

Gonzálezy Kunka. 1987;Ray y col., 1989).El precipitado,constituidofundamentalmentepor

proteínas,sereconstituyey dializa. No obstante,la mayoríade los autoresprescindendeesta

precipitación(Andersson,1986; Anderssony col., 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y

LOcke, 1989; Daeschely col., 1990; Ahn y Stiles, 1990b).

El efectodel peróxidode hidrógenode los sobrenadantespuedeevitarseincubandolos

cutivosen anaerobiosis(Schillingery LOcke, 1989),o tratandocon catalasalos sobrenadantes

libres de células(Barefooty Klaenhammer,1983; Murianay Klaenbammer,1987; Ferreiray

Gilliland, 1988; Schillingery LOcke, 1989; Rodriguezy col., 1989; ~arminati y col., 1989;

Ahn y Stiles, 1990a).Geisy col. (1983),añadenla catalasadirectamenteal mediodecultivo

del microorganismoindicador.

Los sobrenadanteslibres de célulastambién puedenconcentrarsecon el fin de

aumentarsuactividadinhibidora. Entrelos sistemasdeconcentraciénmásempleadosdestacan

la evaporaciónavacíoen rotavapores(Geisy col., 1983; Silvay col., 1987)y la liofilización

(Rodriguezy col., 1989).

La actividadinhibidora de los sobrenadantespuededetectarsecon cualquierade las

variantesde antagonismodirecto e indirectocitadas,estandomuydifundidos los métodos“de
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la gota” (Geisy col., 1983; Ray y col.. 1989;Carminati y col., 1989: Ahn y Stiles,1990a)y

la disposiciónde los sobrenadantesen pocillosabiertosen las placas(Joergery Kiaenhammer,

1986; Ahn y Stiles,1990a).Otrométodomuy empleadocuandose investiganbacteijaslácticas

bacteriocinogénicas,consisteen colocarlos sobrenadantesen papelesde filtro estériles.Los

discosde papelde filtro, impregnadoscon el sobrenadante,sedepositanen placasdeagar

sembradascon el microorganismoindicador(Shahaniy col, 1976; Ferreiray Gilliland. 1988)

o biensedepositaen los filtros unacantidaddeterminadade sobrenadante(Abdel-Bary col.,

1987; Bhuniay col., 1987; Bhuniay col., 1988;Rodriguezy col., 1989).La segundaopción

ha sido la utilizadaen estetrabajo, lo que permitecompararla actividadinhibidorade los

diversossobrenadantesanalizados.

V. 2. 2. - Actividad inhibidoradelos cultivos delas bacteriaslácticasseleccionadas

Tanto las 180 bacteriaslácticasexaminadasen primera instancia,como las 24

seleccionadascon posterioridadde entrelas primeras,manifestaronactividad inhibidorafrente

a algunode los microorganismosindicadoresempleados(figuras4 6 a 4. 29). La actividad

inhibidorageneralmenteesmayorcuandolos microorganismosa evaluarse siembran24 horas

antesquelos microorganismosindicadores,algoen lo que nuestrosresultadoscoincidencon

los de Ahn y Stiles (1990a).

La sensibilidadde los microorganismosindicadoresa la actividadinhibidorade las

bacteriaslácticasanalizadasesvariable,lo quedemuestraquedichaactividadescaracterística

decadacepay no de la especiebacteriana(Schillingery LOcke, 1989:Daeschelycol., 1990).

Los resultadosobtenidospor otros investigadoresque han evaluadola actividad

antimicrobianade las bacteriaslácticasvaríanbastante.Al igual que nosotros,Kozak y col.

(1978)observaronque las 47 cepasdeL. lacis subsp.lacús que estudiaron,eranactivas
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frentea otrasdoscepasde L. lacás subsp.ladis y frentea unadeL. lacris subsp.Cremoris.

El mismoresultadoobtuvieronAhn y Stiles(1990a)al examinarla actividadinhibidorade 10

cepasde diversosgénerosde bacteriaslácticasfrente a 10 indicadoresque tambiéneran

bacteriaslácticas.

El 63 % de las 52 cepasde L acidophilus analizadasporBarefooty Klaenhammer

(1983), inhibieron el desarrollode diversascepasde L. ¡eichn,anni, L. bulgaricus, L.

heIvetíCLis y L. lacds, porcentajeidénticoal obtenidopor Raccachy coL (1989)con 11 cepas

deLactobacillus y deSireptococcussp.,empleandocomo indicadoresdiversascepasde 6

especiesdistintas de bacteriaslácticasy 4 cepasde L. monocytogenes. De otra parte,

únicamenteel 15 % de las 79 cepasde Lacwbacillus sp. examinadaspor Rammelsbergy

Radíer(1990) inhibieronuna,al menos,de las 9 cepasindicadorasdeL.brevis, P. daninosus

y Leuc. oenusensayadas.El porcentajede cepasinhibidoras registradopor Davey y

Richardson(1981) fue aúnmenor,ya quesólo el 7 % de las 150 cepasdeL. ladis susbsp.

crenzork analizadas,inhibieronel desarrollodevariascepasde L. lactis subsp.crernoris y L.

lactis subsp.lactis.

Schillingery LOcke (1989),al evaluar142 cepasdeL, saL-e, 4 deL.plantarwn y 75

deL. curvatus, observaronqueel 13, el 75 y el 1 %, respectivamente,eranactivasfrente,al

menos,uno de los 31 microorganismosindicadoresempleados;estosresultadoscontrastan

con los de Ahn y Stiles(1990a)y con los nuestros,yaqueen nuestrocasoprácticamentetodas

las cepasaisladasmanifiestanactividad inhibidorasobrevarios indicadores,contrasteque

llama poderosamentela atenciónsi setieneen cuentaque en los tres trabajoslas bacterias

lácticasprocedende una fuentecomún,los embutidoscrudosmadurados.

Lo expuestoanteriormenteofreceuna ideade la dificultadquepresentael establecerla

actividadinhibidorade las bacteriaslácticas,lo queseagravapor la escasauniformidaden las
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condicionesde trabajoy por la diversidadde microorganismosindicadoresempleados.No

obstante,las bacteriaslácticasanalizadasen los trabajoscitadosson especialmenteactivas

frente a otras bacteriaslácticas y nunca,o de forma excepcional.frente a las bacterias

Gram-negativas.

V. 2. 3. -Actividad inhibidorade los sobrenadanteslibresdecélulas

La actividadinhibidorade los sobrenadanteslibresdecélulasseestableciósólamente

en los aisladosmásactivos.Los sobrenadanteslibresde célulasde los cultivos de nuestras24

bacteriaslácticasseleccionadas,unavezconcentrados,mostraronunaactividadantimicrobiana

variabledependiendodela cepay del indicadorempleado(tabla IV. 1); fueron especialmente

sensibleslas bacteriaslácticasempleadascomoindicadores.

Quizá seaconvenienterecordarque las bacteriaslácticasactivas seleccionadas,se

aislarondurantela maduraciónde un lote de embutidos;en cadamuestreoseseleccionaron30

colonias.Esto significa, por ejemplo,que las cepas24 y 29 procedíande la masacárnica

original, la 31 y 46 del embutidoen segundodíademaduracióny, asísucesivamente,hastala

cepa180 quesealsióel último día(35) demaduración.De la observaciónde la tablaIV. 1, se

concluyequees posibleaislarbacteriaslácticasproductorasde sustanciasantimicrobianas,

distintasde los ácidosorgánicoso del aguaoxigenada,en cualquiermomentode la maduración

e, incluso, a partir de la masacárnica inicial. Algunasde las cepasevaluadasmostraron

actividadfrente a varias cepasde L. nionocytogenesy S. aureus, microorganismos

productoresde toxiinfeccionesalimentadas.

La actividadinhibidorade las bacteriaslácticasfrentea otrasde su mismogrupo y a

menudoestrechamenterelacionadasentresi, esun hechoampliamentedocumentado(Geisy

col., 1983; Barefooty Klaenhammer,1984;Joergery Klaenhaínmer,1986; Andersson,1986;
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Gonzalezy Kunka, 1987; Bhunia y col., 1987; Schillinger y LOcke, 1989; Harris y col.,

1989; M0rtvedty Nes, 1990; Ahn y Stiles, 1990a; Ahn y Stiles, 1990b).Sin embargo,son

muchomásescasoslos estudiosquedemuestranquelas bacteriaslácticasinhiben el desarrollo

decienosmicroorganismospatógenosGram-positivos,como5. aureus (Andersson,1986;

Anderssony col., 1988; Bhunia y col., 1988) y L. inonocytogenes(Ehuniay col., 1988;

Carminatiy col., 1989; Schillingery LOcke, 1989;Harrisy col., 1989; Spelhaugy Harlander,

1989; Ahn y Stiles, 1990b). La mayorpartedelos autorescitadoscoincidenen señalarquelas

bacteriasGram-negativassoninsensiblesa las sustanciasantibacterianasproducidaspor las

bacteriaslácticasestudiadas.Quizála excepciónmejorconocidaaesterespectola constituyan

las cepasde L. laCté productorasde nisina (Hurst, 1981). En general, la actividad

antimicrobianaesmuy heterogéneay dependede cadacepaen particular(Harrisy col., 1989).

V. 2. 4. - Efecto de la catalasaen la actividadinhibidora de las bacteriaslácticas

seleccionadas

Los resultadosobtenidosindicanque la actividadantimicrobianade los sobrenadantes

concentradosno puedeser,en ningúncaso,atribuibleal peróxidode hidrógeno.La capacidad

de algunasbacteriaslácticasde producirperóxidode hidrógenoesunapropiedadindeseable,

especialmentesi en las emulsionescárnicasexisteun alto contenidode oxígeno,si seemplea

muchagrasaen la formulacióndel embutidoo si la actividadde los enzimasquedegradanel

peróxidode hidrógenoespequeña(Schillingery LOcke, 1987a). En estoscasos,la presencia

en la carney productoscárnicosde microorganismosproductoresde peróxidode hidrógeno

producealteracionesdel coloro un enranciamientoprecoz.

Las bacteriaslácticasdifieren en su capacidadde produciry degradarel peróxidode

hidrógeno.L-lastingsy Hólzaptel(1987)observaronqueel 50 % de las cepasdeL. saL-e de

origen cárnico producíanperóxidode hidrógenoy, de ellas, la mayoría lo hacíamuy
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débilmente.La falta de una buenaselecciónde las bacteriaslácticasautóctonasexplica,en

parte,el quet. plantaruni,P. acidilacticí y P. pentosaceusseanlos microorganismosmás

empleadoscomocultivos iniciadoresen la elaboraciónde productoscárnicosy no L. sa/ce o

L. curvatus,que sonespeciesmuchomáscompetitivas(LOckey Hechelmann,1987).

y. 3. - Identificacióny caracterizaciónbioquímicaparcialde lasbacteriaslácticascon

actividadantimicrobiana

Cuandoseaislanbacteriaslácticasy en panicularlactobacilos,de lacarney productos

cárnicos,no esposibleclasificarlosadecuadamentesiguiendolos sistemasde identificación

empleadosclásicamente,ya que éstos se basanen las propiedadesde microorganismos

procedentesde otras fuentes(OrIa Jensen,1919; Rogosa,1970; Sharpe,1979). Hastamuy

recientemente,las cepasdifíciles de identificar seenglobaronbajo la denominaciónde

estreptobacteriaso lactobacilosatípicos” (Thornleyy Sharpe,1959; Reuter,1975; Sharpe,

1979).No obstante,comosugirió Ingram(1975),el términode “estreptobacteriasatípicas”es

pocoafortunadoya que las bacteriaslácticasde origencárnico no sonmenostípicasque las

demás,en todo caso lo serán los criterios de identificacióny clasificación,debido a la

ignoranciadelas propiedadesde lasespeciesde origencárnico.

Con el transcursodel tiempo se han realizadodiversos intentosde identificar y

clasificar las estreptobacteriasde origen cárnico (Reuter.1975; Kitchell y Shaw, 1975;

Hitchenery col., 1982).Todosellossebasanen reaccionesbioquímicasvariablesque, al no

emplearmétodosnuméricosen el establecimientode los grupos,han llevadoa la creaciónde

gruposinnecesariamentecomplicadosy arbitrarios(Shawy Harding. 1984).No obstante,en

1987, Schillingery LOckeelaboraronun esquemade identificaciónrápidade lactobacillosde

origen cárnico,basadoen sus característicasfisiológicas, la mayorpartede las cualesson

fácilmentedeterminables.Esteesquema,que se muestraen la figura 5. 1, incluyeespecies
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recientementecaracterizadas,comoL. sa/ce,L. cun’atus,C. piscicola y C. divergens, por le’

quela hemosutilizado enla identificacióny clasificaciónde nuestrosaislados.

En las tablasIV. 2 y IV. 3 se muestranlas característicasmorfológicasy bioquímicas:

más significativas de nuestrosaislados. De ellas se deduceque se trata de bacilos

homofermentativos,quecrecena 15 oc, no fennentanel manitol, perosi la ribosa,sacarosay

trealosapor lo que, siguiendoel esquemade la figura 5. 1, los clasificamostentativamente

como L. sa/ce; las característicasdescritascoincidencon las señaladaspor Kandlery Weiss

(1986)y por Champomiery col., (1987)paraestamismaespecie.

En nuestrocaso,ningunade las cepasaisladascrece en medio MRS de pH 3,9.

Schillingery LOcke (1987b) han señaladoqueaproximadamenteel 11% de las cepasde E.

sa/ce no crecenadichopR. A esterespectoconvienedestacarquelos lactobacilosincluidos en

las “estreptobacteriasatípicas” son menosacidificantesy acidotolerantesque los demás

(Reuter,1975; Reuter,1981).

Todaslas cepasanalizadascrecieronaunaconcentraciónde clorurosódicodel 7%,a

excepciónde la número77. lo quecoincidecon los resultadosdeChampomiery col. (1987),

Schillingery LOcke (1987b), M0rtvedt y Nes (1990) y Rodríguez(1991). Sin embargo,

ningunade las cepasestudiadassedesarrollócuandolaconcentraciónde clorurosódicofué del

10%. Existen discrepanciasen cuantoa la capacidadde E. sa/ce de desarrollarsea esta

concentracióndeclorurosódico,ya que mientrasSchillingery LOcke (1987b)indicanqueel

93 % de 131 cepasde E. sa/ce crecen a estaconcentración,Champomiery col. (1987)

mantienenquesetratade unacaracterísticaexcepcional.
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heremfermentativos

casei pseudo-
ptontoruni

Figura5. 1. - Esquemade identificación rápida de bacteriasde origen cárnico.

Fuente:Schillingery LÍicke (1987b).

Lactococcus homofermentativos

Leuconosroc
Lacrobacillí

L.

subsp. subsp.

221



DISCUSION

Las cepasde L. sa/ceanalizadasmuestranuna capacidadvariablede hidrolizar la

arginina,puesmientraslas cepas90 y 148 producenamoniacoapartir de dicho aminoácido,

las cepas31, 77, 177 y 180 no lo producen(tabla IV. 2). Schillinger y LOcke (1987b),

observaronquela mayoríade las cepasde L. sa/ce poseíanestacapacidad,lo que concuerda

con los resultadosde Champomiery col. (1987).Sin embargo,resultacuriosoque Kandlery

Weiss(1986)describanaL. sa/ce comoincapazde hidrolizar la arginina,ya quela cepaque

considerarontipo, la L. sa/ce ATCC15521. carecede estacapacidad.Reuter (1981) y

Rodríguez(1991),concuerdancon nuestrosresultadosen que la capacidaddehidrolizar la

argininavaríade unascepasde L. sa/ce y deL. curvatusaotras.

La capacidaddealgunoslactobacilosde producirácidosulfhídricoesunacaracterística

tecnológicaperjudicial, ya quesu proliferaciónen los alimentosacarreasu deterioro(Egan.

1983).Ningunade las cepasquehemosensayadoproducíaácidosulfhídricoen ninguno de

los mediosestudiados(tablaIV. 2). No obstante,Schillingery Locke(1987b),observaronen

el 50 % de las cepasde L. sa/ceanalizadasla producciónde ácidosulfhídrico.

Las cepasde L. sa/cecompartencaracterísticasbásicasque las diferenciande otras

especiesde lactobacilos.Sin embargo,poseenotraspropiedadesen las que la variabilidad

entrecepaseslanotapredominanante.Lasdiscrepanciasentrela cepatipo y las propiedadesde

las deorigencárnicoexplican lasdificultadesde muchosinvestigadoresparaidentificar sus

aislamientos(Reuter,1981). En estesentido,la fermentaciónde la arabinosa,amigdalina.

esculina,arbutina,salicina,celobiosa,maltosay lactosa,queen la descripcióndeL.sa/ce en

el Berizev’s Manual of SvstematicBacterioloav(Kandler y Weiss, 1986) seadmitencomo

pruebasde identificación,variaronenlas 13cepasde estaespecieque analizaronChampomier

y col. (1987>. Quizásestojustifique la variabilidadde nuestrascepasen lo que conciernea

fermentaciónde azúcares.
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Quetodosnuestrosaisladosse hayanidentificadocomoL. sa/ce no essorprendente.

ya que algunosinvestigadoreshan observadoque estaespeciepuedeconvertirseen la

predominantea las temperaturasde maduraciónnormalmenteempleadasen Europaen la

elaboraciónde los embutidoscrudos(LOcke. 1986; Schillinger y LOcke, 1987a). LOcke y

Hechelmann(1987)apoyanestaobservaciónal confirmarel predominionaturaldeL.sa/ce y

L. curvatusenembutidoseuropeosmaduradostradicionalmente.

Holy y Holzapfel (1988) tambiénhan observadoque entrelas bacteriaslácticas

aisladasdecarnede vacuno,envasadaa vacíoy almacenadaatemperaturasde refrigeración,

hay un fuertepredominiodeL. sa/ce,constituyendoL. sa/ce,L. curvatus y E. bavaricuscasi

el 80 % del total de bacteriaslácticasidentificadas.ConvienerecordarqueL. bavaricus se

diferenciadeL. sa/ce en quecarecede racemasa(Kandlery Weiss,1986a).Asimismo, Monte!

y col. (1989)considerana L saL--e como la bacterialáctica másabundanteen la carnede

vacuno.Korkealay Mákelá(1989),utilizando el esquemadeclasificaciónde Sehillingery

LOcke(1987b),hanestablecidoqueL sa/ce esla bacterialáctica mayoritariade los productos

cárnicosenvasadosa vacío.Hastingsy col. (1986)tambiénhanobservadoqueE. sa/ce es la

especiepredominanteen la carnepicadade vacunoirradiada(5 KGy), adjudicandoa esta

especie100 de las 113 cepasaisladas.

Globalmenteconsideradas,y de acuerdocon numerososestudiosanteriores,las

“estreptobacteriasatípicas”tambiénhanconstituidoel grupobacterianomásnumerosodel

bacon(Cavett, 1963),de una gran variedadde productoscárnicos(Reuter, 1975) y de las

carnesenvasadasa vacío(Mol y col., 1971;Reuter.1975; Kitchell y Shaw,1975; Hitchenery

col., 1982; Holzapfel y Gerber, 1986). Su presenciase ha consideradodeseable,ya que

contribuyenal aumentode la vidaútil de los productoscitados(Egan. 1983).Recientemente,y

comocontribucióna una mejorcomprensiónde la clasificaciónde las bacteriaslácticasde

origencárnico,Champomiery col. (1987)hancomprobadoque los 6 gruposde lactobacilos
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aisladosde productoscárnicospor Laban y col. (1978) y la mayoríade los integrantesdel

grupo 11 de Shawy Harding(1984).encajanperfectamenteen la descripcióntipo deU saL-e.

ActualmenteL. saL-e y L. curvanis seconsideranmicroorganismospsicrotrofos,

siendodeentrelas bacteriaslácticaslos quecrecena las temperaturasmásbajas(Reuter,1981;

Kandlery Weiss,19869. Estacaracterísticasereflejaen todaslas cepasanalizadas,ya que

todasellassedesarrollana4 oc (tablaIV. 2). Estosresultadoscoincidencon los obtenidospor

Schillingery LOcke(1987b)y Champomiery col. (1987),dadoqueel 99 % de las cepasdeL.

sa/ce estudiadaspor los primeros,y todaslas ensayadaspor los segundos,crecierona4 0C.

Porel contrario,sólo el 50 % de las cepasdeL. planrarwn sedesarrollan,y débilmente,aesta

temperatura(Reuter, 1981; Schillinger y LOcke, 1987b). Hasting y Holzapfel (1987)han

observadoque ninguna de la 100 cepasde L. sa/ce aisladasde carne radurizadase

desarrollabanni a4 oc ni a 8 0C. Quizásestaanomalíasedebaa alteracionesde la fisiología

celularde los lactobacilosprovocadaspor la irradación.

De nuestrascepasdeU sa/ce únicamentelas 148 y 177 sedesarrollana 45 0C. La

mayoríade los estudiosrealizadoshastala fecha,coincidenen señalarquela mayorpartede

las cepasdeL. sa/ce no se desarrollana 45 oc (Reuter.1975; Champomiery col., 1987;

Hastingy Holzapfel, 1987; Korkeala y Mákelá, 1989) o lo hacenmuy débilmente(Reuter,

1981).Sin embargo,Schillingery LOcke (1987b)hanobservadoqueel 87 % de las cepasde

L. sa/ce y el 77 % de las de L. cur”atus, crecenadichatemperatura.La mayoríade lascepas

deL.plantarun¡ sisedesarrollana 45 0C (Reuter,1981: Schillingery LOcke, 1 987b).

La temperaturaóptimade crecimientode las bacteriaslácticasconstituyeun parámetro

de gran importanciatecnológicaen la elecciónde cultivos iniciadorescárnicos.Así, mientras

1>. ac¡d¡lactic¡ sedesarrollabienatemperaturassuperioresa 40 0C, las temperaturasóptimasde

crecimientode It pentosaceus y L. planta¡-un¿ sesitúanentre30 y 35 0C. siendolas deL.
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sa/ce y L. Curvatus algo menores(Lockey Hechelmann,1987). Enun estudiocomparativode

las bacteriaslácticasnormalmenteincluidasen los cultivos iniciadorescárnicos(L. sa/ce,L

curvatus,L. planrarurn, P. acidflactici y 1’. penzosaceus), Schillingery Locke (1989)

comprobaronque L. saL-e era la especieque sedesarrollamásrápidamentey conmayores

recuentosen una mezclacárnicamantenidaa 20 0C; su mayor rapidezde desarrollofué

especialmentesignificativarespectode los lactobacilos“nativos” de un lote control a] queno se

lehabíaadicionadoningúncultivo iniciador.

V. 4.- Esoectroantimicrobianode los sobrenadanteslibresdecélulasde las cepasde

L. sa/ceseleccionadas,unavezneutralizadosy concentrados

El conocimientoexactodel espectroantimicrobianode las bacteriocinasproducidaspor

las bacteriaslácticasesmuy importante,ya que su empleopodríainhibir el desarrollode las

bacteriaslácticasque seutilizan como cultivos iniciadoresen la elaboraciónde productos

cárnicos.En estesentido.Hammesy col. (1990)observaronque cepasde E. curvatusy E.

sa/ce, productorasde sustanciasinhibidoras no inhibian únicamentea las bacterias

contaminantes,como S. aureus,sino que tambiénafectabana microorganismosque se

empleancorrientementecomocultivos iniciadorescomoE. plantarunzo Micrococcusvarians.

Por tanto, el conocimientode las propiedadesantimicrobianasde las bacteriaslácticas,

facilitará la selecciónde las cepasqueformenpartede un cultivo iniciador, de formaquese

minimicenlos riesgossanitariosprovenienteslos productoscárnicos.

Los sobrenadanteslibresde células,neutralizadosy concentrados,de 4 cepasde E.

saL-e (77, 90, 148 y 180), ejercieron una actividad antagonistadiversa en distintos

microorganismosindicadores(tabla IV. 1). El espectroantimicrobianode cadauna de las

cepasessignificativamentedistinto, lo queinducea suponerquelas sustanciasantimicrobianas

sondistintasentresí. Esteaspectoya habíasido observadopor Bhuniay col. (1988),quienes
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comprobaronquealgunascepasde pediococoseranmásactivasque otrasfrentea diversos

microorganismospatógenosy alterantesde los alimentos.

La actividadantimicrobianade lascepasde L. sa/ceestudiadasno se limita a especies

bacterianasfilogenéticamentepróximas,comopareceserla situaciónpredominantanteen las

sustanciasinhibidorasproducidasporel géneroLactobacillus (Anderssony col., 1988;

Schillingery Holzapfel, 1990;Tobay col., 1991),sinoque tambiénafectaamicroorganismos

Gram-positivos,patógenosy alterantesde los alimentosde gran interésen la industriacárnica

comolos pertenecientesa los génerosLisreria, Swphylococcusy Closrridiunz.Tambiénes

importantedestacarque lascepasensayadasno inhibenel desarrollode 5. carnosusni de M.

varians, microorganismoscuya presenciaen los alimentosno sólo es beneficiosasino

deseable,ya queson los responsablesde reaccionesquímicasqueinfluyen beneficiosamente

en lacalidadhigiénicay en lascaracterísticasorganolépticasde los alimentos.

Algunosinvestigadoreshanobservadola reducciónde los nitritos y el enrojecimiento

de los embutidossesuprimencuandoseutiliza comoiniciador un cultivo compuestode cepas

deL. sa/ceantagonistasdeM. varians (Hammesy col., 1990).La resistenciade 5. carnosusy

M. varians, microorganismosutilizadoscomo cultivos iniciadorescomerciales,frentea la

acción antimicrobianade las cepasde L. sa/ceque hemosaisladoen estetrabajoes muy

importante,ya que permitesu empleoen los cultivos iniciadoresal garantizarla calidad

higiénicade los alimentossin inhibir reaccionesbacterianasdeseables.

Por otro lado, la posibilidadde inhibir el desarrollode L. monocvtogenesesmuy

interesante,sobretodo si se tieneen cuentaque estemicroorganismocreceen un intervalode

temperaturasmuy amplio (1-45 0C) y en presenciade un lO % de NaCí (Seelingery iones.

1986); ademáspermaneceviable duranteel procesadoy almnacenamnientodealgunosalimentos

fermentados(Juntilla y col., 1989),proliferandoen sustratoscuyo pH es ligéramentemenor
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de 5,6 (Connery col., 1986); no obstante,esrelativamentesensiblea los mediosmásácidos

(Rodríguez,1991).

Los alimentospuedencontaminarsedurantesu elaboracióny manipulacióncon 5.

aureusque, posteriormente,puededesarrollarsey, si son cepasenterotoxigénicas,producir

toxinas(Smith y Palumbo,1981),que puedenoriginar brotesde intoxicacionesalimentarias.

La actividad antimicrobianade las cepasde L. sa/ce analizadasfrente a 5. aureus

enterotoxigénicopermitesuponerquesu empleo,junto aotros factoresde seguridad(Hammes

y.col.. 1990),podría aumentarmuchola calidadhigiénicade los alimentosy disminuir la

incidenciadeestastoxiinfeccionesalimentarias.

El crecimientoy producciónde toxinaspor C. boíulinurn se previenemediantela

adición a los alimentosde nitratos y nitritos; sin embargo,su incorporacióna los alimentos

estálimitado porsu posibleconversiónen nitrosaminas,compuestosqueson cancerígenos.

Smith y Palumnbo(1981)comprobaronquelas bacteriaslácticasprevienenel crecimientoy

producciónde toxinasde C. borulinun;, únicamentecuandoel sustratocontieneglucosay

nitritos. Recientemente(CFR, 1988),la “Food and Drues Administration” ha permitidola

utilizaciónde la nisinacomoantagonistade C. botulinumen algunosalimentos.Porello, la

capacidadde nuestrascepasde L. sa/ce de inhibir el desarrollode C. botulinunz,resulta

esperanzadoraen cuantoa su posibleutilizacióncomoinhibidor del desarrollode estepatógeno

en los alimentos.Asimismo,la utilizaciónde las cepasaisladasen estetrabajoo lassustancias

inhibidoraselaboradaspor ellas,permitiríandisminuir los nivelesde nitritos habitualmente

empleadosen algunosderivadoscarnmcos.

Se sabepoco sobreel efectode las bacteriaslácticasen C. pe,fringens.Barany

Stevenson(1975)demnostraronqueestemicroorganismnosupervivíaen los embutidoscrudos

maduradosde pavo,elaboradoscon P. cerevisiaecomno cultivo iniciador. Aunque no se
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conoce bien la persistenciao destrucciónde C. perfringens durante el procesado,

almacenamientoy distribuciónde muchosproductoscárnicos,esposiblehipotetizarquelas

sustanciasantimicrobianasproducidaspor lascepasaisladasen nuestrotrabajodificultaríanel

desarrollodeestepatógeno.

La sensibilidadde las listerias a sustanciasantagonistasde especiesdel género

Lactobacillusno essorprendente,yaqueestosdosgénerosestánestrechamenterelacionados

(Wilkinson y Jones,1977; Seelingery Jones,1986; Rhulandy Fiedíer, 1987).Además,se

hanpublicadonumerosostrabajosque confirmanla actividadantimicrobianade diversos

lactobacilossobreL. rnonocyrogenes(Harris y col., 1989; Schillingery Holzapfel, 1990;

Hardingy Shaw, 1990).Sin embargo,en los trabajospublicados,la actividadantagonistase

limita a otros lactobacilosy listerias.siendo muy rara su actividadfrentea otros patógenos

Gram-positivoscomo 5. aureus (Andersson.1986; Talarico y col., 1988).Hastaahora,no

tenemosconstanciade queexistancepasde L. sa/cecuyo espectroantimicrobianoseatan

ampliocornoel de lascepasquesehanaisladoen estetrabajo.

El espectroantimicrobianodeestascepasessimilar al mostradoporcepasdel género

Pediococcus.Sin embargo,la síntesisde sustanciasantimicrobianasporespeciesdeorigen

cárnicopertenecientesa estegénerose limita únicamentea P. ac¡dilactici H con actividad

antimicrobianafrentea microorganismosGram-positivoscomo C. perfringens,Listeria

nzonocyto genes y Staphylococcusaureusy dos especiesGram-negativas,Acromonas

hydrophila y Pseudornonas pulida (Bhuniay col.. ~988).

Por lo querespectaa los lactococosla nisinaproducidaporLactococcus lactis inhibeel

desarrollode L. monocvtogenes (Ehunia y col, 1988) y especiesdel géneroClostridiurn

dificultando,además,la germinaciónde las esporasde C. botulinum (Daeschel.1989). Sin

embargo,esinactivafrentea microorganismosGram-negativos.hongoso levaduras.
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El amplio espectrodeacciónde las cepasdeL. saL-eestudiadasen estetrabajoy, de la

cepa 148 en particular, permite concebiresperanzassobre el futuro empleode estos

microorganismoscomoagentesconservadoresde ciertascarnesy productoscárnicos,yaque

esprecisamentela especificidadmostradapor lasbacteriaslácticasla quehalimitadoel empleo

deestosmicroorganismoscomo cultivos iniciadoreso protectores(Hastingsy Stiles,1991).

No obstante,antesde estimularsu utilizaciónen la industriacárnica.senecesitaconocersilos

resultadosde inhibición obtenidos“in vitro” son reproduciblesen un sistemacárnico

experimental.

y. 5.- Efecto de la composicióndel medio de cultivo en la producciónde

actividadinhibidora

Unavezseleccionadoel microorganismocon mayoractividadantimícrobianay con

unascaracterísticasde crecimientomás favorables,se necesitaestablecerlas condiciones

óptimasde producciónde su actividadparaacometersu purificacióncon las mejoresgarantias

de éxito. Paraello se seleccionóla cepaL. sa/ce 148, cuyo intervalo de temperaturasde

crecimientoes muy amplio (4-45 oc) y cuyo sobrenadantecultural presentauna actividad

antimicrobianacomparable,sino superior,al de las otrascepasde L. sa/ce aisladas.

Taggy col. (1976)ya señalaronqueciertoscomponentesdel mediode cultivo podrían

sercríticos en la producciónde ciertasbacteriocinas.Sin embargo.existenpocostrabajos

sobreel efectode los distintosnutrientesen la producciónde compuestosantagonistasporlas

bacteriaslácticas(Reddyy Ranganathan.1983; Batishy col.. 1990; Biswas y col., 1991);en

la mayor partede los casosno se ha llegado, a resultadosconcluyentes.Algunas cepas

productorasde sustanciasantimicrobianaspierdenestacapacidadcuandocrecenen medios

líquidosy la recuperancuandolo hacenen mediossólidoso semisólidos,tal esel casode la

lactacinaB (Barefooty Klaenhammer.1983)y de la propionicinaPLG-l (Lyon y Glatz,
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1991). Contrariamentea los resultadosobtenidospor éstos investigadores,L. sa/ce 148

mostrabaactividadinhibidoratantoen mediossólidoscomo líquidos.

De los resultadosobtenidosen estetrabajo(tablaIV. 5).debedestacarsela ausenciade

actividadantagonistacuandoL. sa/ce 148 sedesarrollabaen mediosde cultivo semidefinidos

suplementadoscon hidrolizadosde proteinaslácteas(caseinas).No sucedeasí cuandoel

suplementoes un hidrolizadode proteinascárnicas(peptonao extractodecarne),a pesarde

quela actividadantagonistaesfácilmentemensurabley cuantificable.La producciónóptima

acaeceen el mediocomplejoMRS. Estaúltimo observaciónconcuerdacon la de McGroartyy

Reid (1988) acercade la producciónde bacteriocinaspor L. casei sp. rharnnosus y L.

acidophilus76. Los resultadosobtenidosrefuerzanla teoríade Schillinger y LOcke (1989)

segúnla cuallas bacteriaslácticasaisladasde productoscárnicos,seríanmásadecuadaspara

asegurarla calidadhigiénicade la carney productoscárnicosquelas procedentesde otros

productos.

Tampocose detectóla actividadantimicrobianaen L. sa/ce 148 cuandoéstese

desarrollabaen caldode APT sin suplementar.Sin embargo,cepasCarnobacteríun; piscícola

(Ahn y Stiles,1990a)y Leuconosíocgelidunz (Hastingsy Stiles,1991),aisladasde productos

cárnicosenvasadosal vacío,sintetizanbacteriocinasencaldode APT. Lo mismoocurrióen el

medio BRI, que es un caldo de cultivo compejo de cuya composición forman parte

hidrolizadosde cerebroy corazónbovino. En estecasoresultamuydificil explicarla ausencia

de actividad antagonista,tanto en el medio sin modificar como en el suplementadocon

diversosextractoscárnicos,dadala extraordinariariquezanutritivadeestemedio.

Las diferenciasobservadasen la producciónde actividadantimicrobianadependiendo

de la fuenteproteica,se justificarian por la variación en algún componenteespecífico

(posiblementeaminoacídico)o por la existenciade mecanismosreguladoresde origen
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genético.estimnuladoso reprimidospor componentesdel extractoproteico. Esto último

explicaríala falta de actividadinhibidora de L. saL-e 148 al creceren el caldoBHI, tanto

suplementadocomo sin suplemento.Morishita y col. (1974), demostraronque algunos

mutantesdeL. cosedsintetizabandetenninadosaminoácidosen medioscarentesde los mismos;

dichacapacidadla perdíancuandocrecíanen medioscomplejos.De los resultadosobtenidosse

deduceque seríaconvenienteestudiarmás profundamenteestos posibles mecanismos

reguladores,con el fin de predecirla posibleinhibición o represiónde la actividadantagonista

de L. sa/ce 148, cuandoéstesedesarrolleenla carneo en susproductos.

V. 6.- Parámetroscinéticos y producción de la actividad inhibidora de

L. sa/ce148 a diversastemperaturas

L. sa/ce148 sedesarrollóa 4, 8. 16, 25 y 32 0C, tantoen mediocomplejoMRS como

en mediomínimo MM con triptosa(tabla IV. 6), obteniéndoseunosparámetrosde crecimiento

similaresa los encontradospor otros investigadorescon cepasdeL. sa/ce y otrasbacterias

lácticasde origencárnico (Rodríguez.1991).

SegúnDaeschely col. (1990)la produccióndebacteriocinasporlas bacteriaslácticas

puedeiniciarseen cua[quier etapadel crecimiento,tantoen su comienzo(faselogarítmica)

como al final (faseestacionaria).La actividadantagonistade L. sa/ce 148 es detectabley

cuantificableal pocotiempode iniciarsesu crecimientoen todaslas temperaturasensayadas

(fig. 4. 30 a 4. 34). Estos resultadoscoincidencon los de la mayorpartede los trabajos

publicados(Gálvezy col., 1986; Ahn y Stiles,1990b; Hastingsy Stiles. 1991)en los que la

produciónde sustanciasinhibidoraspareceseruna propiedadasociadaal crecimiento.

Corno ya señalaronAhn y Stiles (199Gb).la producciónde bacrnriocinasen la fase

mnicial del crecimnientobacterianopodríafavorecerel predominiode la cepaproductoraen una
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poblaciónbacterianamixta con bacteriassensibles.Asimismo, la detecciónde la actividad

antagonistaal comienzodel crecimientoindicaqueno correspondea un metabolitosecundario.

La disminuciónde la actividaddurantela faseestacionaria(fmg. 4. 34), podríadebersea la

acciónde enzimasproteoliticosendoo exocelulares,a que la sustanciaresponsablede la

actividadseconvierteenotrosmetabolitoso a su inestabilidadanteel aumentode la acidezdel

mediode crecimiento.

El incrementode la actividadantibacterianaal hacerlola temperaturasedebe,al

parecer,al mayordesarrollocelular, yaquela actividadaumentaa medidaquela temperatura

seaproximaa la óptimade crecimientodeL.sa/ce148. Hastingy Stiles (1991)comprobaron

quela producciónde bacteriocinasporLeuconosíocgelidun; es directamenteproporcionala la

masacelulardel cultivo microbiano.Es de destacarque L. sa/ce 148 producíaactividad

antimicrobianaatodaslas temperaturasensayadas.

La producciónde la actividadantagonistaa temperaturasde refrigeración,contribuida

a dificultar el desarrollode los microorganismosalterantesy patógenosen los alimentos

refrigerados.

V. 7.- Caracterizaciónbiocuimicanarcialde la actividadantimicrobianadeL,sa/ce148

Una vezestablecidaslas condicionesóptimasde crecimientoy de producciónde la

actividadantimicrobianadeL. sa/ce148,el siguientepasoconsistióen intentarsu purificación,

conel fin de separarla entidadactivade otrosproductoso restoscelularesy de las proteínas

del mediode cultivo. Hay que reconocerqueel medio complejoMRS no esel másindicado

para iniciar la purificación de la actividad antagonistade L. sa/ce 148, ya que los

sobrenadantesprocedentesde estemedio contienenuna concentraciónelevadade proteínasy

péptidos(Barefooty Klaenhamnmer,1984),lo queno sucedecon el medio mínimnocontriptosa
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que,siendoun mediosemidefmnidosencillo,permitela síntesisdela actividadantimicrobiana

deL.saL--e 148 (tabla IV. 6).

Debidoa la heterogeneidadde las bacteriocinas,susprotocolosdepurificaciónsehan

diseñadoempíricamenteparacadaunade ellas.

Barefoot y Klaenhammer(1984), tras emplearsin éxito la cromatografíade

intercambioiónico,purificaron la lactacinaE creandocondicionesdisociantes(urea8M) antes

de someterlaa ultracentrifugacióny acromatografíade filtración en geles.Los resultados

obtenidosindicaronqueel pesomolecularde la bacteriocinaparcialmentepurificadaerade

6.500 daltons. Sin embargo,cuandola lactacinaB parcialmentepurificada sesometió a

electroforesisen poliacrilamidacon dodecil sulfato sódico(SDS-PAGE)no se apreciaron

bandasen los geles,a pesarde teñirlos con reactivosde plata,quees un procederde gran

sensibilidadparala detecciónde las bandasde proteinasen los geles.Dos añosmástarde,

Joergery Klaenhammer(1986) tambiénpurificaron la helveticina.1 porcromatografíade

filtración en gelesquellevabandodecilsulfatosódico(SOS)comoagentedisociante.El peso

molecularde la bacteriocinapurificadafuéde unos37.000daltons.

De otraparte,Rammelsbergy Radíer(1990)hanencontradodificultadesal intentar

purificar la brevicina 37 y la caseicina80, utilizando los procedimientosde purificación

proteicatradicionalmenteempleados.Dichosinvestigadoreshanobservado,asimismo.quela

concentraciónde los sobrenadantespor liofilización origina una pérdidaimportantede la

actividadantimicrobiana.

En contrastecon la utilizaciónde las técnicascromatográficasde filtración en geles,

empleadasen la purificaciónde bacteriocinasproducidaspor lactobacilos,la purificaciónde la

pediocinaPA-l (Gonzalezy Kunka, 1987) y de la pediocinaAcH (Bhunia y col.. 1988),
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producidaspor pediococos,seha realizadopor cromatografíade intercambioiónico. El peso

molecularde la pediocinaPA-I parcialmentepurificada(16.500daltons)sedeterminópor

cromatografíade filtración en geles,mientrasque el de la pediocinaAcl-i (2.700daltons)se

estimó porSDS-PAGE.

En nuestrotrabajo,la purificaciónde la actividadantimicrobianaexocelulardeL.sa/ce

148, serealizóconcentrandolos sobrenadantespor liofilización y separandolasproteínaspor

cromatografíade filtraciónen geles.Utilizamosla urea(a unaconcentración1 M) comoagente

disociantede los posiblesagregadosproteicos,formadospor la sustanciaantimicrobiana

consigo misma o con otros componentesdel medio del cultivo (figuras 4. 35 a 4. 37). El

procesodepurificaciónsetradujoen un aumentopoco apreciablede la actividadinhibidora

específica(7 veces)y en unabajarecuperaciónde la actividadinhibidoraoriginal (8 %) (tabla

IV. 7). Los resultadosobtenidosconfirmanque, segúnse ha observadoen otrasocasiones,las

bacteriocinasson,a veces,bastanteresistentesa su purificaciónpor las técnicasstandarde

separaciónde proteinas(Ranimelsbergy Radíer,1990).La concentraciónde las muestraspor

liofilización antes de someterlasa cromatografíade filtración, posiblementeafecta

negativamentea la actividadantimicrobiana.

La pérdidade actividad,que a menudoes grande,producidadurantela purificación

constituyeun problemnacorrienteen las bacteriocinasoriginadasporlas bacteriaslácticas(Tagg

y col., 1976).

Barefooty Klaenharnrner(1984) y Joergery Klaenhammer(1986), únicamente

lograronrecuperarel 0,4 % de la actividadinhibidorainicial de la lactacinaE y el 4 % de la

helveticinaJ. Sin emnbargo,mientrasla purificaciónfinal de la lactacinaB fué de 3.222vecesy

1-a de la helveticina3 de 837 veces,la purificación final de la sustanciaantimicrobianadeL.

sa/ce 148esmuchomenor.De ello sededucequeel métodode purificaciónempleadoespoco
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eficaz,por lo queconvienedesarrollarotrosmáspotentes.

La sustanciaantimicrobianade L. sa/ce 148 pareceque se sintetizaen forma de

polipétido de pequeñotamañomolecularcomo lo demuestraque, en los experimentosde

filtración en gelesde SephadexG-150 fino, G-75 y G-50 (figuras 4. 35 a 4. 37), seeluye

lejos del volumen de vacio, volumen en el que seencuentranlas moléculasde un tamaño

molecularmayorqueel diámetrode porodel gel. En esteaspecto,la sustanciaantimicrobiana

deL. sa/ce 148 difiere de la lactocina25 (Upreti y Hinsdill, 1973), lactacinaB (Barefooty

Klaenhammer,1984),helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1986),lactacinaF (Murianay

Klaenhammer,1991),propionicinaPLG-1(Lyon y Glatz, 1991)y la bacteriocinadeL. sa/ce

449 (Rodríguez,1991),que seaislaronprimero,biencomo agregadosproteico-polisacáridos

complejos(partículasglobularesparecidasa las micelas)o bien comograndesagregados

protéicos,quesesepararonmástardeutilizandodiversastécnicasanalíticas.

Una vez realizadala purificaciónparcial de la actividadantimicrobianaconviene

realizarsu caracterizaciónfísico-química.Uno de los criteriosbásicosparaqueuna sustancia

antimicrobianase considereuna bacteriocinaes que sea un componenteproteico

biológicamenteactivo (‘Tagg y col.. 1976),lo que sedeterminapor susensibilidada diversos

enzimasproteoliticos.En la tablaIV. 8 se mrmuestrael efectode diversosenzimasproteolíticos,

lipolíticos y amilolíticos,en la actividadantimicrobianaexocelularparcialmentepurificadade

L. saL--e 148. En ella seobservaque los enzimasinespecíficos,corno la papaína,proteasaII y

proteasaXIV, anulanla actividadinhibidora,mientrasqueotrosenzimasmásespecíficosla

disminuyenmucho;deahísededucequela sustanciaantimicrobianadeL.sa/ce148 poseeuna

estructuraproteicabiológicamenteactiva.

Además,su resistenciaa la acciónde los enzimaslipoliticos y amiloliticos indica que

en su composiciónno entrana formarparteelementoslipídicos ni hidrocarbonadosy, silo

235



DISCUSION

hacen,no influyen en su actividadantimicrobiana.

La sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadeL. sa/ce 148 esmuy estableen

un amplio intervalode valoresde pH (fig. 4. 38),mostrandosu mayoractividadavaloresde

pH comprendidosentre5,6 y 6,6; cuandoel pH se situabaentrevaloresextremos(2,6-4,6;

10-12) la actividaddisminuíaligeramente(sin superarnuncael 20%).

Gonzalezy Kunka (1987),comprobaronque la pediocinaPA-1 producidapor 1’.

acidilacticí eraestableentrevaloresde pH de 4 y 7, si bien mostrabanligeraspérdidasde

actividada pH de 2.3 y 10. Bhunia y col. (1988)establecieronel intervalode pH al que la

pediocinaAcH era activa entrepH 2,5 y 10 y observaronuna pérdidatotal de la actividad

cuandoel pH eramayorde 10.

La nisina,producidapor L. lactis es inactivacuandoel pH essuperiora 7 (Hurst,

1981;Liu y Hansen,1990).La propionicinaPLG-1 permaneceestablea valoresde pH entre3

y 9, con ligeraspérdidasde actividada pH de 3-4 (Lyon y Glatz, 1991).

La gran estabilidadfrenteal pH mostradapor la bacteriocinade L sa/ce148 esmuy

imnportantedecaraasuposibleutilización comoagenteantimicrobiano,tantoen los alimentos

fermentadoscomoenotrosproductosalimenticios.

La resistenciaal tratamientotérmico esunacaracterísticamuy extendidaentre las

bacteriocinas,no obstante,el criterio seguidoparadeterminarla estabilidadde estassustancias

varíabastante,ya queestapropiedaddependedel gradode purificaciónde las bacteriocinasy

de otros factorescomo pH, fuerzaiónica y presenciade moléculastermoprotectoras(Taggy

col., 1976). La existenciade bacteriocinastermosensiblesesmenoscorriente,aunqueentre

éstasse encuentranla helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1986), la caseicina80
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(Rammelsbergy Radíer,1990),la bacteriocinasintetizadaporL. delbruec/cii sp lactis (Tobay

col., 1991) y la propionicinaPLG-í (Lyon y Glatz, 1991).La bacteriocinaproducidaporL.

sa/ce 148 esmuy termoestable(fig. 4. 39), pareciéndoseen esto a las bacteriocinasde L.

acidophilus,(Barefooty Klaenhammer,1983; Murianay Klaenhammer,1987),L. helvericus

(Upreti y Hinsdill, 1973; Joergery Klaenhammer,1986),L. plantarurn (West y Warmer,

1988; Daeschely col., 1990),L. sa/ce (Schillingery LOcke, 1989; M0rvedt y Ness,1990)y

L. brevis (Rammnelsbergy Raedler,1990).

La gran termoestabilidadde la bacteriocinade L. saL-e 148 le confiereventajasen

cuantoa su posibleutilización en alimentoshigienizadospor el calor, ya que permanece

biológicamenteactivatras los tratamientosde pasterizacióny esterilizacióna los que se

somentenéstosproductos.

La determinacióndel pesomolecularaparentede la bacteriocinade L. sa/ce 148

mediantefiltración en gelesde SephadexG-50,dió un pesomolecularde 4640daltons(tabla

IV. 9). La elucióndeestabacteriocinaen un solo picode bajopesomolecularno escorriente,

dadala bajaconcentracióndelagentedisocianteempleado(urea1M enel tampóndedisolución

y urea 0,1M en el de elución). Lo corrienteesque las bacteriocinasproducidaspor las

bacteriaslácticasformenagregadosde alto pesomolecular(Murianay Klaenhammer,1991;

Rodríguez,1991).

El pesomolecularde las bacteriocinasde las bacteriaslácticases muy variable,con

moléculasgrandes,comola helveticinaJ cuyo pesomolecularesde 37.000daltons(Joergery

Klaenhammer,1986), la caseicina80 de un pesomolecularentre40.000y 42.000daltons

(Rammnelsbergy Raedíer,1990) y la bacteriocinade L. saL-e 449 de unos 30.000daltons

(Rodríguez,1991). No obstante,tal y como ocurre con la bacteriocinade L. sa/ce 148, la

mayorpartepresentanun pesomolecularrelativamentepequeño,menorde 10.000daltons.En
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estegrupo se incluyen: nisina (Hurst. 1981),diplococina(Davey y Richardson,1981),

lactacinaB (Barefooty Klaenhammer,1984).pediocinaAcH (Bhuniay col., ¡988). ¡actacina

F (Muriana y Klaenhammer,1991), lactocina5 (M0rtvedty col., 1991)y carnocinaU149

(Stoffels y col., 1992). Cuandolas bacteriocinasforman agregadosmoleculareses difícil

determinarsupesomolecularmediantetécnicasde filtración en geles,por lo queserecurrea

la electroforesisen gelesde poliacrilamidacon dodecilsulfatosódico(SDS),cono sin urea.

Sin embargo,la utilizaciónde la electroforesisen gelesde poliacrilamidacon SDS,con

o sin urea,paradeterminarel pesomolecularde JabacteriocinadeL.sa/ce148 dió resultados

negativoscuandola tinción serealizócon Azul Brillante de Coomasie(Laemmli, 1970).Esto

no es extraño,ya que Muriana y Klaenhammer(1991) obtuvieronel mismo resultadoal

determinarel pesomolecularde la lactacinaF con estecolorante.Porotra parte,Davey y

Richardson(1981) y Stoffels y col. (1992),observaronla existenciade una bandadifusa

asociadaal frenteelectroforéticoal determinarel pesomolecularde la diplococinay la

carnocinaU149 respectivamente.CuandoBarefooty Klaenhammer(1984)utilizaron nitratode

platacomoagentetintorial paradeterminarel pesode la lactocinaB obtuvieron,igual que

nosotros(fig. 4. 40),unabandade tincióndifusaasociadaal frenteelectroforético.

La dificultad de determinarel peso molecularde las bacteriocinaspor técnicas

electroforéticasseatribuyea quelas condicionescreadasdurantela electiroforesisoriginanla

hidrólisis espontáneade las moléculasproteicas(Muriana y Klaenhammer,1991); de otra

parte,la cantidadde proteínadepositadaen los geleseslo suficientementegrandeparapoder

detectarsecon el nitrato de plata, cuyo límite de detecciónesmenorde 1 nanogramode

proteína(Merril y col., 1981).Además,la falta de bandasproteicasen los gelesindica que la

muestraseencuentralibrede otrasproteinascontaminantes,lo quefacilita la determinaciónde

la composiciónaminoacídicade las bacteriocinasparcialmentepurificadas.
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Al compararla composiciónaminoacídicade la bacteriocinade Ib. sa/ce148,obtenida

porcromatografíalíquida de alta resolución(HPLC) con la de otras bacteriocinasdepeso

mnolecularsemejante,seobtiene la tabla V.1. De estatabla sedesprendeque, al igual quela

lactocina5 de Ib. sa/ceL45 (M0rtvedty col., 1991),la bacteriocinade Ib. sa/ce148 tieneen su

composiciónun 50% de aminoácidosapolares,presentandoambas,además, una cierta

similituden su composicióncualitativaperono cuantitativa,deaminoácidos.De la observación

de la tablatambiénse desprendequela bacteriocinade L. sa/ce 148 difiere de otrascomola

nisina. subtilina y diplococina (Davey y Richardson, 1981), lactacinaE (Muriana y

Klaenhammer,1991)olacarnocinaU149 (Stoffelsy col., 1992)

La mejor conocidade las bacteriocinasproducidaspor las bacteriaslácticases la

nisina, de la que no sólo se conocesu composiciónde aminóacidossino, además,la

disposiciónde los mismos en la cadenapeptídica.Una característicafundamentalque

diferenciaa la nisina,subtilina,epidermina(Ailgaier y col., 1986),galliderinina(Kellner y

col., 1988), PepS(Kellner y col., 1989),¡actocina5 (M0rtvedt y col., 1991) y carnocina

U149 (Stoffelsy col., 1992)de otrasbacteriocinascomola diplococinay la lactacinaE esla

presencia,en las tresprimeras,de aminoácidosmodificadospostransíacionalmentecomo la

dehidroalanina,dehidrobutimna,lantioninay beta-metillantionina.Esto determinaquesehaya

propuestoel nombrede “lantibioticos” paraaquellasbacteriocinasque,como la nisina,posean

talesaminoácidos(Murianay Klaenhammer,1991).

Enel cromatogramaobtenidoal análizarpor HPLCel hidrolizadode la bacteriocinade

Ib. sa/ce 148 (resultadosno mostrados),también se observala presenciade un pico

cromatográficoqueno secorrespondecon ningunode los patronesempleados.
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DiSCUSION

En nuestro caso fué imposible determinarcon exactitud la identidad de este

aminoácido,sin embargo,suelución en la columnacromatográfica,en una posiciónmuy

próximaala glicina,coincidecon los resultadosobtenidosal analizar,por el mismo sistemade

HPLC, la lactocina5 (M0rtvedt y col.. 1991) y la carnocinaU149 (Stoffels y col., 1992).

Estosautoresdemostraronquela lantioninaeluyeprecisamenteenestaposición,por lo que no

esdescabelladoplantearla hipótesisde queel aminoácidono identificadode la bacteriocinade

L. sa/ce148 fuerala lantionina, lo quela convetiría,pordefinición,en un lantibiótico.

Si bien convieneconocerlos aminoácidosque conformanla sustanciainhibidora,

tambiéntieneun gran interéssaberla localizacióno secuenciade dichosaminoácidosen la

estructuraproteica. El conocimientode la secuenciafacilitaría la elucidaciónde los

determinantesantigénicosdeestabacteriocina,asícomo sudonación,mediantetécnicasde

amplificaciónpor reacciónen cadenade la polimerasa(PCR)en vectoresgenéticosde interés.

Tantola secuenciacióncomo el estudiode los determinantes,forman partedel esquemade

trabajofuturo a desarrollarcomocontinuacióndel actualmenteen curso.La caracterización

completade la bacteriocinade L. sa/ce 148 y el estudiogenéticode los mecanismos

responsablesde su síntesis,permitiránconocerla relaciónexistenteentresu estructuray su

mecanismode acción,susrelacionesestructuralescon las bacteriocinasproducidasporotras

bacteriaslácticasy, porúltimo, la biologíamoleculardela producciónde bacteriocinasen el

géneroLactobacillus.

V. 8. - Mecanismode accióndela bactem-iocinaproducidaporIb. sa/ce148

La sustanciainhibidora elaboradapor Ib. sa/ce 148 se aparta ligeramnentede la

definiciónqueTaggy col. (1976)dieronde las bacteriocinas,al considera¡-lascomo proteinas

o complejos proteicoscon acción bactericidaen especiesbacterianasfilogenéticamente

relacionadascon la cepaproductora;estono secumpleen la bacteriocinade Ib. sa/ce 148 que,
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como hemosvisto, poseeacción bacteriostáticaen lodos los microorganismosindicadores

estudiados(TablaIV. 11).

La primeracaracterística,su naturalezaproteica,secumpleen todaslas bacteriocinas

de lasbacteriaslácticasdescritashastala fecha.La segunda,su limitado espectrode acción,ya

fué cuestionadoporKlaenhammer(1988),quién propusola división de las bacteriocinasde las

bacteriaslácticasen dostipos:el primeroconstituidopor sustanciascon un espectrode acción

limitado aotrasbacteriaslácticasrelacionadascon la cepaproductora;a estegrupo,queesmuy

numeroso,pertenecenentre otras, la lactacinaE (Barefoot y Klaenhammer,1983) y F

(Muriana y Klaenhammer,1991), la lactocina27 (Upreti y Hinsdill, 1975),la helveticinaJ

(Joergery Klaenhammer,1985), la sakacinaA (Sehillingery LOcke, 1989), y la lactocina5

(M0rtved y Ness,1990).El segundogrupoestaríaformadopor sustanciascon un espectrode

acción más amplio en el que. ademásde las bacterias lácticas, se incluirían otros

microorganismosGram-positivoscomo 5. aureus,L. monocytogenes,C. botulinunzy C.

pe,f¡-ingens.Pertenecena estegrupo la nisina, la pediocinaAcH y la sustanciaantimicrobiana

objetode estetrabajo,producidaporIb. sa/ce148.

En la terceracaracterísticacitadapor Taggy col. (1976),el mecanismode acción

bactericida,es donde mayor es la discrepanciacon los resultadosde este trabajo.

Efectivamente,tai y como seapreciaen los recuentosmicrobianosrealizadosdespuésde tratar

varios cultivos de diversosmicroorganismossensiblescon un sobrenadanteneutralizadoy

concentradodeL. sa/ce 148 (tabla IV. 11). el mecanismode acciónde estabacteriocinaes

bacteriostático.

La acciónbactericidadescritaparalas bacteriocinasseproduceen dosetapas(Taggy

col.. 1976). En la primera, la bacteriocinase une a receptoresespecíficossituadosen la

superficiede los microorganismossensibles.Esta unión altera la permneabilidadde su
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membrana;en la segundaetapade su mecanismode acción seprovocala rupturade la

membranay la muertecelular. Estaacciónbifásicaseha comprobadomedianteexamen

microscópico,al apreciarsecambiosmorfológicosy posteriorlisis celularen las bacterias

sensiblesala nisina (l-Iurst, 1981),plantaricinaSIK-83 (Anderssony coL,1988)y lactacinaF

(Muriana y Klaenhammer,1991).

La acción de la nisina se atribuyea su elevadahidrofobicidad,lo que le permite

interaccionarcon la membranabacterianay originar porosen la mismaaumentandosu

permeabilidady provocandola muertecelularporestallido(Hurst, 1981).Estaacción,similar

al efectosurfactantede ciertasmoléculashidrofóbicas,estambién la causantede la acción

bactericidade la lactacinaE (Murianay Klaenhammer,1991).

En ocasionessepuedeapreciarun efecto bactericidasin que seproduzcala lisis

celular, lo que ocurreen el casode la pediocinaAcH, cuyo mecanismode acciónha sido

estudiadoen profundidadpor Bhuniay col. (1991). Estasustanciaejercesuactividadenvarias

etapas:(1) inicialmentese une a receptoresinespecificosde la paredcelular,posiblemente

ácido lipoteicoico; (2) cuandose saturanestosreceptoresseune a receptoresespecíficos,

originandoalteracionesfuncionalesen la membranaque (3), provocanla pérdidade iones

potasioy la entradaen la célula demoléculasdepequeñotamaño;además,la bacteriapierdesu

capacidadde multiplicarse.(4) Solo en algunascepasespecialmentesensiblesla paredcelular

pierdesuintegridadestructuraly el microorganismoselisa. (5) La resistenciamostradapor

otras bacteriasGram-positivasse deberíaa ¡a falta o inaccesibilidadde los receptores

específicosy (6) la resistenciade lasbacteriasGram-negativasestaríamotivadapor la carencia

tanto de receptoresespecíficos,como inespecíficos.La lactacina B, que tiene acción

bactericida,tampocooriginaalteracionesen la permeabilidadde la membranani lisis celular

(Earefooty Klaenhammer.1984).
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Las lactostrepcinas(Dobrzanskiy col., 1982), lactacinaE (Barefooty Klaenhammer,

1983>,helveticinaJ (JoergeryKlaenhammer,1985),sakacinaA (SchiljingeryLOcke, 1989),

bacteriocinadeLeuconostocgelicluni (Hardingy Shaw, 1990),plantaricinaA (Daeschely

col., 1991)y carnocinaU149 (Stoffelsy col., 1992),junto con las citadasnisina, lactacinaF,

plantaricinaSIK-83 y pediocinaAcH son algunasde las bacteriocinasque, como la mayor

partede las producidaspor las bacteriaslácticas,poseenun mecanismode acciónbactericida

independientementedel mecanismointimoqueconduceala muertebacteriana.

E] efectobacteriostáticodela bacteriocinade Ib. sa/ce148 contrastacon el bactericida

de la sakacinaA, producidapor otracepade Ib. saL--e (Sehillinger y LOcke, 1989). Este

resultadorefuerzala hipótesis,apuntadaal analizarel espectrode acción, de que las

bacteriocinasproducidaspordistintascepasde unamismaespecieno sonidénticasentresí.

Sin embargoestaacciónbacteriostáticano esúnicadentrode las bacteriaslácticas,ya

queestecarácterse ha descritoen la lactocina27 deIb. acidophilus(Upreti y Hinsdill, 1975),

aunqueen algunoscasosse ha observadoun efecto bactericidasobre cepasde Ib.

ínonocytogenes(Raccachy col., 1989); el efecto bacteriostáticotambiénse ha descritoen

lactobacilosde origen cárnico identificadoscomo Ib. sa/ce(Ahn y Stiles, 1990a) y en

Leuconostocgelidurn (Hastingsy Stiles,1991).

Inclusoel efectobactericidaatribuidoa la pediocinaAcH podríano sertan evidentea

tenor de la observaciónde los resultadosde Ehunia y col. (1988). Según dichos

mnvestigadores,la adición de pediocinaAcH a un cultivo de Ib. plantarurn WSO-30 en

crecimiento(con una población inicial de 3 x io7 ufc/ml) originó una disminución de,

únicamnente,0.8 unidadeslogarítmicasen el recuentode microorganismosviablesefectuado

una hora despuésde dichaadición. En los recuentosrealizadosa las 3. 5, 7 y 11 horas

posteriores,seobservauna recuperación,mientrasposteriormentesemantienenlos valores
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obtenidosal inicio del experimento(3 x io~ ufc/ml). Mientrastanto,el cultivo controlcontinúa

su crecimientonormalhastaalcanzarvaloresde 2 x ío~ ufc/ml. Hasting y Stiles (1991)

obtuvieronresultadossimilaresa los anteriormenteseñaladosy. a pesarde todo,adjudicaron

un mecanismode acciónbacteriostáticoa la bacteriocinaproducidaporLeuconostocgelidunz

UALl87.

Los resultadosde Bhuniay col. (1988)contrastancon los claramentebactericidasde

Schillingery LOcke(1989)quienes,empleandoun procedimientoidénticoal nuestroy. muy

similar al de Bhunia y col. (1988), comprobaronque los recuentosdel microorganismo

indicador(cuyapoblacióninicial eradeSx i05 ufc/ml), disminuía3,5 unidadeslogarítmicas

doshorasdespuésde añadirel sobrenadantelibrede células,neutralizadoy concentradode Ib

sa/ce Lb706;en recuentosposterioresfué imposibledetectarlo.Porotraparte,Ehuniay col.

(1991)señalan,quela bacteriaindicadoraesincapazde multiplicarse; la rupturade la pared

celular y la muerte bacterianasería un destino reservadoúnicamente a cepasde

microorganismosespecialmentesensibles.

Realmente,es difícil aceptarque ninguna de las cepasque emplemoscomo

microorganismosindicadoresfuerasensibley quela bacteriocinade Ib. sa/ce 148 ejercierauna

acción bactericidaen otrascepassensibles;por ello y, a diferenciade Bhunia y col. (1988),

consideramosque la sustanciainhibidora ejerceuna acciónbacteriostáticaya quedetieneel

crecimientode los microorganismossensibles,disminuyendosu vitalidad y no su viabilidad,

algoqueno ocurreen lasexperienciasde Schillingery LOcke con L. sa/ceLB706.

La únicabacteriocinade las bacteriaslácticasde la que se conocecon exactitudla

formnaen queejercesu acciónbacteriostáticaes La lactocina27, que detienela síntesisproteica

sin afectarladel ADN o ARN, y sin modificar los nivelesde APT (Upreti y Hinsdill, 1975).

Estemecanismode acción,diferentedel atribuidoa otrasbacteriocinas.esunode los motivos
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quehacequecadavezseempleemásel términode “sustanciassimilaresa bacteriocinas”para

referirsea las sustanciasantimicrobianasque,comola lactocina27 o la producidaporIb. sa/ce-

148, difieren en alguna de las propiedadesatribuidas a las bacteriocinasclásicas

(Klaenhammer,1988).En la tabla y. í seseñalanalgunaspropiedadesde las bacteriocinas

mejor conocidas,lo que permite compararlas coincidenciasy diferenciasde nuestra

bacteriocinaparcialmentecaracterizaday las de aquellascaracterizadaspor otros

investigadores.

Nuestrosresultados,junto a otrosqueponendemanifiestoel efectobacteriostáticode

algunasbacteriaslácticas(Upreti y Hinsdill, 1975; Raccachy col., 1989; Ahn y Stiles,1990a;

Hastings y Stiles, 1991), explicarían porqué persistepero no se desarrollaIbisteria

monocytogenesen carnefrescade bovinos y en la carney productoscárnicosde poílo en

presenciade unaflora lácticacompetitivaBuchanany col., (1989),Johnsony coL, (1988);

también explicaría el que Shelef (1989) haya observadoque Ib. monocytogenesno se

desarrouadurantela maduraciónde embutidoselaboradosconcarnede bovinos.

La concentracióninhibidoramínimadela sustanciaantagonistaparcialmentepurificada

de Ib. sa/ce148 en los diversosmicroorganismosensayados(tablaIV. 12), oscilaentre1 y 18

i~gml, siendo las cepasde S. aureus FR1349 y FR1361 las másresistentesa su acción

inhibidora. Los resultadosobtenidossugieren,unavezmás, la posibleutilidad de las bacterias

lácticasy de sus bacteriocinascomo factoresde seguridadde la carney de los productos

cárnicos.
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V. 9.- Propiedadesantigénicasdelasbacteriocinade Ib. sa/ce148

El conococimientode laspropiedadesinmunológicasde las bacteriocinasesinteresante

porvariosmotivos.Primero,paradeterminarsu seguridadparael consumidor,estoes,queno

le provoquereaccionesalérgicaso indeseables.De otra parte,la obtenciónde anticuerpos

frentea las bacteriocinaspermitiríasu deteccióny cuantificaciónen las carnesy productos

cárnicos.Asimismo,los anticuerposespecíficosfacilitaríanla purificación ahomogeneidadde

la sustanciaantimicrobianapor técnicasde cromatografíade afinidad, lo quepermitiría su

purificaciónen un solo paso,evitandola utilizaciónde otrosprocedimientosde separación

proteicamenoseficaces.

El primer aspecto,la saluddel consumidor,parecegarantizadoya que el carácter

proteico de la sustanciaestudiada,su pequeñotamañoy su sensibilidada los enzimas

proteoliticoshacenpensarquesu usoperos,con los alimentos,careceráde peligrosparala

saludhumana.Posiblementeesta característicaescomún a todaslas bacteriocinasde las

bacteriaslácticas,pruebade ello es queunadeéstassustanciascuyaspropiedadesantigénicas

no sondel todo conocidas,la nisina,esla únicabacteriocinaautorizadaen muchospaisespara

suusoenalimentosdéconsumohumano,yaque seha demostradoqueno originareacciones

tóxicasen el consumidor(Hurst. 1981). Igualmentela bacteriocinadeL. sa/ce 148 carecede

propiedadesalergénicas,ya que su inoculacióna los animalesde experimentaciónno les

producereaccionesalérgicasni tóxicas.

En cuantoal segundoaspectoennumerado,las característicasantigénicasde las

bacteriocinas,no estásuficientementeestudiadoni siquieraen las sustanciasmasensayadas;

no obstante,se sabeque ciertasbacteriocinasde algunasbacteriasGram-negativasposeen

propiedadesantigénicas(Gaglianoy Hinsdill, 1970;Tubylewicz, 1970; Taggy col., 1976).
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UnicamenteEhuniay col. (1990),hanevaluadolaantigenicidadde la pediocinaAcH

deP. acidilacfici, llegandoa la conclusióndequela inoculacióndeestasustanciaa ratonesy

conejosno generala síntesisde anticuerposneutralizantes.La explicaciónde estefracaso

inmunógenohabríaquebuscarla,segúndichosautores,en el pequeñotamañomolecularde

éstasustancia(2700Da)que laharíacomportarsecomo un hapteno;en que las técnicasde

mnmunizacióno los adyuvantesempleadosno fueron los adecuadoso en queel númerode

animalesde experimentaciónutilizadosfué pequeño.

Además,la calidaddel antígenono erala masindicadaparaestasexperiencias,ya que

emplearonunabacteriocinaparcialmentepurificadacuyafracción activa(de 2700daltons)iba

acompañadade, al menos,2 proteinasde alto pesomolecularvisiblesporelectroforesisen

gelesde poliacrilamidacon dodecilsulfatosódico(SDS-PAGE).

Coincidiendocon nuestrosresultados,Bhunia y col. (1990), medianteun sistema

inmunoenzimático(ELISA) indirecto,observaronuna respuestainmunológicafrente a la

pediocinaAcH parcialmentepurificada;tal respuestala atribuyerona las proteinasde alto peso

molecular,perosin actividadinhibidora,presentesen la muestrainoculada.En nuestrocaso,la

respuestainmunológicano puedeatribuirseacompuestosproteicosde elevadopesomolecular,

ya que la electroforesisen gelesdepoliacrilamida(fig. 4. 40) demuestraclaramenteque la

preparaciónestabalibre desustanciasde estetipo.

De los resultadosobtenidos,parecededucirseque la sustanciaantimicrobiana

parcialmentepurificadade Ib. sa/ce148 presentaciertaacción inmunógena,yaque el título de

anticuerposobtenidoen cadaunade la sangríasparcialesessuperiora la anterior(fig. 4. 41).

Además,dicha sustanciapuedeidentificarsey diferenciarsedel antígenoempleadocorno

control, cuandoambos se disuelvenen tampón de PBS (ñg 4 42 ) Sin embargo,fué

imposiblela detecciónde dichasustanciacuandose añadióal medio de cultivo MM-triptosa
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debido,posiblemente,a la interferenciaprovocadapor algunode suscomponentes.De los

resultadosobtenidospuedeconcluirse,al igual que hicieron Ehuniay col. (1990),que la

bacteriocinadeL.sa/ce 148 no esdetectablemedianteel ELISA indirectocuandoseencuentra

disueltaen un mediode cultivo, por lo quequizásseríanecesariodesarrollarunatécnicamás

sensiblequeevitaralas interferenciascitadas.

En cualquiercaso,la respuestainmunológicade los animalesde experimentaciónfué

muy pequeñalo quepudoserdebido,apartedel tamañode la partícula,a otroscondicionantes

ya citadosporBhunia y col. (1990),como: a) que el númerode animalesinmunizadosno

fuerasuficienteparapermitir la generalizaciónde lasconclusiones;b) quelos adyuvantes,vías

y protocolosde inmunizaciónno fueranlos más adecuadoso c) que el tamañode la sustancia,

seaincapazde generarunarespuestaen el organismoreceptor.En estecasoseríanecesario

incrementarla potenciainmunógenaconjugándolacon sustanciasque le otorguenesta

capacidadcomo,porejemplo,con la seroalbúminabovina(BSA).

Las interferenciascon otroscomponentesdel medio podríanevitarseempleandootras

variantesdel método ELISA. Peroquizá fueramás efectiva la obtenciónde anticuerpos

monoclonalesque,al ser másespecíficosque los policlonalesempleadosen estetrabajo,

evitaríanreaccionesindeseablescon otroscompuestos.
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1).- Las 180 bacterias lácticas seleccionadas durante la maduración de un lote de

embutidos crudos presentaron actividad inhibidora directa, variable y cuantificable, frente a

diversos microorganismos indicadores. De ellas, 20 manifestaron actividad antimicrobíana

exocelular; dichas cepas se aislaron en todas las etapas del proceso de maduración, desde la

masa cárnica inicial hasta el producto final listo para su consumo.

2).- Las 6 cepas con mayor actividad inhibidora se identificaron como Lacrobacillus

sake.Todas se desarrollaron a 4 y 15 oc, pero sólo las cepas 148 y IT7 lo hicieron a 45 <‘C. El

espectro antimicrobiano de las 4 cepas con mayor actividad inhibidora sugiere que las

sustancias inhibidoras son diferentes, ya que la sensibilidad de los distintos microorganismos

indicadores es variable dependiendo de la cepa de L. sakeproductora.

3).- L. sakc 148 es capaz de desarrollarse y producir actividad antimicrobiana

cuantificable a 4, 8, 16, 25 y 32 “C. La produción de esta sustancia depende de la composición

del medio de cultivo, se detecta al poco tiempo de iniciarse el crecimiento microbiano y alcanza

sus niveles óptimos a las 16 horas de incubación a 32 0C.

4).- Cuando la sustancia antimicrobiana exocelular de L. sake 148, se purifica por

liofilización y cromatografía de filtración en geles, aumenta muy poco su actividad inhibidora

específica (7 veces), siendo muy pequeña la recuperación de la actividad inhibidora original

(8%).

5Y- La sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de L saLe 148 tiene

naturaleza proteica, es estable a valores de pH comprendidos entre 2,6 y 12, resistente al calor

y bacteriostática frente a los microorganismos sensibles, características que comparte con otras

bacteriocinas de las bacterias lácticas. La fracción activa de la sustancia antimicrobiana

parcialmente purificada por cromatografía de filtración en geles, reveló que tiene un peso
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molecular de 4.640 daltons. La sustancia parcialmente purificada se compone de 13

aminoácidos; además, y por cromatografía HPLC, se aprecia un pico que pertenece a un

aminoácido distinto de los utilizados corno patrones. Esta compuesto desconocido eluye junto

a la glicina, lo mismo que el aminoácido lanuonina.

6).- Consideramos que la sustancia antimicrobiana de L. sake 148 es bacteriostática,

ya que detiene el crecimiento de los microorganismos sensibles, pero no su viabilidad. Su

concentración inhibidora mínima varía entre 1 y 18 mg/mI, dependiendo de los

microorganismos ensayados.

7).- La inoculación de la sustancia antimicrobiana a los animales de experimentación

(conejos) originó una respuesta inmunógena débil. El desarrollo y puesta a punto de un ELISA

indirecto no permitió la detección de la bacteriocina parcialmente purificada en un medio de

cultivo semidefinido (medio de MM-triptosa).

8).- Las características fisico-quimicas de la bacteriocina producida por Li. saLe 148 y

su acción antimicrobiana frente a bacterias patógenas Gram-positivas de gran interés en la

industria alimentaria, hacen concebir esperanzas sobre la posible utilidad de las bacterias

lácticas o de sus bacteriocinas, como factores de seguridad tanto en la carne y productos

cárnicos como en otros sustratos alimentarios diversos.
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Las cepas de L. saLe con actividad antimicrobiana exocelular aisladas y caracterizadas

parcialmente, pueden ser de gran utilidad en la inhibición del desarrollo de microorganismos

alterantes y patógenos de la carne y productos cárnicos, así como de otros alimentos. Sin

embargo, las condiciones de un sustrato alimentario sólido como la carne, son distintos de las

que se dan en los medios de cultivo líquidos. Por ello, la síntesis y la actividad de las

sustancias antimicrobianas de las bacterias lácticas descritas, deben examinarse en sistemas

alimentarios reales, máxime teniendo en cuenta la incapacidad de L. saLe148 de producir la

actividad antimicrobiana cuando se desarrolla en diversos medios de cultivo. En consecuencia,

parece conveniente acometer estudios tendentes a aclarar los mecanismos responsables de la

estimulación o represión de la síntesis o actividad de estas sustancias antimicrobianas.

El empleo de cepas bacteriocinogénicas de L. sake,como cultivos iniciadores en la

elaboración de productos cárnicos, presupone tanto la prevención del desarrollo de

microorganismos indeseables, como una mayor homogenidad del proceso fermentativo. Por

ello, el desarrollo y puesta a punto de sistemas novedosos de transformación genética de las

bacterias lácticas, como la electroporación, permitiría introducirles genes que codifiquen

propiedades de importancia tecnológica. Gracias a la tecnología del ADN recombinante, los

determinantes genéticos de la producción de bacteriocinas y de la resistencia a las mismas

podrían utilizarse como marcadores genéticos o como genes de interés para la producción de

bacteriocinas como aditivos alimentarios. De aquí que constituya un objetivo prioritario de

nuestro trabajo futuro el estudiai-, con la máxima amplitud posible, las características genéticas

de los determinantes que codifican la produción de bacteriocinas en las cepas de Li. sake de

interes.

Otra 1 inca de nvesti gac ión n tic sería importante desaíro ¡¿ir ca el futuro es la

determinación (le la secuencia aruinoacídica (le la bacteriocina (le L saLe 148, ya que el

conocimiento de su estructura proteica pemiitiría elucidar el papel que ésta desempeña en su
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mecanismo de acción, favorecería el estudio de los determinantes genéticos responsables de su

síntesis y regulación y, por último, permitiría comparar las relaciones existentes entre

estructura-actividad en las distintas bacteriocinas producidas por las bacterias lácticas.

De otra parte, el bajo poder inmunógeno mostrado por la bacteriocina de Li. sake 148

dificulta su detección en los alimentos por métodos inmunoenzimáticos (ELISA), este aspecto

es fundamental, ya que uno de los requisitos que es más importante cumplir para que se

autorize la adición de esta bacteriocina a los alimentos es, precisamente, que se pueda detectar

y cuantificar después de incorporarse a los mismos. Por este motivo, se pretende mejorar la

capacidad antigénica de esta sustancia empleando métodos de inmunización alternativos, entre

los que se incluiría su conjugación a otras moléculas e, incluso, la obtención de anticuerpos

monoclonales específicos. Es necesario desarrollar y poner a punto otras variantes de las

técnicas inmunoenzimáticas (ELISA) empleadas en el presente trabajo para permitir la

detección y cuantificación de la sustancia antimicrobiana de interés en diversos sustratos

alimentarios. Asimismo, los anticuerpos específicos podrían permitir la purificación a

homogeneidad de la sustancia antimicrobiana, por cromatografía de afinidad, lo que permitida

su purificación en un solo paso y evitada la utilización de otros procedimientos de separación

proteica menos eficaces.
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