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EXP. GRAL. DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

L.a masificacién y complejidad de los medios de produccidn y distribucién de
alimentos y el empleo de la refrigeracion como principal método de conservacion de los
mismos, obliga a pensar en el desarrolio de nuevas técnicas que, unidas a las ya existentes,
permitan, no sdlo garantizar la calidad higiénica, sino prolongar la vida itil de los alimentos.
Para alcanzar estos objetivos en los iltimos afios se han aplicado en la carne y productos
cérnicos otras metodologias de conservacion. Algunas podrian mejorarse ernpleando técnicas
basadas en el antagonismo bioldgico existente entre algunos géneros microbianos saprofitos y

los posibles microorganismos patégenos o alterantes cuya presencia se quiere eliminar.

Si se dispusiese de métodos que destruyeran selectivamente la flora patégena
potencialmente presente en la carne o si se inhibiese el desarrollo de su flora psicotrofa
alterante, la calidad higiénica y la vida {til de este alimento mejorarian considerablemente
(Molin y Ternstom, 1982; Shaw y Latty, 1982, 1984; Dainty, 1986). 5i bien éstos objetivos
pueden cumplirse con la utilizacidn de aditivos, antibidticos o radiaciones ionizantes, tales
métodos presentan muchos inconvenientes. Asimismo, es conveniente disponer de otras
alternativas que aumenten la calidad higiénica y la vida atil de las carnes envasadas al vacio o
de las que, a pesar de someterse a la accion del calor, sufren un proceso tecnolégico previo que
puede permitir un desarrollo microbiano excesivo que determina una pérdida de su calidad

tecnologica cuando no un peligro sanitario para el consumidor.

Las bacterias lacticas constituyen un grupo de microorganismos que, ademds de no ser
peligrosos para el consumidor, inhiben el crecimiento de los microorganismos patégenos
potencialmente presentes en la carne y en sus productos. Aunque el mecanismo intimo de la
accion antimicrobiana de €stas bacterias no se conoce completamente, se sabe que sintetizan
metabolitos como dcidos organicos, peréxido de hidrégeno, etc. que desempenan un papel
importante en la inhibicién del desarrollo de otros microorganismos. Ademads también

sintetizan ofras sustancias inhibidoras, que cuando son de naturaleza proteica reciben el
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nombre genérico de bacteriocinas.

La posible utilizactén de las bacterias ldcticas o de las bacteriocinas que producen como
conservadores o factores de "seguridad” en un amplio nimero de productos alimenticios,
constituye una linea de trabajo desarrollada recientemente por algunos investigadores (Barefoot
y Klaenhammer, 1984; Pucci y col, 1988; Daeschel, 1989; Bhunia v col., 1991) que han

logrado purificar y, en algunos casos, caracterizar algunas bacteriocinas.

El objetivo de éste trabajo consiste en la bisqueda. identificacidn, purificacidn, y
caracterizacién bioquimica ¢ inmunoldégica parcial de sustancias antimicrobianas elaboradas por
las bacterias lacticas procedentes de embutidos crudos madurados. Una vez purificadas y
establecidas sus caracteristicas bioquimicas se estudiara su posible utilizacién como factores de
seguridad que incrementan la calidad higiénica y la vida (il de la carne y de los derivados
cdrnicos. Presumimos que, como factores de "seguridad”, podrian utilizarse tanto las bacterias
ldcticas inhibidoras, como las sustancias antimicrobianas que producen, una vez que hayan

sido purificadas.

Para lograr los objetivos propuestos se necesita desarrollar el programa de trabajo que

se describe a continuacion:

12).- De los embutidos crudos madurados, que son tedricamente los sustratos Carnicos
mds adecuados para el desarrollo de bacterias lacticas productoras de sustancias inhibidoras, se
seleccionard al azar un nimero de colonias microbianas cuyo potencial inhibidor del desarrollo

de otros microorganismos serd convenientemente evaluado.

22).- El antagonismo bacteriano se estudiard tanto en las colonias aisladas como en el

medio extracelular.
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3%).- Los grupos microbianos frente a los que se evaluara el potencial inhibidor de las
bacterias lacticas escogidas serdn: bacterias lacticas de diversos origenes (leche, carne,
hortalizas), microcociceas, enterococos, Psendomonas sp. psicotrofas de la carne refrigerada,
microorganismos de las carnes envasadas al vacio (Brochothrix thermosphacta y
enterobacteridceas) y microorganismos patdgenos diversos como E. coli enteropatdogeno,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Clostridium bowtulinum y

Clostridium perfringens.

4°%).- Mediante técnicas microbioldgicas adecuadas se identificardn el género y la

especie de 1as bacterias ldcticas con mayor poder antagonista.

59).- Se evaluard el efecto de diversos parametros, como composicién del medio de
cultivo, pH, temperatura, tiempo de crecimiento, etc, en la sintesis de las sustancias

tithibidoras.

6%).- Mediante técnicas de separacién de filtracién en geles se intentard purificar la

actividad inhibidora extracelular de la que resulte mds interesante.

79).- Se procederd a la caracterizacién bioquimica parcial de [a sustancia inhibidora
seleccionada, determinando su peso molecular y su sensibitidad al pH, al calor, y a los

enzimas proteoliticos. lipoliticos y amiloliticos.

89).- A partir de conejos se obtendrdn anticuerpos policlonales frente a la bacteriocina

parcialmente purificada.

9%).- Finalmente se establecerd, mediante técnicas inmunoenzimaticas {(ELISA), la

capacidad de los anticuerpos obtenidos para caracterizar inmunolégicamente dicha bacteriocina
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que se compararéd con las producidas por otras bacterias ldcticas. También se estudiard la
utilidad de los anticuerpos en la posible detecci6én y cuantificacion de la bacteriocina en medios

de cultivo liquidos y en sustratos camicos.
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Uno de los mayores problemas con ios que el hombre se ha enfrentado a lo largo de su
historia ha sido la necesidad de evitar, de una forma u otra, la alteracién de los alimentos,
incrementando su vida (til. Para solventarlo ha utilizado los materiales y técnicas a su alcance
como miel, sal, especias, ahumado, desecacién y otros sistemas sencillos de conservacion. La
mayor parte de los mismos se siguen empleando actualmente, en algunos casos sin variacion
tecnoldgica alguna y, en otros, con las modificaciones necesarias introducidas por los
adelantos técnicos. A medida que crecen los conocimientos sobre los alimentos y la causa de
su alteracion, aumentan también las metodologias necesarias para evitar €sta ultima. Los
métodos empleados para evitar la alteracién de los alimentos e incrementar su vida qtil se basan

en la unlizacion de:

II. 1. 1.- Temperatura

La temperatura desempefia un papel muy importante en el desarrollo bacteriano y al
modificarla se retrasa e incluso se elimina el desarrollo de los microorganismos patdgenos y
alterantes (ICMSF, 1980). Las temperaturas de refrigeracién sélamente retrasan el crecimiento
de los microorganismos meséfilos o terméfilos, permitiendo el desarrollo de los psicréfilos,
entre los que se encuentran muchos alterantes de los alimentos y otros patégenos, por lo que la
refrigeracion no se puede considerar, por si sola, como un método que permita asegurar unos
alimentos sanos, en periodos de tiempo que superen una o, en el mejor de los casos, dos

semanas.

Si la temperatura es tan baja que tiene lugar la congelacidn del agua, incluso se inhibe
el desarrollo de los microorganismos psicréfitos, permitiendo la conservacion de los alimentos

durante largos periodos de tiempo (Speck y Ray, 1977). Pero la utilizacién de temperaturas de
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congelacién no implica la eliminacién de los microorganismos patégenos o alterantes que
pueden permanecer viables (Obafemi y Davies, 1986). Ademis la congelacidn provoca dafios
celulares en las bacterias aunque., con el tiempo, también ocasiona modificaciones perjudiciales

en los alimentos.

El empleo de temperaturas altas permite la destruccion de la mayor parte de los
microorganismos (pasterizacion) asi como de sus formas de resistencia (esterilizacion), sin
embargo no pueden aplicarse a todos los alimentos por que modifican su estructura y/o sus

caracteristicas organolépticas.

La temperatura ambiental puede emplearse como factor de seguridad si favorece €l
desarrollo de ciertos microorganismos que, ademds de modificar los caracteres organolépticos
de los alimentos, mejoran su calidad microbiolégica. Los procesos mds representativos de la
industria alimentaria que tienen lugar a temperatura ambiente son los que se basan en la

fermentacion lictica y/o alcohdlica desarrollada por microorganismos distintos (Gibbs, 1987).

IL. 1. 2.- Actividad del agua

El desarrollo de los microorganismos depende, invariablemente, de la presencia de
agua libre (ICMSF, 1980). La actividad del agua (ay,) de un alimento orienta, objetivamente,
de la cantidad de agua de que disponen los microorganismos para su desarrollo. La
determinacién de la a,y limitante del desarrollo de un microorganismo dado, es importante para
pronosticar su viabilidad en un alimento concreto. La ay, disminuye al aumentar la

concentracion de solutos (azidcares o sales) y al eliminar el agua disponible para el desarrollo

microbiano por calentamiento o liofilizacién.
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II. 1. 3.- pH

Al igual que ocurre con la temperatura, los microorganismos poseen un pH minimo,
ptimo y maximo para su crecimiento. El pH de los alimenios es uno de los factores que
determinan los microorganismos que se desarrollan en ellos, originando su alteracion, una

fermentacion deseable o un riesgo para Ja salud del consumidor.

La disminucién natural o artificial del pH se ha utilizado. durante cientos de afios, para
garantizar la estabilidad microbiolégica de los alimentos. Como ejemplos de disminucién
natural del pH en conservacion de alimentos citaremos las fermentaciones controladas de la
leche, carne y hortalizas, que originan productos tan estables y seguros como el queso, yogur,
embutidos y encurtidos. La acidificacion artificial de los alimentos se consigue afiadiéndoles

dcidos orgdnicos.

Los alimentos dcidos (pH<4,6), aunque pueden alterarse, es muy dificil que permitan
la proliferacién de los microorganismos patdgenos o la germinacién de esporas, en cambio
esto si ocurre en los alimentos débilmente dcidos (pH>4,6) cuyo pH no garantiza, por si

mismo, su estabilidad microbioldgica (Tanaka y col., 1986).

IL 1. 4. - Gases vy atmésferas modificadas o controladas

Durante los dltimos afios se ha generalizado el empleo de ciertos gases como
conservadores de los alimentos. En la accién inhibidora de estos gases influyen, ademds de la
naturaleza del gas, un gran nimero de factores relacionados con el alimento, el proceso

tecnolégico utilizado y el tipo de microorganismo tmplicado. Asi por ¢jemplo, ¢l COy mhibe ¢l

desarrollo de un nimero variable de microorganismos, dependiendo de la concentracion del

gas, temperatura de almacenamiento del alimento y actividad de agua del medio. En general, se
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considera que fas mezclas gaseosas con un 10% de CO9 inhiben el desarrollo del 50% de los

microorganismos (Ledward y col., 1971). Este gas se emplea para inhibir el crecimiento de

microorganismos en productos envasados al vacio y en atmésferas modificadas; sin embargo,
la evidencia de que el CO) puede favorecer el crecimiento de algunos esporulados, como los

del género Clostridium, hace necesario un estudio previo de las caracteristicas del alimento en

el que se va a utilizar.

Otros gases experimentados han sido; el mondxido de carbono (CO) (Davidson y col.,
1983), que se ha comprobado que inhibe el desarrollo de psicotrofos, hongos y levaduras

(Clark y Takacks, 1980) pero cuya toxicidad para quienes 1o manipulan desaconseja su-
empleo, y el Ny que inhibe el desarrollo de los mohos. El didxido de azufre (§O9) es efectivo

frente a bacterias, hongos y levaduras (Dziezak, 1986), por formar sulfitos con los
compuestos orgdnicos de las soluciones acuosas que inhiben el desarrolio microbiano. Sin
embargo, solamente es activa la forma idnica que se produce a pH<4, de otro lado origina en
las personas sensibles reacciones de hipersensibilidad, por lo que no es aconsejable su uso en
los alimentos. El éxide de ctileno también se ha empleado para reducir ¢l nimero de
microorganismos de los alimentos, pero su elevada toxicidad limita su utilizacién. El éxido de
propileno, menos estudiado que el anterior, también se ha empleado para inhibir el desarrollo
microbiano (Skinner y Hugo, 1976). Y, por dltimo, citaremos el ozono, cuyo empleo se

limita a la esterilizacion de liquidos (Torricelli, 1959).

Las atmdstferas modificadas o controladas se consiguen mediante la mezcla de varios
gases que se introducen en el intertor del envase que protege al alimento, pudiéndose mantener
constante [a mezcla gaseosa inicial (aundsferas controladas) o no {atmaésferas modificadas). En
los alimentos envasados al vacio lo que se hace es extraer ¢l aire del interior del alimento

empaquetado. El objetivo de los métodos descritos es limitar el desarrollo de 1a flora alterante

10
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de los alimentos. El problema es que con ello aumenta la posibilidad del desamollo de

anacrobios como C. botulinum .

IL. 1. 5.- Acidos orgdnicos

A los 4cidos orgdnicos se les considera los antimicrobianos naturales mds difundidos
en la naturaleza. L.os mds empleados en la industria alimentaria son el acético, benzoico,
propidnico y sérbico. El dcido acético y sus sales ejercen su mayor accidn inhibidora apH
préximo a 4,5. El 4cido benzoico es mas eficaz en el control de mohos y levaduras que en el de
bacterias (Chichester y Tanner, 1972). Generalmente en los alimentos se emplea la sal sédica.
El dcido propidnico y sus sales inhiben a los mohos, pero muy poco a bacterias y levaduras. El
dcido sérbico es activo en alimentos cuyo pH estd préximo a 6,0. Generalmente los sorbatos

son mas efectivos en las levaduras y mohos que en las bacterias (Liick, 1976).

I. 1. 6.- Sales de curado

El curado es uno de los métodos mds antiguos de conservacién de los alimentos;
inicialmente se realizaba de forma empirica con sal comiin contaminada con nitro o salitre, mds
tarde, a la sal comin se le anadia nitrato sédico; las impurezas o contaminantes del cloruro
sédico, es decir el salitre, eran los responsables de la aparicién de la tonalidad rosa-rojiza tipica
de los alimentos curados. Los nitritos, procedentes de la reduccién de los nitratos, originan
NO que reaccionando con la mioglobina dota a los alimentos curados de un color atractivo para
el consumidor e impide el desarrollo bacteriano pero, a su vez, participa en la formacién de
nitrosaminas cancerigenas por lo que el empleo de nitratos y nitritos estd regulado por la

legislacion alimentaria.

11
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II. 1. 7.- Antibidticos

Los antibiéticos, producidos por microorganismos o por sintesis quimica, inhiben el
desarrollo de muchos microorganismos incluso a concentraciones pequenas. Sin embargo, su
presencia en los alimentos y los nesgos que ello conlleva para el consumidor, limitan su
empleo. La nisina, un polipéptido producido por Lactococcus lactis, ha sido aceptado como
aditivo para su empleo en los alimentos por la comunidad cientifica internacional desde 1956, y
sus condiciones de empleo se encuentran reguladas por la FDA (Food and Drug

Administration) (CFR, 1988).

En los Gltimos anos se ha descrito la sintesis por las bacterias l4cticas, de sustancias
antimicrobianas de naturaleza proteica, denominadas bacteriocinas, cuyas propiedades han
permitido concebir grandes esperanzas sobre su potencialidad como conservadores de los

alimentos.

I1. 1. 8.- Radiacicnes

Las radiaciones ionizantes se caracterizan por su gran poder de penetracion y su
letalidad a nivel celular (ICMSF. 1980). La aplicacién pricuca de las radiaciones ionizantes
para destruir microorganismos en productos alimenticios se ha desarroliado en las dltimas
décadas. Durante los dltimos 30 anos, el empleo de las radiaciones ha sufrido constantes
cambios. Asi, mientras a principios de los 60 se permitia su empleo en algunos alimentos, un
poco mads tarde la administracién americana las prohibio, basindose en que quizd éste método
de conservacion pudiera inducir la formacidn de compuestos potencialmente mutagénicos,
cancerigenos o teratdgenos. Por Gltimo, los resultados de muluples estudios han demostrado la
seguridad de éste método: de ahi que la Comision de expertos de ta FAO/WHO haya

recomendado su empleo como procedimiento de conservacion de los alimentos

12
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(FAO/TAEA/WHO Expert Commitiee. 1977).

La utilizacidn de las radiaciones ionizantes presenta una serie de ventajas sobre otros
métodos higienizantes de conservacién de los alimentos ya que, a dosis pequefias (< 0,5 Mrad)
no se producen cambios organolépticos apreciables en los alimentos e incluso a dosis mas
elevadas (>1 Mrad), los cambios quimicos son minimos. Ademds, la penetracién de la
radiacion es instantdnea, homogénea v profunda, permitiendo un control exacto del proceso, lo

que no ocurre en los tratamientos térmicos.

II. 1. 9.- Envasadg

El envase que envuelve a los alimentos durante su almacenamiento, transporte y
manipulaciones posteriores, les proporciona una proteccidn; quimica, impidiendo el paso de
agua, oxigene y otros gases: fisica, al proteger al alimento de la luz, polvo o suciedad, de la
pérdida de peso y de las alteraciones de origen mecdnico y adn biolégico, al prevenir la entrada
de microorganismos e insectos. Los factores de los que depende el desarrollo microbiano en

los alimentos envasados son, aparte de la naturaleza del alimento y del tipo de
microorganismo, la permeabilidad del material del envase al Oy, CO» y vapor de agua, sobre

todo cuando en el envasado se utilizan el vacio o las atmésferas modificadas (Calvet, 1968).
[1. 1. 10.- Interaccién de factores
Ninguno de los métodos descritos pueden, aisladamente, garantizar la calidad higiénica

de los alimentos, lo que lleva a emplearlos conjuntamente para conseguir una actividad aditiva

0 sinérgica.

13
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II. 1. i1.- Las bacterias lactica ible empleo como conserv re |

alimentos

Los mecanismos mediante los que las bacterias licticas ejercen su accién animicrobiana
se describirdn en 1a seccion IL 4. Las bacterias licticas reunen una gran parte de las acuvidades
antimicrobianas utilizadas actualmente para la conservacién de los alimentos en la industria
agroalimentaria; ademds poseen otros mecanismos que, si bien aisladamente no tienen gran

importancia, conjuntamente contribuyen a mejorar la efectividad antimicrobiana .

La sintesis por las bacterias licticas de productos metabélicos finales como el COy,

Ho O9 y los dcidos orgdnicos, el descenso del pH que ello conlleva y la produccién de

sustancias antimicrobianas como la reuterina y las bacteriocinas, hacen que, cada vez mds, se
profundice en el estudio de las bacterias ldcticas que han sido seleccionadas por su actividad
antimicrobiana, para su empleo como conservantes de los alimentos. (Friend y col., 1983;

Raccach, 1981; Rubin y col., 1982)

11 .2.- Bacterias lacticas: introduccién histdrica

Bajo el nombre genérico de "bacterias licticas" se agrupan un nimero de
microorganismos cuya principal caracteristica es la produccién de dcido lactico a partir de
hidratos de carbono fermentables. El término "Bacterium acidi lactici” se debe a Weilgmamn
que lo propuso en 1899, aunque las primeras referencias a este tipo de bacterias se deban a
Hueppe (1884), quien describié una parte de la flora microbiana responsable de la acidificacion

de la leche y productos licteos, a la que se denominé "Milchsauerbacillus”.

[.as bacterias lacticas se encuentran en los mas variados habitats, entre los que se

i4
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incluyen la leche y productos lacteos, carne y productos cdrnicos, pescado, productos
vegetales, tracto gastrointestinal y urinario de personas y animales e, incluso, aguas residuales
y estiercol. Esta diversidad ecoldgica también origina una diversidad morfolégica y fisioldgica
de las especies de este grupo, lo que entrafia una gran dificultad para establecer los rasgos de
semejanza que permiten reunir a todas las especies en un grupo homogéneo desde el punto de

vista taxonémico.

Orla-Jensen (1919) fu€ responsable de los primeros intentos de demarcacion de éste
grupo microbiano, y son esos mismos criterios los que constituyen, todavia en la actualidad,

las bases de su clasificacion:

1).- Criterios morfolégicos: El grupo estaria constituido por cocos y bacilos Gram-

positivos, no esporulados e inmdviles.

2).- Criterios fisiolégicos: Microorganismos fermentativos con produccion final de
dcido ldctico, catalasa-negativos, microaeréfilos o anaerobios, meséfilos, y con complejos

requerimientos nutritivos.

A pesar de que las caracteristicas esenctales no se han alterado desde su
establecimiento por Orla-Jensen, si se ha medificado la nomenclatura del grupo. Asi por
ejemplo, de los scis géneros establecidos inicialmente (Betabacterium, Streptobacterium,
Thermobacterium, Betacoccus, Streptococcus y Tetracoccus) (Orla-Jensen, 1919), sélamente
se mantiene el género Srreptococcus. Los otros 5 han sido sustituidos por los géneros
Lactobacillus {(engiobaria a Betabacterium, Streptobacterium y Thermobacterium ),
Leuconosioc 'y Pediococcus. Estos cambios en la asignacion de los nombres genéricos no son
mds que un reflejo del dinamismo y fluidez de los criterios de clasificacion, ya que, a medida

que se producen avances en las metodologias analiticas y en la filosotia de su clastficacion,
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también se producen cambios en la denominacion de géneros y especies, trasvase de especies
de unos géneros a otros y aumento del nimero total de especies. Como mejor se aprecia esta
evolucidn es observando las especies que se describen en las tres dlumas edictones del manual
de Bergey (Tabla II. 1) (Breed y col., 1957; Buchanan y Gibsons, 1974; Kandler y Weiss,
1986).

Tabla Il. 1.- Modificaciones en el nimero de especies de las bacterias licticas

N2 de especies listadas en el manual de Bergey en

las ediciones de:

Bacterias 1957 1974 1986
Bacilos
Gén. Lactobacillus 15 27 45
Cocos
Gén. Streptococcus 19 21 29
Gén. Pediococcus 2 5 8
Gén. Leticonostoc 3 6 4
N2 total de especies 39 59 86

16
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II. 2. 1.- Caracteristicas generales

LLos microorganismos de este grupo se caracterizan principalmente por ser bacterias
Gram-positivas, catalasa-negativas, no esporuladas, inmdviles, anacrobias o microaerofilas,
Acido-tolerantes, no reductoras del nitrito y productoras de acido l4ctico como producto final de

la fermentacidn de los hidratos de carbono.

Sin embargo la tincién de Gram es la tnica caracteristica definitoria, excluyéndose del
grupo todo microorganismo Gram-negativo. Las otras, ni son exclusivas de las bacterias
lacticas, ni son constantes dentro del grupo. Asi 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 bacterias ldcticas son generalmente inmdviles, aunque se han descrito un gran
nimero de cepas méviles con flagelos peritricos, especialmente cuando proceden de medios
diferentes de la leche y sus derivados; asi se han descrito en la carne (Deibel y Niven, 1938),
en zumos de frutas (Hays y Reister, 1952) v en diversos productos fermentados (Vankova,

1957). El caracter microaerdfilo es muy variable (Whittenbury, 1963), considerandose que es
la tensién de COy, mds que la anaerobiosis. la que favorece el desarrollo de las bacterias

lacticas.

La reduccioén de los nitratos a nitritos no se detecta en los medios que se emplean en el
desarrolto de éstas bacterias (Rogosa, 1961). La concentracion de glucosa (2%) de estos
medios origina una elevada produccién de dcido ldctico y, consecuentemente, un gran
descenso de pH que inhibe la reduccién. La capacidad reductora sélamente se aprecia

empleando medios de cultivo con un 0,1-1% de glucosa (Rogosa. 1961). De esta manera se ha

17
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visto que la mayor parte de las bacterias ldcticas aisladas de carnes curadas reducen los

nitratos.

La produccidn de dcido lictico o, mds exactamente, 1a sintesis de este metabolito como
producto final de la fermentacion de los hidratos de carbono, es uno de los principales criterios
para la diferenciacidn fisiolégica de los distintos componentes del grupo. Las bacterias lacticas
se dividen en tres grupos fisioldgicos distintos en virtud de sus diferencias enzimadticas (Buyze

y col., 1957):

19).- Heterofermentativas obligadas: poseen los enzimas glucosa- 6-fosfato

deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa, pero carecen de la fructosa difosfato
aldolasa, originando como productos finales de la fermentacién de las hexosas CO9 y dcido

lactico. Como fuente de hidratos de carbono sélamente pueden utilizar [as hexosas.

2%).- Homofermentativas gbligadas: poseen fructosa difosfato aldoiasa, pero carecen
de las dos deshidrogenasas. Al igual que las anteriores son incapaces de utilizar las pentosas

como fuente de hidratos de carbono.

3%.- Homofermentativas facultativas: poseen las dos deshidrogenasas pero

metabolizan la glucosa por la via de Embden-Meyerhof (glicolisis); utilizan las pentosas y se

corresponden con las Streptobacteria de Orla-Jensen.

Los esteroisémeros (D, L, DL) del dcido ldctico resultante de la utilizacién de los
hidratos de carbono sirven como criterios de clasificacion del grupo. Las especies del género
Leuconostoc producen el isdmero D(-) exclusivamente, mientras que los lactobacilos
heterofermentativos producen ta fonna racémica (DL). Esta diferenciaciéon bioquimica se refleja

en la Tabla I1. 2.
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Tabla II. 2.- Diferenciacion bioquimica de las bacterias licticas

Tipo de Producto final Configuracién
Género fermentacién del metabolismo del 4cido lactico
Streptococcus Homofermentativa dcido lactico L(+)
Pediococcus Homofermentativa ac. lactico DL, L(+)
Lactobacillus:
Thermobacterium  Homofermentativa ac. lactico D{-), L{(+), DL

Streptobacterium

Betabacterium

Leuconostoc

Homofermentativa

Heterofermentativa (1)

Heterofermentativa

Heterofermentativa

ic. lactico D), L(+), DL
dc. ldctico: dc. acético
(1:1) D(-), L{+), DL
ac. lactico:dc. acético:COyp

(1:1:1) DL

ac. lactico:dc. acético:COyp

{(I:1:1) D(-)

(1) Utilizacién de pentosas.

Fuente: Kandler, 1983.
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1. 2. 2.- Taxonomia

La clasificacién de las bacterias licticas segun la Gluma edicién del manual de Bergey
Kandler y Weiss, 1986) se muestra en la Tabla II. 3. Los Grupos [, II y 11 sustituyen a las
denominaciones de Thermobacterium, Streptobacterium y Betabacterium establecidas por
Orla-Jensen. Sin embargo, desde la publicacion de ésta edicién en 1986, y gracias a la
flexibilidad taxonémica y modificaciones de los criterios de clasificacion anteriormente citados,

ya se han producido nuevos cambios en la taxonomia de este grupo.

Recientemente {Schillinger y Holzapfel, 1990), se ha propuesto la creacién de un
nuevo género, denominado Carnobacterium, integrado por especies relacionadas con los
lactobacilos pero con peculiaridades diferenciadoras, como son €l no poder desarrollarse en
agar acetato, y hacerlo en medios con un pH alto (pH 8,5-8.9) y el sintetizar 4cido oleico en
lugar de 4cido cis-vaccénico. Actualmente Lactobacillus divergens y L. piscicola se
denominan, respectivamente, Carnobacterium divergens y C. piscicola, mientras C. mobile 'y

C. gallinarum son los restantes componentes del nuevo género.

La sugerencia de separar a los estreptococos licticos (tipo N de Lancefield) del resto de
los estreptococos, creando con ellos un nuevo género denominado Lactococcus (Schleifer y

col., 1985), cristalizé en 1986 con la validacién del nuevo género por ta "International Union

f Microbiolggical Societies”. En éste caso, los criterios empleados para establecer la nueva
clasificacidn resultaron de tecnologias basadas en la hibridacién de dcidos nucleicos, afinidad
inmunoldgica, composicién lipidica y caracteristicas quimicas de la pared bacteriana (Sandine,

1988).
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Tabla I1. 3.- Taxonomia de las bacterias ldcticas(@)

Género N? de especies
Lactobacillus
Grupo I: Homofermentativos obligados 16
Grupo II: Heterofermentativos facultativos 11
Grupo III: Heterofermentativos obligados 18
Streptococcus
Estreptococos pidgenos 5
Estreptococos orales 9
Enterococos (tipo D de Lancefield) 4
Estreptococos lacticos (tipo N de Lancefield) 2
Estreptococos anaerébicos 4
Otros Estreptococos 5
Pediococcus 8
Leuconostoc 4
N? total de especies 86

() Fuente: Kandler y Weiss, 1986; Hardie, 1986 y Garvie, 1986a, 1986b.
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Estas modificaciones taxondmicas se muestran en la Tabla 11-4; actualmente el grupo
de las bacterias ldcticas estd constituido por microorganismos pertenecientes a los géneros

Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Pediococcus y Leuconostoc.

Tabla II. 4.- Modificaciones recientes en la taxonomia de las bacterias 1acticas

Nueva denominacién Antigua denominacién

Género Lactococcus
Lactococcus lactts subsp. lactis Streptococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. lactis Streptococcus lactis subsp. diacetylactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris Streptococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis subsp. hordinae Lactobaciilus hordinae
Lactococcus. garviae Streptococcus garviae
Lactococcus plantarum (1) Streptococcus plantarum
Lactococcus raffinolactis Streptococcus raffinolactis

Género Carnobacterium
Carnobacterium divergens Lactobacillus divergens
Carnobacterium piscicola Lactobacillus piscicola
Carnobacterivum mobile

Carnobacterium gallinarun:

(1) No confundir con Lactobacillus plantarum

Fuente: Sandine, 1988 y Schillinger y Holzapfel, 1990.
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11, 3.- Género Lactgbacillus

Realizar una descripcion profunda de los componentes de las bacterias licticas
resultaria larga, tediosa e incluso improcedente, dado el tema central de este trabajo. Sin
embargo, si es interesante conocer algunas de las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y

bioquimicas mds relevantes del género Lactobacillus.

La dltima edicién del "Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” (1986) clasifica al
género Lactobacillus en el volumen 2, seccién 14 como "bacilos Gram-positivos no
esporulados”. La seccién comprende 7 géneros (Lactobacillus, Erysipelothrix, Brochothrix,
Listeria, Kurthia, Caryophanon y Renibacterium) que poseen en comin ser bacilos
Gram-positivos, no esporulados, meséfilos, y que requieren medios complejos para su

crecimiento.

IL. 3. 1.- Morfologia

La morfologia de los lactobacilos es variable, desde bacilos largos, rectos o
ligeramente curvados, hasta cocobacilos. Su longitud y curvatura depende de la edad del
cultivo, la composicion del medio y la tensién de oxigeno. Como ejemplo de variabilidad en su
morfologia podria citarse a L. delbrueckii subsp. bulgaricus que en medios de cultivo liquidos
o en agar MRS crece en formaciones espirales debido a que las células permanecen unidas

después de la divisién, mientras que en la leche origina cadenas largas y filamentosas.
Segin Bottazzi (1988), los distintos lactobacilos podrian distinguirse por sus

diferencias morfolégicas. Asi por ejemplo, los lactobacilos meséfilos son bacilos cortos,

gruesos, regulares y unidos, formando filamentos (Streptobacteria ). Las especies termofilas
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son bacilos largos y rectos, de c€lulas separadas, en parejas o en empalizada. En las especies
heterofermentativas obligadas, la morfologia tipica es la de bacilos cortos, rectos y separados.
Algunas especies de lactobacilos productores de gas (L. fermentum o L. brevis) pueden
presentar una morfologia mezcla de bacilos largos y cortos, en el mismo cultivo ¢, incluso, en

una misma colonia (Kandler y Weiss, 1986).

Los cocobacilos pueden ser tan extremadamente cortos que pueden llegar a
confundirse con los Leuconostoc o estreptococos. De otra parte, algunos estreptococos
ligeramente alargados se han confundido durante mucho tiempo con lactobacilos (Garvie y
col., 1981). L.a divisién celular de los lactobacilos tiene lugar en un solo plano, mientras que la
tendencia a formar cadenas varia entre las distintas especies ¢, incluso, entre las distintas

cepas, dependiendo de la fase de desarrollo y del pH (Rhee y Pack, 1980).

IL. 3. 1. 1.- Motilidad

El género Lactobacilius comprende bacterias inmdviles, aunque algunas especies se ha
visto que son méviles por poseer flagelos peritricos. En cualquier caso su motilidad depende
del medio y de la edad del cultivo, y s6lo se observa en el momento del aislamiento,

perdiéndose al resembrarlas en diversos medios de cultivo.

II. 3. 1. 2.- Tincién

Quiza la caracteristica comun de éste género (al igual que en las bacterias ldcticas en
general) sea la reaccion positiva a la tincion de Gram. Sélo las bacterias de cultivos vigjos y las
detertoradas muestran resultados variables. Si se emplea la tincién de Gram o la del Azul de
Metileno pueden observarse granulaciones internas, sobre todo cuando se trata de lactobacilos

homofermentativos que forman bacilos largos. Observados con microscopia electrénica
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Eq los medios de cultvo liquidos las bacterias sedimentan rdpidamente cuando cesa su
desarrollo. El sedimento es liso y homogéneo, siendo muy rara la presencia de precipitados
granulares o mucilaginosos. Los lactobacilos no forman peliculas superficiales ni originan
olores especificos durante su crecimiente en los medios de cultivo ordinarios, a pesar de

contribuir al desarrollo del aroma de los alimentos fermentados. Este aroma es consecuencia de
la produccién de compuestos volatiles, como diacetilo y derivados, H9S y aminas, que se

liberan al medio durante e! desarrollo microbiano (Sharpe y Franklin, 1962).

IL. 3. 4.« Necesidades nutritivas

El género Lactobacillus, al igual que el resto de las bacterias lacticas, tiene unas
necesidades nutritivas muy complejos ya que necesitan como fuente de energia y de carbono,
ademads de hidratos de carbono. nucieétidos, aminodcidos y vitaminas. Todas las especies del
género, (salvo algunas cepas) requieren acido pantoténico y nicotinico, mientras que la tiamina
sélo es necesaria para el desarrollo de los lactobacilos heterofermentativos. Las necesidades de

vitaminas son variables dependiendo de la especie, pero la mayoria necesita riboflavina y, muy

pocas, biotina o vitamina Bo.

A pesar de necesitar medios muy complejos para su desarrollo, la mayor parte de los
componentes del género (sino todos) tienen en su genoma la informacién necesaria para
sintetizar todos los nutrientes citados. Ademds, se ha visto que los mutantes de L. casel
sintetizan determinados aminodcidos en medios carentes de los mismos (aunque crecen mucho
mds lentamente), dicha capacidad la pierden cuando crecen en medios mis complejos, lo que
acelera su velocidad de crecimiento (Morishita y col., 1974). Estos complejos requerimientos
nutritivos de los lactobacilos actuales reflejan la seleccidn natural de mutantes deficientes en

determinados rutas biosintéucas, lo que les permite crecer mds rdpidamente que las cepas
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originarias en medios de cultivo con muchos nutrientes

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

Los medios empleados para el crecimiento de los lactobacilos cubren sus necesidades
nutritivas y estan constituidos por hidratos de carbono fermentables, extractos de carne y
extracto de levadura. Ademds, la mayor parte de las especies necesitan otros compuestos
especificos que favorezcan su crecimiento; en algunos casos son esenciales para el desarrolio,
tal como ocuite con el jugo de tomate, manganeso, acetato y ésteres del acido oleico
(especialmente Tween 80). Los compuestos citados, excepto el jugo de tomate, forman parte
del medio de cultivo MRS (De Man y col., 1960) que es, sin duda, el méis utilizado para el

crecimiento de fos lactobacilos.

Por otra parte, algunos lactobacilos adaptados a sustratos muy particulares necesitan
factores de crecimiento especiales. Algunas especies aisladas del vino de arroz, necesitan dcido
D-mevalénico, mientras que L. sanfranciscus necesita un péptido de bajo peso molecular

aislado del extracto de levadura (Berg y col., 1981).

El pH del medio también influye en el crecimiento que es mayor en medios ligéramente
acidos, cuyo pH inicial varia de 6.4 a 4,5. El crecimiento se detiene cuando se alcanza un pH
de 4,0 a 3,6 dependiendo de la especie y cepa. La aireacidn también es importante ya que,
aunque la mayor parte de las cepas se desarrollan en condiciones normales de aerobiosts, €l

crecimiento serd éptimo bajo condiciones de anaerobiosis o microaerofilia. Pero, mds que la

anaerobiosis, 1o que influye en el crecimiento es la tensién de CO9 (mds incluso que a tension

de O9 ), considerindose optima la presencia de un 5-10% de CO9 (Kandier y Weiss. 1986).
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La temperatura de incubacién dptima, que fué uno de los criterios iniciales de
clasificacion de las bacterias ldcticas (Orla-Jensen, 1919}, también varia con la especie. La
mayor parte de las especies (mesofilas) tienen una temperatura éptima de crecimiento de 25-30
°C, con un limite superior de 40 °C. Algunas crecen a temperaturas menores de 15 °Cy, muy
raramente, a menos de 5 °C siendo el Iimite inferior los 4 °C, temperatura a la que crecen
algunas estreptobacterias atipicas de indudable interés bromatoldgico (Schillinger y Liicke,

1987a).

II. 3. 5.- Metabolismo

Desde el punto de vista metabdlico se considera que los lactobacilos se encuentran en
el limite entre el metabolismo anaerdbico y aerébico. No poseen quinonas isoprenoides
(excepto L. vamamashiensis y L. casel subsp. rhamnosus ) (Collins y Jones, 1981), ni

sistemas de citocromos con los que realizar la fosforilacion oxidativa tipica del metabolismo
aerébico. Sin embargo, poseen oxidasas y peroxidasas que oxidan el NADH7 utilizando al O)

como aceptor final de electrones. A pesar de no tener catalasas ni peréxido-dismutasas también
metabolizan los peréxidos mediante un sistema enzimatico catalizado por el Mg** (Gétz v

col., 1980).

los lactobacilos son de metabolismo esencialmente fermentativo; degradan las hexosas

utilizando dos vias enzimaticas (fig. 2.1):

19).- Via de Embden-Meyerhof (glucolisis), por la que convierten un mol de hexosa en

dos moles de dcido lactico (fermentacién homolictica).
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Figura 2. 1.- Representacidn esquemdtica de las rutas metabdlicas del género Lactobacillus.
(Adaptado de Kandler, 1983).
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2%).- Via del 6-fosfogluconato. por la que producen un mol de CO7, un mol de ctanol
(o de 4dcido acético) y un mol de dcido lictico (fermentacién heteroldctica).En condiciones de
aerobiosis, la mayor parte de las cepas vtilizan al Oy como aceptor final de electrones, mientras

no reducen et Acetil-CoA (Kandler, 1983).

El 4cido pirdvico es un metabolito intermediario de las dos rutas metabdlicas
fermentativas, siendo la cantidad de hexosa del medio la que regula el tipo de fermentacion, de
forma que st escasea éste azucar, la fermentacion homoldctica se convierte en heteroldctica con,
producidn final de 4cidos acético, férmico y de etanol (Thomas y col., 1979). El 4cido lactico
formado, puede oxidarse originando dcido acético y férmico mediante mecanismos no bien

conocidos (Kandler, 1983).

La diferencia entre lactobacilos home y heterofermentativos se encuentra en la
presencia o ausencta de los enzimas difosfofructo-aldolasa y fosfocetolasa. Asi, mientras los

lactobacilos heterofermentativos obligados sintetizan fosfocetolasa pero no aldolasa, los

homeofermentativos sintetizan aldolasa pero no fosfocetolasa.

Los lactobacilos heterofermentativos hidrolizan las pentosas gracias al enzima
fosfocetolasa, originando cantidades equimolares de los dcidos acético y lactico. Sin embargo,
algunos lactobacilos homofermentativos (Streptobacterium de Orla-Jensen) poseen un aldolasa
y un fosfocetolasa que se activan unicamente en presencia de pentosas, de manera que
hidrolizan las hexosas siguiendo la via Embden-Meyerhoff, originando dcido lictico, mientras

que las pentosas por la via del 6-fosfogluconato dan lugar a cantidades equimolares de dcidos
lictico y acético. pero no originan CO;, convirtiéndose asi en los denominados

heterofermentativos facultativos (Kandler, 1983).
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El 4cido lactico procedente de la fermentacion de los hidratos de carbono, posee una
configuracién D- o L- dependiendo de la estereoespecificidad del lactato deshidrogenasa
celular. En presencia de D- y L-lactato deshidrogenasas, el dcido lactico se produce en su
forma racémica (DL). Lo mismo que ocurre cuando coexisten L-lactato deshidrogenasa y
lactato racemasa inducible. Esta tdltima circunstancia es la que se produce en L. casei, L.
curvatus y L. sake (De Vries y col., 1970). La mayor parte de los enzimas no son alostéricos,
pero algunas especies (L. casei, L. curvatus, L. sake y L. bavaricus), poseen L-lactato
deshidrogenasas alostéricos cuyos activadores son la fructosa difosfato y el Mnt+ (Hensel y

col., 1977).

Los lactobacilos también emplean los hidratos de carbono con otros fines ademds de la
obtencidn de energia. La sacarosa se utiliza en la siniesis de mucopolisacdridos y la fructosa
puede utilizarse como aceptor de electrones dando tugar a la formacién de manitol. La mayoria
de los monosacdridos y oligosaciridos que utilizan las células como fuente de energia proceden
del medio extracelular, penetrando en su interior con ayuda de permeasas especificos, no
obstante, en algunas especies la lactosa y la galactosa se transportan mediante un sistema
enzimdtico fosfoenol piruvato fosfotransferasa (PEP-PTS) (Chassy y Thompson, 1983).
También se conocen otros sistemas de transporte activo de aminas y aminodcidos (Law y

Kolstad, 1983).

II. 3. 6.- Consideraciones taxondmicas; Clasificacién

Para la clasificacion de las distintas especies del género Lactobacillus se han
considerado numerosos pardmetros, entre los que se encuentran la determinacidn de fos tipos
de peptidoglicano de la pared celular (Willians, 1973), la fermentacién de los azdcares y la
temperatura de crecimiento (Schillinger y Liicke. 1987b). la movilidad electroforética de

diversos enzimas (London, 1976), el andlisis inmunoldgico de las lactato deshidrogenasas
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homdlogas (London, 1976), el grupo antigénico (Sharpe, 1970), la determinacion de los
1sémeros de dcido lactico y, por Gltimo, la de hibridacion del DNA, que es la mds emplea da en
la actualidad para determinar la proximidad filogenética entre dos especies (Simonds y col.,

1971).

El primer intento de clasificacién de los lactobacilos lo realizé Orla-Jensen (1919),
quién los dividié en tres géneros distintos segun las temperaturas optimas de crecimiento y los
productos finales de su metabolismo fermentativo. Estos tres géneros, ("Thermobacterium ",
“"Streptobacterium " y "Betabacterium” ), ya no aparecen como tales en la iiltima edicién del

"Bergey's Manual of Systematic Bacteriology” (Kandler y Weiss., 1986) al considerarse que

la division de Orla-Jensen no origina grupos homogéneos desde el punto de vista filogenético.

Asi, y a pesar de que la mayoria de las especies de cada uno de los grupos actuales
(denominados I, II y III ) coincide con las caracteristicas de las "termobacterias”,
"estreptobaterias” y "betabacterias" respectivamente, algunas de las especies descubiertas
recientemente no cumplen dichas caracteristicas. L.a clasificacién en tres grupos se realiza en

virtud de su metabolismo fermentativo.

I1. 3. 6. 1.- Grupo I.- Homofermentativos obligados

Este grupo se encuentra formado por dos subgrupos de especies relacionadas entre si:
en el primero se encuentran L. delbrueckii, L. bulgaricus, L. luctis 'y L. leichmannii, mientras
en el segundo aparecen L. acidophilus, L. gasseri y L. crispatus . Dicho grupo comprende la

mayor parte de las termobactenas de Orla-Jensen.
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II. 3. 6. 2.- Grupo 11.- Heterofermentativos facultativos

El grupo lo integran tres subgrupos: Uno primero, representado mayoritariamente por
L. plantarum, un segundo con distintas subespecies de L. casel y un tercero que comprende a
L. sake, L. curvatus y L. bavaricus . Los dos primeros subgrupos de esta divisién se
corresponderian con las antiguas "estreptobacterias”, mientras el tercero comprenderia las

denominadas "estreptobacterias atipicas” (Thornley y Sharpe, 1959).

II. 3. 6. 2. 1.- Estreptobacterias atipicas

Las dos primeras especies de éste grupo, L. sake y L. curvatus, muestran un alto
porcentaje de homologia segin las técnicas de hibridacion del DNA. Ademds, las dos poseen
una racemasa inducible por 4cido lictico, que convierte el dcido L{+)-ldctico en dcido lictico
racémico (Kandler y Weiss, 1986). Esta circunstancia, y otras caracteristicas fenotipicas
diferencian éstas dos especies del tercer componente del grupo, L. bavaricus. La diferenciacidn
entre L. sake y L. curvatus se fundamenta en su capacidad de utilizar diversos azicares
(Schillinger y Liicke, 1987b). Este subgrupo también se considera como los "lactobacilos
psicrotofos verdaderos” (Reuter, 1981), al ser los que se desarrollan a temperatura mds baja de
todos los lactobacilos (2-4 °C). Otra caracteristica que las diferencia de las estrepto- bacterias

tipicas es su aspecto cocoide cuando se siembran en medios sélidos (Reuter, 1981).

[1. 3. 6. 2. 1. 1.- Lactebacilius sake

Lactobacillus sake recibe esta denominacion (Katagin y col.. 1934) por haberse
aislado por primera vez de este producto japonés, siendo sus principales caracteristicas
(Champomier y col., 1987) las de poseer una morfotogia cocobacilar ligeramente curvada y

regular, sobre todo en la fase estacionaria, con un tamano de 0,8-1 gm de ancho por 2-3 pum
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de largo y por desarrollarse aislado o en cadenas cortas. Heterofermentativo facultativo,
produce los isémeros D- y L- del dcido lctico, se desarrolla a 2-4 °Cy 15 °C, pero no a 45
°C, crece a pH 3.9 y en medios con un 8% de NaCl, pero no cuando tienen un 10% de NaCl y
utiliza los siguientes hidratos de carbono: D-ribosa, D-galactosa, D-glucosa, D-fructosa,
D-manosa, N-acetilglucosamina, D-melibiosa, D-trealosa, sacarosa y gluconato, pero no estos
otros: dulcitol, inulina, D-melicitosa, D-rafinosa, glucégeno, D-tagatosa, L-fucosa, D-arabitol,
D-arabinosa, D-xilosa, L-sorbosa, ramnosa, D-manitol y sorbitol. L. sake también se ha
aislado de ensilados, carne, embutidos crudos madurados (Schillinger y Liicke, 1987b, 1989)

y de productos cdrnicos envasados al vacio.

IL. 2. 6. 3.- Grupo 1IL.- Heterofermentativos obligados

Este grupo lo forman casi integramente las "betabacterias” de Orla-Jensen, a las que se
han unido otras especies de reciente descubrimiento y comprende 18 especies entre las que
destacan: L. bifermentans, L. viridescens, L. sanfranciscus, L. fermentum, L. reuteri, L.
confusus, L. brevis, L. halotolerans, L. kefir y L. fructivorans.. En la tltima edicién del
Bergey's Manpual of Systematic Bactertology (Kandler y Weiss,1986) también se incluye en
este grupo a L. divergens, aunque actualmente se admite que esta especie pertenece al género

Carnobacterium.

I1. 3. 7.- Ecologia, habitats v biotecnologia

El género Lactobacillus, como el resto de las bacterias ldcticas, se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza debido a que es capaz de desarrollarse en las
condiciones ambientales mas diversas, siempre y cuando existan en ¢l medio los complejos
nutrientes que necesita (hidratos de carbono, péptidos y aminodcidos, dcidos nucleicos y

vitaminas). El desarrollo en anaerobiosis y entre un amplio intervalo de temperaturas (2-45
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°C), asf como su tolerancia a una tension de 09 baja, permite detectarlos en los mds variados

habitats, como en los ensilados y productos fermentados vegetales, zumos de frutas, cerveza,
vino (Whitting, 1975; Sharpe, 1981: Kandler, 1984), queso (Botazzi y col., 1973), yogur
(Davis, 1975) y otras leches fermeniadas (Kandler v Kunath, 1983), productos cdrnicos
refrigerados (Reuter, 1975), embutidos crudos curados y productos cirnicos envasados al
vacio (Holzapfel y Gerber, 1983). También se han aislados de pescados (Cone, 1982) del
tracto gastrointestinal y urinario de personas y animales (Sharpe y col., 1973, Sharpe, 1981;
Denty Willians, 1982}, asi como del estiércol y de 1as aguas residuales (Okada y col., 1979;

Weiss y col., 1981).

El efecto beneficioso de €stos microorganismos al impedir de diversas maneras el
desarrollo de otros microorganismos patégenoso alterantes, asi como los cambios
organolépticos y nutritivos favorables que originan al muliiplicarse en diversos sustratos,
hacen que algunas especies del género Lactobacilfus se hayan utilizado desde hace tiempo en
la elaboracion de alimentos fermentados (yogur, kefir, leches acidificadas, embutidos crudos
curados) y ensilados. Son microorganismos tecnoldgicos indispensables y seguirdn siéndolo
en la futura tecnologia de los alimentos y, sin duda, aumentard su interés en salud humana y

animal.

II. 4.- Actividad antimicrobiana de las bacterias licticas

La actividad antimicrobiana de las bacterias ldcticas se conoce desde hace tiempo, st
bien de una forma empirica. Hasta hace muy poco tiempo no se inicié el estudio cientifico del
mecanismo, o los mecanismos mediante los que las bacterias lacticas manifiestan su actividad

antimicrobiana.

Actualmente se piensa que el primer mecanismo antimicrobiano ejercido por las

L
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bacterias lacticas podria ser el de la simple competencia por los nutrientes, como consecuencia
de las distintas velocidades de crecimiento de los microorganismos, es muy posible que una
determinada especie bactertana de crecimiento rdpido agote los nutrientes criticos presentes en
el sustrato, perjudicando la existencia de otros microorganismos. Este sistema no es exclusivo

de las bactenas licticas, aunque si los son los que a continuacion se detalian.

IL 4. 1.- Actividad antimicrobiana de los dcidos orgdnicos

Como consecuencia de su metabalismo fermentativo, las bacterias ldcticas sintetizan

acidos orgdnicos, lo que se acompaiia de una notable caida del pH del medio.

La accidén antimicrobiana de los dcidos orgdnicos puede deberse a tres factores

(Beuchat y Golden, 1989):

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

microorganismos 4cido-sensibles.

29).- A la actividad antagonista de la forma no disociada del 4dcido que penetra en el

interior de las células e inhibe algunas reacciones enzimdaticas metabolicamente importantes.

3%).- A la accidn especifica de los dcidos orgdnicos, ya que los de mas de 4 dtomos de
carbono aumentan su actividad antimicrobiana a medida que lo hace la longitud de la cadena.
No obstante, la escasa liposolubilidad de los dcidos de mds de 8 dtomos de carbono,

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

Los acidos orgdnicos de cadena corta, como el ldctico y acético, son lipofilicos cuando

no estan disociados, por lo que pueden penetrar al interior de los microorganismos

36



REVISION BIBLIOGRAFICA

disminuyendo el pH intracelular, alterando sustratos enzimdticos € inhibiendo funciones
metabdlicas esenciales como la fosforilacidn oxidativa (Baird Parker. 1980). El que el dcido
acético sea mds inhibidor en mohos y levaduras (Baird Parker, 1980) que el lactico podria
deberse a que a pH 4,0-4,6 (el natural del entorno donde se desarrollan las bacterias lacticas)
este dcido estd entre 2 y 4 veces menos disociado que el lactico (Lindgren y Dobrogosz,
1990). Los dcidos acético y lactico pueden actuar sinérgicamente inhibiendo el crecimiento de
salmonelas (Rubin, 1978) y levaduras (Moon, 1983) ya que el bajo pH que proporciona el
dcido ldctico aumenta la concentracién del dcido acético no disociado. Otros dcidos producidos
por las bacterias lcticas en diversos sustratos, como férmico, citrico y mdlico, tienen una

actividad antimicrobiana menor que los citados.

I1. 4. 2.- Actividad antimicrobiana de componentes inorgdnicos

Las bacterias l4cticas también producen otros compuestos antimicrobianos como CO»,

H» O y el diacetilo.

IL. 4. 2. 1.- Diéxido de carbongo

El CO9 producido como consecuencia del metabolismo heterofermentativo obligado

ejerce su accion antibacteriana creando un ambiente anaerdbico al reemplazar el Oy, impidiendo

asi el desarrollo de los microorganismos aerébios obligados, o bien mediante una actividad
inhibidora intrinseca y variable segin el microorganismo de que se trate (Clark y Takacs,

1980).

Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo intime por el que el CO9 ejerce su

accion antimicrobiana, quizd se deba al efecto de dicho compuesto en la inhibicién de
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descarboxilaciones enzimdticas (King y Nagel, 1975) o por aciimulo dei CO» en la bicapa

tipidica de la membrana celular, alterando su permeabitidad (Eklund, 1984).

I1. 4. 2. 2.- Peréxido de hidrégeno

Algunas bacterias ldcticas sintetizan H7O9 en presencia de oxigeno gracias a la

actividad de determinadas flavoprotein-oxidasas o NADH-peroxidasas. Este HyO9 se
acumula en el medio exocelular ya que las bacterias lacticas carecen, de actividad catalasa
(Kandler y Weiss, 1986). l.a produccién de HpO9 por las bacterias ldcticas depende de 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 HpO7 producido por las bacterias
ldcticas, en diversas cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas spp. El efecto bactericida
del H9O7 se atribuye a su potente accién oxidante en la célula bactenana (Fooster y col., 1957)

y a la destruccidn de estructuras moleculares basicas de las proteinas celulares (Sykes, 1965).

Asimismo, algunas bacterias ldcticas presentes en la leche, activan el sistema

antibacteriano de la lactoperoxidasa (Bjorck, 1985), debido a la sintesis en aerobiosis de Hy(Oy

{Carlsson y col., 1983). La actividad antimicrobiana del H2O» es variable, no afectando

practicamente a las bacterias Gram-positivas entre las que se incluyen las bacterias ldcticas,
mientras que las Gram-negativas, como Escherichia coli, Salmonella spp. y Pseudomonas
spp- son muy sensibles a su actividad (Bjorck, 1985). Se cree que el efecto antimicrobiano del
sistema lactoperoxidasa se debe a la oxidacion de los grupos -SH de algunos enzimas
metabolicos vitales. como [a hexoquinasa, aldolasa y gliceraldehido-3P deshidrogenasa

(Bjorck, 1985).
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I1. 4. 2. 3.- Diacetilo

Algunas especies de bacterias ldcticas producen, a partir del citrato, diacetilo
(2,3-butanodiona) (Jay,1982), siguiendo la via del piruvato que es ¢l metabolito intermediario
(Kandler, 1983). A pesar de que el metabolismo de las hexosas inhibe 1a produccion de
diacetilo, éste se acumula en el medio y, ademds de generar el aroma que caracteriza a ciertos
productos como la mantequilla, ejerce una actividad inhibidora sobre un gran nimero de
microorganismos, tanto Gram-positives como Gram-negativos (Jay, 1982). Esta actividad se
favorece cuando el pH del medio es bajo (Jay, 1982). El diacetilo inhibe el desarrollo de los
microorgantsmos Gram-negativos al interaccionar con el metabolismo de la arginina,

impidiendo la utilizacién de éste aminodcido (Jay. 1986).

I. 4. 2. 4.- Reuterina

Lactobacillus reuterii es el Gnico lactobacilo y quizas la tinica bacteria, que produce
reuterina y la libera en el medio exocelular como consecuencia del metabolismo anaerdbico del

glicerol.

La reuterina (Axelsson y col., 1989), es una sustancia antimicrobiana activa frente a
bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, levaduras, hongos y protozoos. Quimicamente es
una mezcla homogénea de mondmeros, monomeros hidratados y dimeros ciclicos del aldehido
3-hidroxipropidnico (Talaricco y Dobrogosz, 1990) que proceden del glicerol mediante una

reacciéon catalizada por una coenzima glicerol-deshidratasa dependiente de la vitamina By

(Talaricco y Dobrogosz, 1990; Talaricco y col., 1990). De ésta forma L. reuterii s la Gnica
bacteria conocida capaz de utilizar el glicerol como aceptor alternativo de hidrégeno durante la
fermentacién de los hidratos de carbono, produciendo mayor cantidad de aldehido

3-ldroxipropidnico del que es capaz de reducir, por lo que éste se libera en el medio
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extracelular donde manifiesta su actividad antimicrobiana. Entre los microorganismos sensibles
a esta sustancia se encuentran Salmonelia sp., Shigella sp., clostridios, estafilococos,

listerias, candidas y tripanosomas.

IL. 4. 3.- Efecto antimicrobiano de las bacteriocinas v sustancias afines

La primera noticia sobre la produccién por las bacterias ldcticas de sustancias
antagonistas, distintas de los productos finales del metabolismo microbiano, se atribuye a
Rogers (1928), quien describié la actividad antimicrobiana de Streptococcus lactis
(actualmente Lactococcus lactis ) sobre L. acidophilus . Desde entonces se han identificado un
cierto namero de sustancias proteicas, con actividad antimicrobiana sobre otros
microorganismos. Este grupo estd constituido por una serie de sustancias de composicién

quimica, mecanismo de accidn y espectro antimicrobiano variable.
Por la importancia que tiene este grupo de sustancias, al que pertenece ¢l agente
antimicrobiano aislado y caracterizado parciaimente en este trabajo, sednos permitido describir

y revisar con cierto detalle sus aspectos mds sobresalientes.

IL. 5.- Bacteriocinas: Definicidon

Las bacteriocinas se definen como proteinas o complejos de naturaleza proteica con
accién bactericida en microorganismos filogenéticamente muy préximos a la bacteria
productora (Tagg y col., 1976). Este grupo heterogéneo de sustancias, generados tanto por
microorganismos Gram-positivos como Gram-negativos, varia mucho en propiedades

broquimicas, espectro antimicrobiano y mecanismo de accion.
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IL. 5. 1.- Deteccién de bacterias productoras de bacteriocinas

La deteccidn de bacterias con actividad antimicrobiana, atribuible a las bacteriocinas, se
realiza en dos fases o etapas: 1).- deteccién de la cepa productora de la actividad antagonista, y
2).- diferenciacién de la actividad antimicrobiana debida a las bacteriocinas de otras posibles

causas de inhibicidn.

11. 5. 1. 1.- Deteccién de las cepas productoras

Si lo que se pretende es detectar la posible actividad antimicrobiana de un gran nimero
de bacterias licticas aisladas de diversos sustratos alimentarios, el método de eleccién consiste
en utilizar la denominada "prueba general de antagonismo”, que se realiza en un medio de
cultivo sélido en el que se observan facilmente los halos resultantes de la inhibicién del
desarrollo de un microorganismo indicador producida al crecer en la misma placa cada una de
las bacterias ldcticas aisladas. Los métodos experimentales més utilizados son el "antagonismo
directo” y el "antagonismo diferido" (Tagg y col.,1976). En cualquier caso, se basan en la
siembra de colonias aisladas de la cepa problema en un medio sélido apropiade, sobre el que

se deposita una capa de medio sélido o semisélido que Heva el microorganismo indicador.

II. 5. 1. 2.- Prueba del antagonismo directo

La prueba mds sencilla y utilizada se basa en el método desarrollado por Gratia (1946).
En este caso, la cepa problema y el cultivo indicador se desarrollan simultineamente y la
visualizacion de la actividad antimicrobiana sélo es posible si se produce durante las primeras
fases de crecimiento de la cepa problema (Tagg y col.,1976). También es importante la
densidad del cultivo indicador utilizado (Kuttner, 1966). El cultivo indicador se deposita en las

placas inmediatamente después de inoculadas con 1a cepa problema.
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Una variante de éste método consiste en cortar poctllos en las placas de medio solido y
rellenarlos con una gota del mismo medio conteniendo la cepa problema. Una vez solidificado

el agar del pocillo se siembra sobre la placa el microorganismo indicador (Tagg v col., 1976).
Pero quizas el método de eleccidn sea el empleado por De Klerk (1967). En esta
variante la cepa problema se siembra en profundidad, con un asa de platino o un palillo, en el

medio de cultivo sélido y después se inocula su superficie con el microorganismeo indicador.

1I. 5. 1. 3.- Prueba del antagonisme diferido

En esta prueba la bacteria problema se siembra y desarrolla en placas de medio sélido,
durante un periodo de tiempo dado, inactiviadola a continuacién por exposicién al calor o al
cloroformo. Mds tarde, el cultivo indicador mezclado con agar semisélido, se siembra en las
placas inactivadas como queda dicho (Fredencq, 1948; Barefoot y Klaenhammer, 1984). Este
sistema tiene la ventaja de permitir el crecimiento de 1a bacteria problema y del indicador en
condiciones optimas de temperatura ya que la incubacién no es simultinea. No obstante, puede
ocurrir que el cultivo indicador sea sensible a los métodos que inactivan el cultivo problema

(Tagg y col., 1976).

IL. 5. 2.- La accién de las bacteriocinas y su diferenciacion de otras posibles causas de

inhibicién

Los métodos antes descritos no garantizan que la actividad antimicrobiana 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 metabélicos con actividad antimicrobiana.
Consecuentemente, la bacteria problema que interesa se siembra en un medio liquido que se
cultiva en condiciones éptirmas para la producciéon mdxima de actividad antimicrobiana. Tales
condiciones se determinarin experimentalmente ya que no tienen porqué coincidir con las
optimas de crecimiento (Tagg y col., 1976), a continuacidn se esteriliza ¢l medio de cultivo por
filtracidn para eliminar la posible presencia de bacteridfagos (Tagg y col., 1976), que podrian
ser os responsables de los halos de inhibicién observados al cultivar las bacterias problema

con el microorganismo indicador.

La actividad antagonista del HpOy que pudiera producir la cepa de interés se elirna
incubando el microorganismo en anaerobiosis estricta (Schillinger y Liicke, 1989), o también
anadiendo al medio de cultivo catalasa (Su, 1949) o peroxidasa (Holmberg y Hallander,

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

Finalmente, la acidez del medio de cultivo se neutraliza tratdndolo con una solucién

basica fuerte (Tramer, 1966).

De esta manera, una vez eliminadas otras causas de inhibicidn distintas de las
bacteriocinas, se evalda la actividad antimicrobiana de los medios de cultivo libres de células.

Esto se realiza de tres formas:

1).- Depositando una gota del medio liquido problema neutralizado, en una placa de
Petri con agar semisdlido en la que se desarroiia el microorganismo indicador (Daeschel y

Klaenhammer, 1985).

2).- Practicados unos pocillos en placas de medio sélido, se recubre su superficie con

agar y se deposita una gota del medio liquido problema previamente neutralizado, se deja
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transcurrir un tiempo suficiente para que difunda y, finalmente, se rellenan los pocillos con
agar y se deposita en ellos el microorganismo indicador (Daeschel y col., 1990; Ahn y Stiles,
1990a); también se puede separar el agar de la placa de Petri que lo contiene y , después de
invertido, se siembra el microorganismo indicador en la otra cara de la capa de agar (Tagg y

McGiven, 1971; Schillinger y Liicke, 1989).

3).- Saturando un disco de papel de filtro con una cantidad suficiente del medio liquido
neutralizado. Una vez seco el disco, se coloca sobre el microorganismo indicador sembrado en

agar semisélido (Bhunia y col., 1987; Bhunia y col., 1988).

IL. 5. 3.- Produccién 6ptima de bacteriocinas

Tanto la composicidn de los medios de cultivo, como las condiciones de desarrollo
necesarias para una produccidn éptima de bacteriocinas varian de unas bacterias productoras a
otras (Tagg y col., 1976). Asi por ejemplo, algunas bacteriocinas sélo se producen cuando el
microorgansimo se cultiva en medios sdlidos o semisdlidos (Geis y col., 1983), mientras que
otras bacterias productoras necesitan suplementos especificos como extracto de levadura
(Nielsen y col., 1990) o glucosa (Bhunia y col., 1987). Los medios semisintéticos, de
composicién mds sencilla. se emplean para favorecer las labores de purificacién de las
bacteriocinas (Bhunia y col., 1987). La temperatura, el tiempo de incubacién el cultivo con
agitacion o estacionarto también influyen en la produccién de bacteriocinas (Biswas y col.,

1991).

I1. 5. 4.- Purificacién

En la caracterizacion bioquimica parcial de las bacteriocinas se necesita su purificacion

previa a partir del medio de cultivo libre de células en el que se encuentra ia sustancia
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inhibidora. Con esta purificacion se pretende separar la sustancia activa del resto de
componentes del medio de cultivo y de las células que en €l crecieron. Debido a la
heterogeneidad de estas sustancias es muy dificil establecer un protocolo modeio de
purificacién, cada tipo de bacteriocina requiere una técnica especifica que debe determinarse

empiricamente, al igual que las condiciones de cultivo, (Tagg y col., 1976).

En general, el primer paso de la purificacién de las bacteriocinas consiste en
concentrarlas en el medio de cultivo neutralizado mediante precipitacién con sales, acidos o
etanol, didlisis o liofilizacién. Una vez obtenido ¢l concentrado, se procede a la separacién de
los distintos compuestos por su tamano molecular (cromatografia de filtracidn, ultrafiltracion,
centrifugacion, etc.) o por su distinto potencial eléctrico (cromatograffa de intercambio i6nico,

electroforesis, etc.).

El dnico punto en el que coinciden todos los métodos de purificacién es en la pérdida
de actividad, a veces masiva, durante la purificacion de las bacteriocinas (Tagg y col., 1976).
Por eso es importante determinar, en cada paso del proceso de purificacién, la cantidad de
proteina y su actividad especifica (actividad inhibidora/mg de proteina) a fin de evitar aquellos

pasos que impliquen una gran pérdida de actividad (Tagg y col., 1976).

il. 5. 5.- Propiedades de las bactenocinas de las bacterias ldcticas

. 5. 5. 1.- Compeosicién guiinica

Las bacteriocinas son, segun la definicién de Tagg y col. (1976}, sustancias
antagonistas de naturaleza proteica. Por tanto, la inhibicidén o desaparicién de la actividad
antagonista mediante la utilizacién de enzimas proteoliticos es definitiva para catalogar a una

sustancia whibidora como bacteriocina. No obstante, aunque las bacteriocinas suelen ser
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moléculas sencillas (agregadas o no), algunas presentan en su composicién al menos durante
los estadios previos a su purificacidn, ademds de proteina, componentes lipidicos y/o

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

I1. 5. 5. 2.- Propiedades fisicas

El peso molecular de estas sustancias varia desde los 2.700 daltons de la pediocina
AcH (Bhunia y col., 1988), hasta los 37.000 daltons de la helveticina J que puede Hegar a
formar agregados de hasta 300.000 daltons; agregados de éste tamaiio sélo se separan
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE)
(Joerger y Klaenhammer, 1986). El peso molecular suele determinarse por cromatografia de
filtracion en geles empleando agentes disociantes para evitar la formacién de agregados
(Pulusani y col., 1979; Joerger y Klaenhammer, 1986) también puede hacerse por

electroforesis en SDS-PAGE (Bhunia y col., 1987).

Una caracteristica que pricticamente la presentan todas las bacteriocinas es su
termoestabilidad (West y Warner, 1988; Daeschel y col., 1990; Schillinger y Liicke, 1989);
sin embargo, esta caracteristica es dificil de cuantificar, ya que depende de su grado de
purificacién, del pH, de la fuerza i6nica y de la presencia de moléculas termoprotectoras (Tagg

y col., 1976).

. 5. 5. 3.- Espectro de accién

En cuanto a su espectro de accién, las bacteriocinas se han dividido arbitrariamente en

dos tipos (Klaenhammer, 1988):

1°).- Bacteriocinas con un espectro de accién muy restringido, limitado a especies
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bacterianas muy relacionadas filogenéticamente con la cepa productora, lo que concuerda con
la definicién cldsica de bacteriocinas (Tagg y col., 1976) y entre las que se incluyen muchas

bacteriocinas caracterizadas hasta ahora, como la diplococina, lactacinas B y F y lactocina 27.

2%).- Bacteriocinas con un espectro mas amplio activas, ademis de frente a las especies
con ellas relacionadas, frente a otras bacterias Gram-positivas. Como ejemplo de este grupo se
cita [a nisina, que impide [a esporulacién y crecimiento de especies bacterianas de 1os géneros
Clostridium y Bacillus. No obstante, todavia no se han descrito bacteriocinas activas frente a

bacterias Gram- negativas (Klaenhammer, 1988).

I1. 5. 5. 4.- Mecanismo de accién

El mecanismo de accién suele determinarse adicionando la sustancia, mas o menos
purificada, a un cultivo liquido en crecimiento inoculado con una poblacién determinada del
microorganismo sensible. Durante su incubacién (microoganismo+ bacteriocina), se toman
muestras a intervalos de tiempo regulares y se determinan las bacterias viables mediante
recuentos en placa. La sustancia serd bactericida si disminuye el nimero de microorganismos

viables y bacteriostdtica si los recuentos se mantienen constantes,

Segin la definicién clasica de Tagg y col. (1976), las bacteriocinas son bactericidas
para los microorganismos sensibles. El mecanismo mediante el que ejercen esta accion no es
bien conocido ya que, aunque algunos autores (Tagg y col., 1976) describen esta actividad en
dos etapas: a).- adsorcidn a la pared bacteriana y b).- destruccién de la pared bacteriana
seguida de lisis celular, otros (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Harding y Shaw, 1990) han
puesto de manifiesto la adsorcién de la bacteriocina incluso en las paredes de bacterias
resistentes; por tanto, la actividad antimicrobiana no estaria ligada a la presencia de receptores

especificos en la pared celular.
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También se han descrito sustancias con caracteristicas idénticas a las bacteriocinas,
pero cuyo mecanismo de accién es bacteriostitico. Entre ellas se encueniran la lactocina 27
(Upreti y Hinsdill, 1975) y otras todavia no caracterizadas bioquimicamente (Raccach y col.,
1989). El mecanismo por ¢l que la lactocina 27 ejerce su accion bacteriostdtica se debe a su
adsorcidn a la pared celular de las bacterias sensibles y a la posterior inhibicién de la sintesis

proteica celular sin afectar a la del ADN, ARN ni ATP.

II. 5. 6.- Regulacién genética

Una de las cuestiones sobre las que los investigadores han puesto mayor €nfasis en los
altimos anos es la de caracterizacidn genética, a nivel molecular, de la producciéon de
bacteriocinas. De hecho, los ensayos destinados al estudio de los determinantes genéticos que
regulan su produccién y la resistencia a su accién, asi como el estudio de los mecanismos de
transferencia genética de éstos determinantes han contribuido significativamente al desarrollo y

aplicacion de las modernas técnicas genéticas (Klaenhammer, 1988).

Se ha demostrado con ello que la produccidn y la resistencia a las bacteriocinas suele
encontrarse codificada en pldsmidos, generalmente en un mismo plismido (Klaenhammer,
1988). Pero la produccion de bacteriocinas no estd siempre codificada en estos elementos
genéticos. Asf por ejemplo, la lactacina B producida por L. acidophilus N2 no se encuentra
asoclada a la presencia de pldsmidos y lo mismo ocurre con la lactacina F (Barefoot y
Klaenhammer, 1984). Tampoco se ha determinado la existencia de pldsmidos n1 de otros
elementos genéticos extracromosomales en la produccién de la lactostrepeina Las 5 de L. lacis

subsp. cremoris (Dobrzanski y col., 1982).

Pero como ya se ha dicho, son numerosos los investigadores que han comprobado que

la produccién de bacteriocinas se encuentra ligada a la presencia de plasmidos. De esta forma.
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la diplococina de L. lactis subsp. cremoris 346 se halla ligada a un pldsmido de 54
Megadalions (Davey, 1984), mientras la pediococina A de P. pentosaceus FBB61 estd
codificada en un pldsmido de 13,6 Megadaltons (Daeschel y Klaenhammer, 1985). Asimismo
la produccién de n;sina por diversas cepas de L. factis se encuentra codificada en un plasmido
de 28-30 Megadaltons, en el que también se codifica la resistencia a dicha bacteriocina y la

fermentacién de la sacarosa (Gonzalez y Kunka, 1987).

Ademds, no sélo se han identificado los plasmidos que codifican la sintesis de
bacteriocinas, sino que se ha llegado, incluso, a clonar los genes responsables de su
produccién y de la resistencia a la accién de dicha bacteriocina en otras bacterias receptoras
(Van Belkum y col., 1989), determindndose la secuencia de nucledtidos de los operones que

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

El rapido desarrollo de las tecnologias genéticas en los hltimos anos puede permitir el
desarrollo de bactenas lacticas de interés portando plasmidos de produccién y resistencia a las
bacteriocinas, facilitando su supervivencia al crecer con otras bacterias carentes de éstos
plasmidos (Klaenhammer, 1988). Estas técnicas también permitirian expresar en una misma
bacteria los determinantes de varias bacteriocinas, pero no ya sélo de las bacteriocinas de otras
bacterias ldcticas, sino de otras especies bacterianas distintas, con lo que ¢l espectro
antimicrobiano de las bacterias lcticas se veria notablementie aumentado. Ademds se les podria
proporcionar resistencia frente a todos los compuestos antimicrobianos lo que supondria una
ventaja adicional al poder crecer en un medio hostil (Klaenhammer, 1988). El empleo de estas
metodologias genéticas en la produccién y "mejora” de las bacterias lacticas productoras de
bacteriocinas (sobre todo en las cepas de mayor interés industrial), abre unas perspectivas
prometedoras a la industria de fermentacion y conservacion de alimentos (Klaenhammer,

1988).
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I1. 5. 7.- Bacteriocinas de las bacterias lcticas

Practicamente todos los géneros de las bacterias lacticas presentan especies o cepas

productoras de bacteriocinas:

IL. 5.7. 1.- Bacteriocinas producidas por especies del género Lactobacillus

.a primera especie de este género en la que se identificé una actividad antimicrobiana
asociada a una bacteriocina fué en L. fermentii (De Klerk y Goetzze, 1961). A partir de
entonces se han identificado y, en algunos casos caracterizado, sustancias de éste tipo en otras

especies del género.

a) L. helveticus .- Se conocen dos bacteriocinas producidas por esta especie, la

lactocina 27 (Upretti y Hinsdill, 1973), y la helveticina J (Joerger y Klaenhamer, 1986).

b) L. acidophilus .- A la primera sustancia con actividad bacteriocina identificada en
esta especie se le denomind acidofilina (Vicent y col., 1959), aunque mds tarde se identificaron
la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1984) y la lactacina F (Munana y Klaenhammer,

1991).

¢) L. plantarum .- En esta especie se han descrito tres bacteriocinas, fa lactolina
(Kodama, 19352), la plantaricina SIK-83 (Andersson y col., 1988) y la plantaricina A
(Daeschel y col., 1990).

d) L. sake .- En los iltimos anos y de forma casi simultdnea se han identificado dos
bacteriocinas producidas por microorganismos de esta especie, la sakacina A (Schillinger y

Liicke, 1989), y la lactocina § (Mprtvedt y Nes, 1990).
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También se ha citado la produccién de bacteriocinas en L. delbrueckii subsp. lactis
(Toba y col., 1991}, L. bulgaricus (Abdel-Bar y col., 1987) y en cepas de lactobacillos
aislados a partir de intestino humano (Silva y col, 1987) y de la fiora vaginal saprofita

(McGroarty y Reid, 1988).

I1. 5. 7. 2.- Bacteriocinas producidas por especics del género Lactococcus

LLa nisina producida por L. lactis subsp. lactis es, quizd, la bacteriocina mejor
identificada y caracterizada de todas las producidas por las bacterias ldcticas (Hurst, 1981). No
obstante, ademds de la nisina se han descrito otras bacteriocinas, como la diplococina
producida por L. lactis subsp. cremoris (Davey y Richardson, 1981) y las lactostrepcinas,
distintas a la nisina y producidas por diversas cepas de L. factis subsp. lactis y L. lactis
subsp. cremoris (Kozak y col, 1978; Dobrzanski y col, 1982). También se han identificado,
en otras especies de este género, 8 tipos diferentes de bacteriocinas que son claramente

distintas de la nisina y las lactostrepcinas, (Geis y col., 1983).

I1. 5. 7. 3.- Bacteriocinas producidas por especies del género Pediococcuis

Los primeros indicios de produccidn de bacteriocinas por parte de este género datan de
mediados de los afios 70, cuando se identificé una actividad inhibidora distinta del HpO2 en

una cepa de P. cerevisae (Fleming y col., 1975). Posteriormente se ha caracterizado la
pediococina A de P. pentosaceus (Daeschel y Klaenhammer, 1983) y las pediococina PA-1
(Gonzalez y Kunka, 1987) y pediococina AcH (Bhunia y col., 1988) producidas por P.

actdilactict.

51



REVISION BIBLIOGRAFICA

11. 5. 7. 4.- Bacterio¢

Aunque es un género de nueva creacton (Collins y col., 1957), ya se ha descrito la
produccién de bacteriocinas por C. piscicola (Ahny Stiles, 1990) y C. divergens (Schillinger

y Holzapfel, 1990).

II. 5. 7. 5.- Bacteriocinas producidas por especies del género Leuconostoc

A este género solamente se le atribuia actividad inhibidora debida a la produccién de

dcidos orgdnicos y diacetilo, hasta que se ha caracterizado Ia produccién una bacteriocina por

una cepa de Leu. gelidum (Harding y Shaw, 1990; Hasting v Stiles, 1991).
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CAPITULO 111

MATERIALES
Y
METODOS
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[ii. 1.- MATERIALES

[11. 1. 1.- Material bioldgico

i 1. 1. 1.- Microorganismos empleados

Las bacterias ldcticas utilizadas en la realizacién de este trabajo se han aislado de
embutidos crudos madurados, elaborados sin cultivo iniciador industrial y donados
generosamente por la empresa cdrnica Industrias Cabo S.A., de Madrid. Las cepas se aislaron
siguiendo un método aleatorio y la mayor parte de cllas se identificaron tentativamente como

Lactobacillus sake siguiendo el esquema de identificacion de Schillinger y Liicke (1987b).

En la tabla 111.1 se muestran los microorganismos utilizados como indicadores para
evaluar la actividad antimicrobiana de las bacterias lcticas procedentes de los embutidos
crudos madurados, asi como su origen. Todos {os microorganismos se hofilizaron en un
medio de leche desnatada al 10 % para garantizar su conservacién. Los "stocks™ de trabajo se
mantuvieren en congelacién a -20 °C en caldo nutritive con un 15% de glicerol,

revitalizindolos cada dos meses mediante dos o tres pases en €l mismo caldo.

I1. 1. 1. 2. - Obtencidn de los inmunosueros

Los inmunosueros se obtuvieron por inoculacién de la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificada en conejos machos de raza "New Zealand", de 2,5-3 Kg de peso,
cedidos por el animalario del Departamento de Cirugia Experimental de Hospital Militar Central

"Gémez Ulla" de Madrid.
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111 1. 2. - Productos v reactivos

Los productos quimicos utilizados en las experiencias descritas en este trabajo fueron
de calidad reactivo y suministrados por las siguientes firmas: "Merck"”, "Probus”, "Sigma",

"Fluka" o "Panreac”.

Los productos utilizados en las experiencias microbiolégicas procedian de las firmas
"Difco” y "Oxoid", excepto los componentes minerales, azicares y colorantes que fueron

suministrados por "Merck”, "Panreac” y "BDH".

En las técnicas cromatogrdficas y electroforéticas se emplearon productos
suministrados por "Pharmacia" y "Bio-Rad" y los utilizados en los ensayos enzimadticos,
inmunoldgicos e inmunoenzimdticos o fueron por "Sigma”, "Difco”, "Pharmacia" y

"Nordik".

II. 1. 3. - Maternal de iaboratorio

En la preparacion de los medios de cultivo y soluciones acuosas se ha empleado agua
destilada, obtenida de un destifador “Afora“(1) y desmineralizada en un intercambiador iénico

"Seta" mod. Re0().

Las pesadas ordinarias se realizaron en balanzas monoplato "Sauter” mod. S-1000 y
las de precision en balanzas analiticas “Sartorius” mod. 2443 y "Microwa" med. 6620. Para

equilibrar las muestras a centrifugar se utilizé una baianza biplato "Cobos™ mod. 28.

N La c¢ita de marcas comerciales no significa que el autor las recomiande

con preferancia a otras del mercado.
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Tabla [Il. 1. - Microorganismos indicadores empleados para evaluar la actividad

antimicrobiana de las bactenas lacticas aisladas de embutidos crudos madurados

Microorganismo indicador Cepa n* Origend
Bacterias Gram-positivas
Lactobacillus acidophilus 289 CECT
Lactobacillus brevis L.b226 IMTH
Lactobacillus carnis Lv6l FRIB
Lactobacillus casei 475 CECT
Lactobacillus curvatus Lb726 IMTH
Lactobacillus farciminis Lb34 IMTH
Lactobacillus fermentum 285 CECT
Lactobacillus mesentericus 394 CECT
Lactobacillus plantarum 221 CECT
Lb577 IMTH
Lactobacillus sake Lb684 IMTH
Lactobacilius mesentericus MR364 FRIB
Carnobacterium divergens Lvi3 FRIB
Carnobacterium piscicola MR371 FRIB
Micrococcus varians 230 CECT
Enterococcus faecalis 481 CECT
Enterococcus faecalis (var. liguefaciens ) 184 CECT
Enterococcus faecium 410 CECT
Bacillus stearotermophilus 49 CECT
Bacillus cereus 148 CECT
Brochotrix thermosphacta 10018 NCIB
Staphylococcus xylosus 237 CECT
Staphylococcus aureus 59 CECT
Staphylococcus aureus 137 FRI
Staphylococcus aureus 361 FRI
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Tabla I1l. 1. - {(continuacidn)

Microorganismo indicador Cepa n* Origend

Bacterias Gram-positivas

Listeria monocytogenes 5105 NCTC
Listeria monocytogenes 7973 NCTC
Listeria monocytogenes LISsv 112 FVvM

Listeria monocytogenes Lilsv4 FVM

Listeria monocytogenes Scott A CECT
Clostridium perfringens 376 CECT
Clostridium botulinum 551 CECT

Bacterias Gram-negativas

Enterobacter cloacae 194 CECT
Escherichia coli BW545 MIT
Eschericia coli enteropatégeno B41 IEKC
Salmonella typhi 409 CECT
Salmonella thyphimurium 443 CECT
Salmonella thyphimurium T91 CENAN
Pseudomona fluorescens DC5 FRIB
Pseudomona fluorescens DC7 FRIB
Pseudomona fluorescens NT19 FRIB
Yersinia enterocolitica WA DHHS
Yersinia enterocolitica E20 NC
Yersinia enterocolitica 14405 IPP

4 Abreviaturas: CECT, Coleccién Espanola de Cultivos Tipo (Burjasot, Valencia); CENAN,
Centro Nacional de Nutricién y Alimentacién (Majadahonda, Madrid); DHHS, Dpt. of
Health and Human Services. (Washington DC. USA); FRI, Food Research Institute
(Madison, USA); FRIB, Food Research Institute (Bristol, Reino Unido); FVM, Facultad de
Veterinaria (Madrid); IEKC, International Escherichia and Klebsiella Centre (Copenhage,
Dinamarca); IMTH, Institute fiir Mikrobiology, Toxicelogy und Histology (Kulmbach,
REA); IPP, Institut Pasteur (Paris, Francia); MIT, Masachussets Institute of Technology
(Boston, USA); NCIB, National Collection of Industrial and Marine Bactena (Aberdeem,
Reino Unido); NCTC, National Collection of Type Cultures (Londres, Reino Unido)
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Los ajustes y determinaciones de pH se llevaron a cabo con pH-metros “"Crison" mod.

Digit 501 y "Radiometer” mod. 28.

Las esterilizaciones de los medios de cultivo y de las soluciones cuya naturaleza asf lo
permitia se realizaron en autoclaves "Averly" y "Selecta” mod. 437-G. La esterilizacién del
material de vidrio se efectud por calor seco en una estufa de aire forzado "Heraeus” mod.
KFTU-K. La esterilizacién de otras soluciones tuvo lugar por filtracion con filtros "Millipore"

de 0,22 y 0,45 pm de didmetro de poro.

Las homogenizaciones se llevaron a cabo en un homogenizador-Stomacher

"Colworth™ mod. 400.

Las centrifugaciones se efectuaron en una centrifuga refrigerada "Sorvall" mod.
RC-5B, equipada con rotores SS-34 y GSA y en una microcentrifuga "Heraeus” Christ, mod.

Biofuge, equipada con un rotor tipo 1220.

Las siembras microbianas se realizaron en una cdmara de flujo laminar "Telstar” mod.
CE-A. Las incubaciones se efectuaron en estufas "Heraeus”, mods. KB-500 y B6200 y
"Selecta”, mod. Termotronic 338, termostatadas a la temperatura deseada. Los tratamientos
térmicos ¢ incubaciones que requerian un control de la temperatura mds preciso se realizaron en

banos de agua o de glicerina provistos de termostatos "Selecta”, mod. Tectron.

El crecimiento de los cultivos microbianos se ¢stimd por turbidometria. empleando un
colorimetro "Klett-Summerson” mod. 800-3. Los recuentos microbianos se hicieron en un
contador de colonias "WTW" mod. BZG-24. Las observaciones microscopicas se realizaron
en un microscopio dptico "Nikon”, mod. L-ke, equipado con un dispositivo de contraste de

fases.
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Las determinaciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en espectrofotémetros
"Kontron", mod. Uvikon 820, e "Hitachi”, mod. U-2000, registraindose los resultados en una

impresora térmica "Kontron", mod. Uvikon LS Thenmoprinter 4B.

L.as muestras se conservaron en arcones congeladores "Kelvinator”, mods. AC-550 y
ACK-55 y "Liebherr”, mod. GT6102, asi como en frigorificos "Aspes”. "Kelvinator” mod.
AKR y "Liebherr” y en un armario frigorifico termostatado a 4 °C + 1 °C construido por una

firma local.
Las liofilizaciones se efectuaron en una aparato "Terruzzi Melvisa”, mod. TP-3.

Las cromatografias de filtracién en geles se realizaron utilizando columnas de
diferentes dimensiones de las marcas "Pharmacia" y "Wright". Las fracciones cromatograficas

se recogieron en colectores de fracciones "LKB-Bromma" mod. 7000 Ultrarac y 2212 Helirac.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico se practicaron
en una cubeta de electroforesis "Bio-Rad", mod. Protean I, empleando como fuente de

alimentacién un aparato "Shandon”, mod. SAE 2761.

En los ensayos inmunoenzimdticos (ELISA), se emplearon placas de ELISA marca
"Costar" mod. 3590 de 96 pocillos y 1a lectura de las mismas se efectud en un lector de placas

ELISA "Titerek Multiskan" mod. Plus.

En la determinacién de la composicién aminoacidica de la sustancta antimicrobiana
parcialmente punificada mediante ténicas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
se empled un cromatégrafo Beckman mod. 332, dotado de una columna (25 cm x 4,6 mm) de

fase reversa Spherisorb ODS-2 (Supelco) y un detector U.V. Beckman mod. 160. El
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cromatograma se obtuvo en un integrador Hewlett Packard mod. HP-3394A.

Como material general de laboratorio se han utilizado pipetas, micropipetas

automaticas "Gilson”, meds. P-20, P-200, P-1000, agitadores, mecheros de gas,

termémetros, etc. El material de vidrio empleado fué siempre del tipo "Pirex”.

IiI. 2. - METODOS

111. 2. 1. - Medios de cultivo empleados en el crecimiento de los microorganismos

III. 2. 1. 1. - Medios de cultivo para el crecimiento de las bactenias licticas

1. - Medio de Man. Rogosa y Sharpe (MRS. de "Oxoid")

Contiene: g/l
Peptona 10,0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
Dextrosa : 20,0
Acetato sédico 5.0
Fostato dipotdsico 2,0
Citrato triamoénico 20
Suifato magnésico 0,2
Sulfato de manganeso 0,05
Tween 80 1 ml
pH 6.2
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Preparacion

Se suspenden 52 g del medio de MRS en 1.000 ml de agua destilada calentando la
solucién hasta su disolucidn y esterilizdndola en un autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Cuando el medio se depositaba en placas de Petri, a los componentes citados se les afiadia 10,0
g/l de agar bacteniolégico (DIFCO) y 7.5 g/l cuando se elaboraba el agar de MRS semisélido

para los experimentos de inhibicién.

2. - Medio base
Contiene: &

Dextrosa 10,0
Extracto de levadura 5,0
Cloruro sédico 2,0
Citrato aménico 2,0
Fosfato potdsico dihidrogenado 1,0
Fosfato dipotdsico 1.0
Sulfato magnésico 0,20
Sulfato de manganeso 0,05
Sulfato ferroso 0,01
Tween 80 1 mi

pH final llevado a 6,2 con HCI IN

Preparacion.

Para estudiar la influencia de la fuente de nitrégeno en la produccidn de las sustancias

antibacterianas, este medio base se suplementé con 15 g/l de uno de los siguientes extractos:

triptona, triptosa, proteosa-peptona, casitona, peptona (suministrados por Difco) o extracto de
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carne (Oxoid). Los componentes citados se disolvieron en 1.000 ml de agua destilada. La
preparacion ulterior de cada uno de los medios semisintéticos asi obtenidos es idéntica a la
senalada para el medio de MRS (seccion 1. 2. 1. 1). El medio base suplementado con 15 g/l
con triptosa (MM-Triptosa) se empled para la purificacién de las sustancias antimicrobianas

producidas por las bacterias lacticas.

[H. 2. 1. 2.- Medig de cultive para el crecimiento de microorganismos indicadores

distintos de las bacterias lacticas

1. Caldo infusidn de cerebro v corazén (BHE, "Oxoid™)

Contiene: gl
Exiracto de cerebro 12,5
Extracto de corazon 5,0
Proteosa-peptona 5.0
Cloruro sédico 5.0
Dextrosa 2,0
Fosfato disédico 2,5
pH 7.4
Preparacion

Se suspenden 37 g del producto deshidratado en polvo en un litro de agua destilada.
La preparacion ulterior del medio asi obtenido es idéntica a la senalada para el medio de MRS

(seccion HI. 2. 1. 1) .



2. Caldo con Tween para todos los propésitos (APT, "Difco")

Contiene:

Preparacion

Triptona

Dextrosa

Extracto de levadura
Citrato sédico
Cloruro sédico
Fosfato dipotasico
Sulfato magnésico
Cloruro de manganeso
Sulfato ferroso
Clorhidrato de tiamina
Tween 80

pH 6,7

MATERIALES Y METODOS

12,5

10,1
7.5
5,0
5,0
5,0
0,8
0,14
0,04
0,001
0,2

Se suspenden 46,2 g del polvo deshidratado en un litro de agua destilada. La

preparacion ulterior del medio asi obtenido es idéntica a la seftalada para el medio de MRS

(seccion II1. 2. 1. 1).

Mi. 2. 2. - Aislamiento v seleccion de las bacterias ldcticas de los embutidos crudos

madurados

Las bacterias ldcticas (cepas LAB) utilizadas en este trabajo se aislaron durante la

maduracion de un lote de embutidos comerciales a los que no se les habia anadido ningdn
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cultivo iniciador. Las muestras se tomaron de la masa carnica durante los si guientes dias de
maduracién: 0, 2, 6, 10, 21 y 35. Para el aislamiento de las bacterias lacticas se recogieron
asépticamente 20 g de la porcién central de los embutidos que se homogeneizaron durante 10
minutos en 180 ml de un medio que contenia peptona (1 g/1) y cloruro sédico (8,5 g/1) en agua

destilada.

El recuento total de microorganismos presentes en el homogeneizadoe se realizé en
placas de PCA suplementado con cloruro sédico (1%). El agar de recuentos en placa (PCA,
"Oxoid") contiene (por litro); 5,0 g de triptona, 2,5 g de extracto de levadura, 1,0 g de
dextrosa y 9,0 g de agar. Su pH final es de 7,0 y se prepara suspendiendo 17,5 g de polvo del
medio deshidratado en un litro de agua destilada. El resto de las operaciones de preparacién
del medio son idénticas a las indicadas para el medio de MRS (seccién IIL 2. 1. 1. 1). El
recuento de bacterias lacticas se efectué en agar de MRS. Las placas de PCA y de MRS se

mncubaren a 32 °C durante 3 dias.

De las colonias crecidas en agar de MRS se seleccionaron 180, en grupos de 30,
durante los dias 0, 2, 6, 10, 21 y 35 de maduracion siguiendo el método aleatorio descrito por
Ordéiiez (1979). Las colonias seleccionadas se recogieron con una asa de platino y se
sembraron en tubos que contenian caldo de MRS, manteniendo los tubos durante 16 h a 32
°C. A los cultivos obtenidos se les adicioné un 15% de glicerol estéril y se almacenaron en
congelacion a -20 °C hasta su posterior utilizacién. Alicuotas de cada una de las cepas se

almacenaron en liofilizacion con leche desnatada al 10 %.
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II1. 2. 3. - Actividad antimicrobiana de [as bacterias idcticas seleccionadas

I 2. 3. 1. - Selugiones tampdén empleadas

1.) Tampén de fosfato 4 mM, pH 7,0,

a. Solucién de NazHPOy4, 4mM.

Contiene 0,76 g de NapgHPOy en 1 litro de agua destijada.

b. Solucién de NaH,POy4, 4 mM.

Contiene 0,55 g de NaHoPOy4 en 1 litro de agua destilada.

Preparacion

Se anade la solucién (b) a la (a) hasta que su pH alcanza el valor de 7,0.

I11. 2. 3. 2, - Pruebas directas de antagonismo

II. 2. 3. 2. 1. - Prueba directa de antagonismo en pocillos

Para detectar la actividad inhibidora de ias bacterias ldcticas (LAB), aisladas de los

embutidos crudos madurados, frente a los microorganismos indicadores, se ided un sistema

consistente en utilizar placas de Petri con medio MRS sélido en las que, con un sacabocados

de 7 mm de didmerro, se hicieron pocillos, cuyo fondo se tapizo con 10 pl del mismo medio.

A continuactdn se deposttaron en cada pocillo 20 pl de los cultivos de las cepas LAB

escogidas y cultivadas en caldo MRS, después de lavadas v resuspendidas en el mismo medio.
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Las placas se prepararon por duplicado y cada pocillo se rellené con agar MRS.
Posteriormente, los microorganismos indicadores a una concentracién aproximada de 1 x 109
ufc/ml, se sembraron en una de las placas del par, que contenia agar MRS, cuando se trataba
de bacteras ldcticas y agar BHI en el resto de los casos. Tanto las placas a las que se les habia
aniadido el indicador como sus compaiieras del par carentes del mismo, se incubaron a 32 °C
durante 24 horas. Transcurrido éste tiempo se afiadié indicador a las placas del par que
carecian del mismo y cuyas cepas LAB habian obtenido una ventaja de crecimiento de 24
horas, siguiendo la pauta citada (prueba de actividad inhibidora diferida). Estas placas se

incubaron durante a 32 °C durante otras 24 horas.

Con esta técnica la inhibicidn ejercida por las bacterias lacticas en el microorganismo
indicador se manifiesia por la aparicién de halos en la superficie de las placas. Dicha inhibicién
se cuantifica determinando el 4rea de la corona circular del halo de inhibicién (mm?2) por
unidad de densidad dptica de los cultivos en unidades Klett y por 0,020 ml de medio de

cultivo.

1. 2. 3. 3. - Actividad inhibidora de los sobrenadantes concentrados libres de células

IHI. 2. 3. 3. 1 - Preparacidn de los sobrenadantes

Las 24 bacterias ldcticas seleccionadas (20 con gran actividad inhibidora directa y 4
con una actividad manifiestamente menor), se cultivaron en caldo MRS durante 16-18 h a 32
°C y los sobrenadantes libres de células se obtuvieron centrifugando los cultivos a 12.000 g
durante 10 minutos. El pH de los sobrenadantes se ajustd a 6.2 con NaOH IN y, a
continuacion, se filtraron por un filtro de 0,22 pwm de didmetro de poro. Los filtrados se
liofilizaron y antes de su utilizacién se concentraron 20 veces, resuspendiéndolos en tamp6n de

fosfato 4 mM, de pH 7.0.
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III. 2. 3. 3. 2. - Deteccidn _de la actividad inhibidora de los sobrenadantes
concentrados 20 veces

Para detectar y cuantificar la actividad inhibidora de dichos sobrenadantes se utilizaron
discos de papel de filtro Whatman n? 3, de 7 mm de didmetro, que contenian 0,030 ml de los
sobrenadantes concentrados 20 veces. Estos discos se colocaron en placas de Petri que tenian
su fondo tapizado con una fina capa de agar base y en las que se depositaron aproximadamente
3 x 103 células de los microorganismos indicadores de interés sefialados en la tabla III. 1,
resuspendidos en 6 ml de agar semisélido MRS o BHI (0,75 % de agar en todos los casos).
L.as placas se incubaron a 32 °C durante 24 h y la actividad inhibidora de los sobrenadantes se
determiné midiendo los halos de inhibicién formados alrededor de los discos de papel de filtro.
Para ello se utilizé la expresion: Didmetro del halo de inhibicién = (Radio de la zona de

inhibicién x 2) + didmetro del papel de filtro (7 mm).

IIL. 2. 3. 4. - Efecto de a catalasa en 1a actividad inhibidora de las bacterias ldcticas

seleccionadas

La influencia del H2O9 en la actividad inhibidora de las bacterias ldcticas se evalu6

adicionando catalasa (130 Ul/ml) a los cultivos libres de cé€lulas neuwralizados v filtrados. La

actividad inhibidora se determind empleando el sistema de discos en placas descrito en la
seccidn II1. 2. 3. 3. 2. La actividad inhibidora debida al HpO7 se determiné cuantificando la

diferencia de didmetro entre los halos de inhibicién de las muestras problema y las de los

controles a las que no se les habia adicionado catalasa.
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III. 2. 4. - | ificacid ari 174C1 1 Tof: algunas bactenas Jdcucas con

actividad antimicrobiana

III. 2. 4. 1. - Morfologia y tincién por ¢l método de Gram

Los cultivos de las 6 bacterias ldcticas seleccionadas por la mayor actividad inhibidora
de sus cultivos libres de células, se tifieron por el método Gram y se observaron al

microscopio para determinar su morfologia y sus afinidades tintoriales.

ITI. 2. 4. 2. - Prueba de la catalasa

La produccién de catalasa se realizé anadiendo una gota de peréxido de hidrégeno
(110 vol) a una alicuota del cultivo a analizar. Como control positivo se¢ empled un cultivo de
S. aureus. La prueba se basa en la descomposicién del perdéxido de hidrégeno por la catalasa

dando agua y oxigeno, manifestindose este tltimo por la presencia de burbujas.

I11. 2. 4. 3. - Produccién de gas a partir de glucosa

La produccién de CO2 a partir de la glucosa se determind de dos maneras diferentes:

1.) - Introduciendo campanas de Durham en tubos con caldo MRS de cuya
composicion se suprime el citrato. Si las cepas producen gas durante la incubacién de los

cultivos, €ste se manifiesta por la presencia de burbujas en el interior de la campana.

2.) - Colocando en los tubos de medio CS-T modificado tapones de agar (2 % p/v) ¥
observando si durante la incubacién de aquellos se produce un desplazamiento de los tapones

debido a la presencia de gas.
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El medio CS-T meodificado contiene:

7

Casaminodcidost 5.0
Extracto de levadura 5.0
Fosfato monopotdsico 0.6
Fosfato dipotésico 0.6
Sulfato magnésico (7 HyO) 0.2
Sulfato de manganeso (1 Hy0) 0,05
Sulfato ferroso 0,01
Cloruro sédico 0.01
Bromotimel azul 0,08
Agar 2,5
Tween 80 1,0 ml

pH 6,2

Preparacion

A un litro de medio de cultivo esterilizado a 121 °C durante 15 minutos, se le afiade
una solucidn de glucosa al 10 % en una proporcion del 10% (v/v). La solucidn de glucosa se
esteriliza por filtracién con filtros Millipore de (0,22 pm de tamaiio de poro. Una vez enfriado
el medio, se le adicionan 150 pl del cultivo a investigar realizdndose a continuacién picaduras
en el medio semisélido. Se le anaden 2,5 ml del agar al 2 %. La formacién de gas se detecta

por ¢l desplazamiento del tapén hacia arniba después de 3 dias de incubados los tubos a 32 °C.

(H Una mezcla comercial de aminodcidos obtenidos por hidrélisis de cageina
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II1. 2. 4. 4. - Hidrglisis de la arginina

[.) Caldo Arginina

Contiene: gfl
Peptona 10,0
Extracto de levadura 4,0
Fosfato dipotdsico 2.0
Acetato sédico 5.0
Citrato sédico 2,0
Sulfato magnésico 0,2
Sulfato de manganeso 0,02
L-Arginina 3.0
Tween 80 1.0

Preparacion.

Una vez disueltos los componentes del medio, se distribuye en tubos que se esterilizan

en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

2.) Reactivo de Nessler

a.) Solucidn 1.

Conticne:
Y oduro potdsico 7 g
Yoduro mercirico 10 £
Agua destilada 40 mi
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b.) Solucién 2.

Contiene 10 g de NaOH en 50 ml de agua destilada.

Preparacion.

Una vez preparadas las dos soluciones (y dejada enfriar la solucién 2), se mezclan en
un matraz aforado de 100 mi y se afiade agua destilada hasta enrasar. Se deja que sedimente el
precipitado, se decanta ¢l liquido sobrenadante claro, que se guarda, y se desecha el

precipitado.

Sembradas las bacterias ldcticas de interés en caldo de Arginina, se incuban a 32 °C
durante 2 dias; a 1 ml de éstos cultivos se le anade 1 ml del reactivo de Nessler. La hidrélisis
de la arginina, con formacién de amoniaco, produce una alcalinidad que se manifiesta por el

desarrollo de un color entre anaranjado y marrén.

II. 2. 4. 5. - Produccidn de dcido sulfhidrico

II. 2. 4.5 1. - Técnica de Shav y Egan (1981)

1. Agar base de acetato de plomo (Difco).

Contiene: o/l
Peptona 15,0
Proteosa 5.0
Dextrosa 1.0
Acetato de piomo 0,2
Tiosulfato sédico (.08
Agar 15.0
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pH 6,6

Preparacion.

Se suspenden 36 g del medio deshidratado, 1 ml de Tween 80 y 0,05 g de sulfato de
manganeso en 1 litro de agua destilada. La suspension se calienta hasta ebullicién y se
esteriliza en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El medio esterilizado se deja enfriar hasta

45 °C para distribuirlo finalmente en placas.

St las colonias desarrolladas en las placas incubadas a 32 °C durante 3 dias producen

dcido sulfhidrico, se observa un ennegrecimiento del medio.

III. 2. 4.5. 2. - Agar huerrg de Klieger

Los cultivos seleccionados se inocularon en tubos inclinados de agar hierro de Klieger,
tanto en picadura como en estria. Los tubos se incubaron durante 7 dias a 32 °C,
manifestindose la produccién de 4cido sulfhidrico por un ennegrecimiento del medio.

IMI. 2. 4. 6. - Prueba de Voges-Proskauer

a.) Caldo MR-VP.

Contiene: g/
Peptona 7.0
Fosfato dipotisico 5.0
Dextrosa 5,0
pH 7.5



MATERIALES Y METODOS

a.) Solucién de o-naftol en etanol.

Contiene:

c-naftol 6 g

Etanol 100 ml

c.) Solucion de hidréxido potdsico.

Contiene:
KOH 40 g

Agua destilada 100 mi

Preparacion.

Una vez disuelto el medio a.) se distribuye en tubos que se esterilizan en autoclave a
121 °C durante 15 minutos. Sembrado el inéculo de la cepa problema e incubados los tbos a
32 °C, a 5 ml de los cultivos se anaden 0,5 ml de la solucién b.) y 0,5 ml de la c.) y se observa
el cambio de coloracién del medio. El desarrollo de un color rojo intenso se debe a la

produccidn de acetil metil carbinol a partir de la dextrosa que, en presencia de KOH, reacciona

con el ¢-naftol.

I11. 2. 4. 7. - Fermentacidn de carbohidratos

1.) Medio APl CHL (BioMéricux}

Contiene: g
Peptona 10,0
Extracto de levadura 50
Tween 80 1,0
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Fosfato dipotdsico 2.0
Acetato sédico 5,0
Citrato diaménico 2,0
Sulfato magnésico 0.20
Sulfato de manganeso 0.05
Bromocresol parpura 0,17

pH 6,9-7.0

2.) Tiras API 50 CH (BioMérieux).

Cada tira contiene los siguientes carbohidratos: 0. control; 1. glicerol; 2. eritritol; 3.
D-arabinosa; 4. L-arabinosa; 5. ribosa; 6. D-xilosa; 7. L-xilosa; 8. adonitol; 9. p-metil
D-xilésido; 10. galactosa; 11. glucosa; 12. fructosa; 13. manosa; 14. sorbosa; 15. ramnosa;
16. dulcitol; 17. inositol; 18. manitol; 19. sorbitol; 20. a-metil D-manésido; 21. a-metil
D-glucésido; 22. N-acetil glucosamina; 23. amigdalina; 24. arbutina; 25. esculina; 26. salicina;
27. celobiosa; 2&. maltosa; 29. lactosa; 30. melibiosa; 31. sacarosa; 32. trealosa; 33. inulina;
34. melicitosa; 35. rafinosa; 36. almidon; 37. glucégeno; 38. xilitol; 39. gentibiosa; 40.
D-turanosa; 41. D-lixosa; 42. D-tagatosa; 43. D-fucesa; 44. L-fucosa; 45. D-arabitol 46.

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

Procedimiento.

Los cultivos seleccionados, desarrollados previamente en caldo MRS, se centrifugaron
a 12.000 g durante 10 minutos y el sedimento (Ias células) obtenido se resuspendié en el
medio API CHL. El sedimento resuspendido se deposité en microtubos en los que se
encuentran los carbohidratos. La zona aerdbica de los microtubos (superficie) se cubrio con

aceite de parafina para crear las condiciones de anaerobiosis requeridas. Las tiras con los
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distintos microtubos se incubaron a 32 °C, realizando dos lecturas de las mismas a las 24 y 48
h, respectivamente. La fermentacién de los carbohidratos se manifiesta por un cambio de color
del microtubo, debido a la produccién anaerdbica de dcido, que es detectado por el indicador

de pH incluido en el medio API CHL.

I11. 2. 4. 8. - Tolerancia al clorurg sédico

La tolerancia de las bacterias seleccionadas a la sal se determind en caldo MRS
suplementado con un 7 y un 10 % de NaCl, respectivamente. El medio, una vez inoculado, se

incubd durante 6 dias a 32 °C.

I1I. 2. 4. 9. - Tolerancia al pH de 3.9

El crecimiento de los cultivos a pH 3,9 se evalué en caldo MRS cuyo pH se habia

ajustado a 3,9 con HCI IN. El medio se incubé durante 5 dias a 32 °C.

I1I. 2. 4. 10. - Desarrollo a diversas temperaturas

El desarrollo de los cultivos a diversas temperaturas se analizé depositando alicuotas
de cada uno de ellos en tubos de ensayo que contenfan caldo MRS. Una vez tnoculados los
tubos, se procedid a su incubacién a las diversas temperaturas durante pertodos variables de
tiempo. El desarrollo de los cultivos se determind a intervalos de tiempo regulares midiendo su

absorbancia en Unidades Klett.
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cepas de L. sgke nimeros 77, 90, 148 v 180

El espectro antimicrobiano de las 4 cepas de L. sgke que mostraron una mayor
actividad antagonista, se detenminé viendo la actividad inhibidora frente a los microorganismos
indicadores citados en la tabla IIL. 1 del sobrenadante concentrado libre de células, elaborado
segin se describe en la seccién HI. 2. 3. 3. La actividad inhibidora se determiné midiendo los
halos de inhibicién alrededor de los circulos de papel de filtro y se expresé como: Didmetro de

inhibicién = (Radio de la zona de inhibicién x 2) + didmetro del papel de filtro (7 mm).

HI. 2. 6. - Efecto_de la _composicién _del medio_de cultivo_en la actividad

antimicrobiana de Lactobacillus sake 148

Para estudiar el efecto del medio de cultivo en la actividad antimicrobiana de L. sake
148, este se sembrd en diversos medios de culuvo que se incubaron durante 16 h a 32 °C. Los
medios empleados fueron los siguientes:
1.) Medio de APT
2.) Medio de APT suplementado:
a) con 10 g de triptosa/l (APT-Triptosa)
b} con 10 g de proteosa-peptona/l (APT-Proteosa)
¢) con 10 g de peptona/l (APT-Peptona)
d) con 10 g de extracto de came/l (APT-Extracto de carne)
3.) Medio BHI
4.) Medio BHI con las suplementaciones descritas:
a) BHI-Tripiosa
b) BHI-Proteosa

¢) BHI-Peptona
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d) BHI-Extracto de carne
5.} Medio base suplementadao:
a) con 15 g de triptosa/l (MM-Triptosa)
b) con 15 g de proteosa/l (MM-Proteosa)
¢) con 15 g de peptona/l (MM-Peptona)
d) con 15 g de extracto de carne/l (MM-Extracto de carne)
e) con 15 g de caseina/t (MM-Caseina)
f) con 15 g de wiptona/l (MM-Triptona)

Terminada la incubacién se prepararon los sobrenadantes concentrados libres de células
y se determiné su actividad antimicrobiana de la manera descrita en la seccién II. 2. 3. 3.,

utilizando a L. fermentum CECT285 como el microorganismo indicador

III. 2. 7. - Crecimiente de L. sake 148, cinética del rrollo roduccidn_de

sustancia antimicrobiana a diversas temperaturas

III. 2. 7. 1. - Crecimiento de los cultivos

Alicuotas de 100 wl de un cultivo de L. sake 148 se inocularon en tubos con caldo
MRS y MM-Triptosa y se incubaron a 4, 8, 15, 20 y 32 °C durante 7 dias, 5 dias, 30 h, 16 hy
12 h, respectivamente. El desarrollo de los cultivos se estimé por turbidometria a determinados
intervalos de tiempo; con los datos obtenidos se calcularon los parimetros cinéticos del
desarrollo microbiano que se describen en la seccion Il 2. 6. 2. En los mismos intervalos se

determins el valor del pH del culuivo.

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes obtenidos en cada intervalo, se

determind como se indica en la seccién IIL 2. 3. 3., empleando a L. fermentum CECT285
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como el microorganismo indicador.

II1. 2. 7. 2. 1. - Velocidad especifica de crecimiento (j1)

Se define como el aumento de la masa celular de los cultivos respecto del nempo de
incubacion y se calcula a partir de la ecuacién de la recta de regresién de una grifica que

representa la masa celular de los cultivos en funcién del tiempo de incubacidn (figura 3.1).

Figura 3. 1.- Representacion grifica tedrica del incremento de la masa celular de los

cultivos en funcién del tiempo de incubacién.
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De la figura 3.1 se deduce que:

siendo "x" la densidad 6ptica de los cultivos en unidades Klett, "t" el tiempo de incubacién en

horas y "" la velocidad especifica de crecimiento.

Asimismo,
X2 dx t
J R
X1 X 0
X2
In
X2 3 |
In —— = pt; por tanto, u =
X] t

1. 2. 7. 2. 2. - Tiempo de duplicacién (ty)

Se define como el tiempo que tardan los cultivos en duplicar su masa celular a una

temperatura de incubacién determinada. Su valor se calcula de la expresion:

X9 2X1 0,693
= ut; cuando X9 = 2X7; In = Utg: In 2 = tg; td = —————
X1 X1 H

In

HI.2.7. 2 3. - Namero de generaciones por hora (g/h)

Este término indica el nimero de generaciones microbianas de los cultivos en una hora

a una temperatura determinada y su valor se corresponde con el inverso del tiempo de
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duplicacidn (t,).

[H. 2. 7. 2. 4, - Determinacién del peso celular seco

El peso celular seco se determind por interpolacién en una grifica (figura 3. 2) en la

que se representa el peso celular seco con respecto a la absorbancia en Unidades Klett.

I 2. 7. 2. 4. 1. - Elaboracion de la recta patrén para la determinacién del peso celular

sSeCco

Para determinar la recta patrén se prepararon una serie de tubos con medios de cultive

estériles de MRS y MM-triptosa, que se inocularon con L. sake 148 y se incubaron a 32 °C.

I.a absorbancia de los cultivos se determiné cada ciertos intervalos de tiempo al
progresar el tiempo de incubacidn; para ello se tomaban alicuotas de 5 ml de los medios de
cultivo a intervalos regulares en los que se determinaron las Unidades Klett hasta que éstas se

estacionaron (ya no aumentaban m4s).

L.as alicuotas se filtraron por filtros Millipore, de 0,45 pm de didmetro de poro,
previamente tarados. Los filtros, en los que habfan quedado retenidas las células, se
introdujeron en placas de Petri de vidrio y se desecaron durante 10 h a 80 °C. El peso celular
seco (n /ml), correspondiente a cada absorbancia se establecié determinando la diferencia en
peso del filtro con y sin microorganismos dividida por 5. La absorbancia en Unidades Klett se

relaciond con el peso celular seco mediante una recta de regresion (fig 3. 2).
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Figura 3. 2.- Recta patrén para la determinacion del peso celular seco en virtud de la

absorbancia del medio de cultivo.
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HI. 2. 8.- Purificacion

HI. 2. 8. 1. - Cromatografia de filtracién en geles

Esta técnica cromatogréfica se basa en la separacidn de las moléculas por su tamaiio

molecular.

I 2. 8. 1. L. - Solucignes tampén empleadas

1.) Tampdn de 4cido citrico-fosfato, de pH 5,6.

(a.) Solucién de dcido citrico, 0,1 M.
Contiene 21,01 g de acido citrico (1 H,O) por litro de agua destilada.

(b.) Solucién de Na,HPO,, 0,2 M.
Contiene 28,4 g de Na,HPO, por litro de agua destilada,

Preparacién.
Se mezclan 42 ml de 4cido citrico, 0,1 M con 58 mi de Na;,HPO,. 0,2
2.) Tampén de acido citrico-fosfato, de pH 5,6, conurea 0,1 M,y 1 M.

A la solucién tampén base (seccién IIL 2. 8. 1. 1. 1), se le ailaden, respectivamente, 6

g 0 60 g de urea por litro de solucidn.

I 2. 8. 1. 2. - Geles

El Sephadex es un polimero resultante de 1a formacion de enlaces cruzados entre las
moléculas de dextrano y de epiclorhidrina. Debido al gran namero de grupos hidroxilo de su

molécula este polimero es muy hidrofilico y se hincha facilmente en el agua y en soluciones
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electroliticas. Los tipos de Sephadex difieren en su grado de entrecruzamiento, por lo que se
utilizan para alcanzar traccionamientos con diversos intervalos de tamaio molecular y que en el
caso de los Sephadex G-150 fino, G-75 y G-50 son, respectivamente, de 5.000 a 300.000

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

Los geles se prepararon y activaron segin las normas de la casa suministradora

("Pharmacia Fine Chemicals"). Los geles hidratados se conservaron en refrigeracién hasta su

utilizacion.

1. 2. 8. 1. 3. - Condiciones de trabajo

La cromatografia se realizé en una cadmara termostatada a 41 °C y el eluato

cromatografiado se recogié en un colector de fracciones.

El sobrenadante, libre de células y liofilizado, de cultivos de L. sake 148
desarrollados en MM-triptosa durante 16 h a 32 °C, se resuspendié en el tampon de dcido
citrico-fosfato, de pH 5,6 y urea 1 M, hasta una concentracién 20 veces mayor que la inicial. A
continuacién 20 ml de esta solucidn se depositaron en una columna (3,2 x 40 cm) de Sephadex
(G-150, previamente equilibrada con el tampodn de 4cido citrico-fosfato, de pH 5,6 y urea 0,1
M. El eluato, en fracciones de 5 ml, se sometid a una lectura espectrofotométrica a 280 nm
para determinar su contenido ‘proteico, mientras que su actividad inhibidora se establecié de la
manera descrita en la seccidn I 2. 3. 3. 2. uulizando L. fermentum CECT285 como el
microorganismo indicador. Las fracciones cromatogrificas con actividad antimicrobiana se
juntaron, liofilizaron y resuspendieron en ¢l tampédn de elucidn para depositarias de nuevo en
una columna (2,5 x 90 ¢m) de Sephadex G-73, previamente equilibrada con el tampén de
elucién. Las fracciones eluidas dotadas de actividad antimicrobiana se manipularon como se ha

descrito antes y se depositaron de nuevo en una tercera columna (1,6 x 90 ¢cm) de Sephadex
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G-50. Las fracciones cromatogrificas con actividad antimicrobiana se juntaron, liofilizaron y

se mantuvieron en un desecador a 4 °C hasta su utilizacién posterior.

[11. 2. 8. 2. - Determinacidn de la proteina

Se realizd por la técnica de Lowry, segin 1a modificacion de Markwell y col. (1978).
La técnica se basa en el desarrollo de color al poner en contacto las proteinas con los reactivos
que posteriormente se detallan. El desarrolio del color se debe a una combinacién de

reacciones:

a.) Formacién de un complejo entre los enlaces peptidicos de las proteinas con el cobre

en un medio alcalino (reaccién tipo Biuret).

b.) Reduccién del reactivo fosfomolibdico-fosfotingstico por la tirosina y el

triptéfano.

Esta técnica pone de manifiesto los grupos fenoles presentes en las proteinas; por ello
es necesario extrapolar los resultados a una curva patrén construida con anterioridad. Como
proteina estdndar para construir 1a curva patrén se emple6 la fraccién V de la seroalbimina

bovina (figura 3. 3).

Reactivos:

- Solucion A: Na,COq al 2 %, NaOH al 0.4 % y tartrato sédico

potdsico (NaKC4H,Oy) (4 H,0) al 0,16 % en agua destilada.

84



Absorbancia a 660 nm

MATERIALES Y METODOS
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Figura 3.3.- Recta patrén para [a determinacion de proteina por el método de Lowry
modificado.
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- Solucién B: CuSO, (5 H,0) al 4 % en agua destilada.

- Solucién C: Se obtiene mezclando 100 voidmenes de la solucién A con
1 volumen de la solucién B.

- Solucion D: Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido en agua destilada en la

proporcién 1:1 (v/v).

Procedimiento.

A [ mi de una muestra que contenga entre (¢ y 100 g de proteina se le anaden 3 ml
de la solucidn C; la mezcla se deja en reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
continuacién se adicionan 0,3 ml de la solucién D, agitindola inmediatamente y dejindola
reaccionar durante 45 minutos, al término de los cuales se mide el aumento de la absorbancia a

660 nm con referencia a un blanco preparado de la misma manera pero con agua destilada.

II1. 2. 9. - 17ac1o arcial de la actividad antimicrobiana exocelular

parcialmente purificada de L. sake 148

III. 2. 9. 1. - Preparacién _de la solucidn patrén de la sustancia antimicrobiana

parcialmente purificada

Para realizar las pruebas de estabilidad enzimatica y térmica, se resuspendieron 200 mg
de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada, obtenida de la columna de Sephadex
G-50 (seccion II1. 2. 8. 2), en 1 ml de una solucién tampdn de citrato-fosfato 4mM, de pH7.

Esta solucién se preparaba justo antes de su empleo.
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Para determinar la sensibilidad de la actividad inhibidora a los enzimas proteoliticos
(tripsina, pepsina, papaina, proteasa Il y proteasa XIV), lipoliticos (lipasa I y lipasa VII) y
amiloliticos (a-amtlasa), se prepard una solucién de la sustancia inhibidora parcialmente
purificada (seccién III. 2. 9. 1). A los pocillos de placas de ELISA en ios que se habian
depositado 60 [l de las dos soluciones (2 y 10 mg/ml} de los distintos enzimas en tampon de
citrato-fosfato, se anadieron 60 pl de la solucién conteniendo la sustancia inhibidora, de tal
manera que 1a concentracién final del enzima fué de 1 y 5 mg/ml respectivamente en cada dos
pocillos. Como control positivo en un pocillo se colocé Ia sustancia antimicrobiana diluida al
50% con el tampon citado. Para determinar la posible accién inhibidora o estimulante del
crecimiento del microorganismo indicador. e¢jercida por los enzimas empleados, se determiné
la posible actividad antimicrobiana a las concentractones descritas. La actividad antimicrobiana
residual de los pocillos se determing tras 2, 6, y 12 horas de incubacion de las mezclas a 32
°C, segin el método descrito en la seccion L. 2..3. 3. 2; como microorganismo indicador se

utilizod L. fermentum CECT285.

III. 2. 9. 3. - Efecto de diferentes pHs en la actividad inhibidora de L. sake 148

1L 2.9. 3. 1. - Preparacion de las soluciones tampén de distintos pHs

1.) Tamp6n universal (Dawson y col., 1969).

a) Solucién A.

Conticne: g/l
Acido citrico 6,008
Fosfato monopotdsico 3,893
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Acido borico 1,769
Acido dietiibarbitirico 5,266
Agua destulada hasta 1000 ml

b) Solucion B.

Contiene 0,8 g de NaOH en 1.000 ml de agua destilada.

Procedimiento:

‘A 100 mi de la solucidon A se le afiaden los mi de 1a solucién B necesarios para obtener
el valor de pH deseado. Se realizaron soluciones con valores de pH de 2,6, 3.6, 4,6, 5,6, 6,6.

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

I11. 2. 9. 3. 2. - Condiciones de trabajo

Para establecer la estabilidad de la actividad antimicrobiana parcialmente purificada
(seccion IIL. 2. 8. 2.) a los diferentes pHs, se distribuyeron en tubos alicuotas de 1 mi de la
solucién tampdn. Después de incubar los tubos 24 h a 24 °C, se determind su actividad
antimicrobiana por el sistema de los discos (seccidn I11. 2. 3. 3. 2), utilizando a L. fermentum
CECT285 como microorganismo indicador. Para comprobar que los tampones de diferente pH

~no ¢jercian accidén inhibidora en el microorganismo indicador, se realizé la misma prucba de

inhibicion con soluciones de la sustancia con actividad antimicrobiana.
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. 2.9. 4. -

I11. 2. 9. 4. 1_- Tratamiento térmico

En viales de vidrio (10 x 30 mm) herméticamente cerrados se colocaron (0,1 ml de 1a
solucién de sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de L. sake 148 que se calentaron
a 80, 100, 121, 135 y 150 °C en un baiio de glicerina termostatado, durante intervalos de
ttempo variables en funcién de la temperatura de calentamiento. Finalizado el tratamiento
térmico las muestras se enfriaron rapidamente en un bafio de hielo picado y se determiné su
actividad antimicrobiana residual de [a manera descrita en la seccién I11. 2. 3. 3. 2. empleando

como indicador a L. fermentum CECT285.

II1. 2. 9. 4. 2. - Pardmetros cinéticos de termodestruccion

A) Valor "D" o tiempo de reduccién decimal

Se define como ¢l tiempo necesario para disminuir en un 90 % a una temperatura
determinada, la actividad inhibidora 1inicial de la sustancia antimicrobiana parcialmente
purificada de L. sake 148, y se corresponde con el tiempo en el que la curva de supervivencia
atraviesa un ciclo logaritmico. Se calcula a partir de la ecuacién de la recta de regresién de una
grifica de termodestruccién, que representa el logaritmo del porcentaje de la actividad

inhibidora inicial en funcién del tiempo de calentamiento (figura 3. 4).

De la figura 3. 4, se deduce que:

log x =-kt+C
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log X

Figura 3. 4. - Representacién gréfica tedrica de la actividad inhibidora en funcion del

tiempo de calentamiento.

siendo "X" el % de actividad inhibidora residual; "k" la constante de inactivacién en min -ty
"t" el tempo de calentamiento de las muestras.
Asimismo:
(log x9 - log x1) = -k (12- 1)
logxp -logxy 1 log x7 - log x1 t1-t2

k: ' = y Dz—"—_.
1 - D -4 log x7 - log xq
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B) Tiempo medio (¢t 1/2)

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 griaficamente (figura 3. 5),
representando la variacién de la actividad inhibidora inicial en funcién del tiempo de
calentamiento, o bien matemdticamente, asumiendo que el cambio de la actividad

inhibidora con respecto al tiempo es funcidn de la actividad inhibidora inicial (ecuaciones 1 y

2),
dX
- = kKX (1)
dt
dX
U = kdt (2)
X

" "

donde "x" representa la actividad inhibidora, "t" el tiempo de calentamiento a una determinada

temperatura y "k" la constante de inactivacién de la actividad inhibidora en min-1.

Integrando la expresion (2) entre dos valores de x diferentes (xq y x) a (o y t) y siendo
Xg la actividad inhibidora inicial en el tiempo ty, resulta:

X L

- j ~dx :kj di; in_%*o _k(t-t5) 6 2,3log_Xo =k (t-1tp)

X X to X X

100 2.3 log 2
=kt typ=—— tyyp =693
50 k K

Six=50, 23 1log
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100

50 |-

Actividad residual (%)

t 1/2 t

Figura 3. 5. - Representacidn gréfica tedrica de la actividad inhibidora en funcién del

tiempo de calentamiento.

C) Valor "Z"

Se define como la temperatura necesaria para disminuir el valor "D" en un 90 %, y se
calcula a partir de la ecuacién de la recta de regresion, obtenida al representar graficamente el
logaritmo de los valores "D" en funcién de la temperatura a la que fueron obtenidos (figura 3.
6).

De la figura 3. 6 se deduce que:

logD=aT+C

donde "D es el tiempo de reduccion decimal a una determinada temperawira y "T" es la
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temperatura del tratarmiento érmico en °C.

log D

Figura 3. 6. - Representacion gréfica tedrica de los valores "D" en funcién de la

termperatura.
1 -1
Si por definicién, a=- — |, logD=- T+C
z z
] l
log Dy -log Dy =-—— (T2 -Ty), log Dy -log Dy = (ty - T2)
z z
Ti-Ty

Z

B log Dy - log Dy
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III. 2. 9. 5. - Determinacién del peso molecular de la sustancia inhibidora de L, sake

14 r crom i; filtracion en Sephadex G-

La cromatografia de filtracién en geles de Sephadex G-50 para determinar el peso
molecular de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada, se realizé de la manera
descrita en la seccién 111. 2. 8. 1. 3. Para ello 20 mg de la sustancia parcialmente purificada,
disuelta en 3 ml de tampoén de 4cido citrico-fosfato, de pH 5,6 y urea 1 M se depositaron en la
columna (1,6 x 90 cm) que contenia el Sephadex G-50, determindndose posteriornmente la

absorbancia a 280 nm y la actividad antimicrobiana de las fracciones eluidas resultantes.

A continuacidn, en la misma columna se depositaron 3 ml de una solucién de 5 mg de

dextrano azul, 6 mg de o-quimotripsindgena A (25.000 daltons), 8 mg de RNasa pancredtica

bovina (13.700 daltons) y 1 mg de vitamina B;, (1.300 daltons), disueltos en el mismo
tampén en el que se disolvid la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de L. sake
148. La absorbancia de las fracciones eluidas se determind a 280 nm, mientras el peso
molecular de la sustancia problema se determiné por interpolacién en una grafica (figura 3. 7),
en la que se representaba el logaritmo de los pesos moleculares de las proteinas estindar en

funcién de la fraccién cromatografica en la que se encontraban.

II. 2. 9. 6. -

(SDS-PAGE)

Esta técnica permite separar mezclas complejas de polipépudos en funcién de su
tamano molecular. L.a electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico
(SDS-PAGE), se realiz6 segun las técnicas de Swank y Munkres (1971) y de Laemli (1970).
El dodecil sulfato sédico es un detergente que con otros agentes, como el mercaptoetanol y el

calor, interviene en la desnaturalizacién de las proteinas a subunidades y, ademds, properciona
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Figura 3. 7. - Recta patrén para la determinacién de pesos moleculares por
cromatografia de filtracién en Sephadex G-30. (A) a-quimo-

tripsindgeno, (B) RNAsa pancredtica bovina, (C) vitamina Byp.
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a las cadenas polipeptidicas una densidad de carga similar. De esta forma cuando el complejo
SDS-proteina se somete a electroforesis en un gel que contiene SDS, su velocidad de
migracion viene determinada principalmente por la masa de la particula SDS-polipéptido segiin
el pricipio de exclusién molecular. El campo eléctrico, en este caso, sélo suministra la fuerza

impulsora.

IIL. 2. 9. 6. 1. - Técnica de Swank y Munkres (1971)

III. 2. 9. 6. 1. 1. - Tampones, geles v soluciones empleadas

1.) Tampon para solubilizar las muestras.

Se compone de:

Urea 48 ¢
B-mercaptoetanol 0,5 ml
SDS 0,25 g
Acido ortofosférico 0,01 M hasta 100 mi

2.) Tampén de icido fosférico 1| M-SDS, pH 6.8.

Contene:
Acido ortofosforico (85 %) 33,7 ml
SDS 50 g
Agua destilada, hasta 5000 ml

El pH se ajusta a 6,8 con Tris.

3.) Solucion de acrilamida-bisacrilamida.
Esta formado por:

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

Agua destilada hasta 50,0 ml

4.) Gel de separacion.

Consta de:
Solucidn de acrilamida-bisacrilamida 9,99 ml
Tampdn de 4cido fostérico 1 M-SDS 3,0 ml
Urea 144 g
Agua desnlada 290 mi
TEMED (N,N,N' N, tetrametilén-etilen-diamina) 9,0 ul
Persulfato amonico (6 %) 0,3 ml

5.) Gel de concentracion.

Lo forman:
Solucién de acrilamida-bisacrilamida 1,65 ml
Tampén de dcido fosférico 1 M-SDS 05 m
Urea 245 g
Agua destilada 10,0 ml
TEMED 1,5
Persulfato aménico (6 %) 0,1 mi

6.) Tampon de electroforesis.

Contiene:
Tampon de dcido fosférico 1 M-SDS 0,225 ml
Agua destilada 2,225 ml

97



MATERIALES Y METOQDOS

7.) Solucién de fijacion.

Consta de isopropanol: dcido acético: agua destilada (2,5:10:6,5 v/v).

8.) Solucidon de tincidn.

Consiste en una solucién de azul brillante de Coomassie al 2 % en dcido acético al

7 %.

9.} Solucidn de lavado.

Es una solucidn al 7 % de 4cido acético en agua destilada.

III. 2. 9. 6. 1. 2. - Preparacién de las muestras

Las muestras solubilizadas en tamp6n de solubilizacién, con 50, 100 y 200 ug de Ja
sustancia antimicrobiana, parcialmente purificada, se mantuvieron durante 5 minutos en baiio

de agua hirviendo antes de depositar 30 il de cada solucién en el gel de concentracion.

II. 2. 9. 5. 1. 3. - Preparacidn de los geles

Los geles se prepararon de la manera descrita por Swank y Munkres (1971). El gel
consta de dos porciones: fase inferior (gel de separacidén) y fase superior (gel de
concentracién). Los geles se prepararon como se describe en las secciones I11. 2. 9. 6. 1. 4 y
II. 2. 9. 6. 1. 5. Para evitar la presencia de burbujas de aire en los geles, 1a mezcla se
desgasifico a temperatura ambiente por sonicacién en un bano, durante 5 minutos, antes de
anadirle el TEMED vy el persulfato aménico. Los receptdculos de formacién de los geles se
llenaron primero con la solucion del gel de separacidn hasta unos 3 cmi de su extremo superior,
mientras en la superficie de la mezcla, y para que no se formaran meniscos, se depositd un

pequeio volumen de una solucidn saturada de butanol. La mezcla se mantuvo durante | h a 37
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°C y, una vez polimerizada, se retiré el butanol y se lavd su superficie con agua destilada. A
contipuacion se deposité el gel de concentracion y se introdujo e peine que forma los pocillos
donde se depositaran las muestras. El gel se polimeriza durante 30 minutos a 37 °C. guedando

listo para realizar la electroforesis.
IL 2. 9. 6. 1. 4. - Electroforesis

L.a electroforesis tuvo lugar pasando por el gei una corriente de 18-20 mA v evitando
las temperaturas inferiores a 16 °C, para minimizar el riesgo de precipitacién de la urea.

Finalizada la electroforesis, el gel se extrajo de los vidrios del soporte.

I11. 2. 9. 6. 1. 5. - Tincién de los geles

Terminada la electroforesis, los geles se sumergieron en la solucién de fijacidn y se
mantuvieron fijandose durante, aproximadamente 8 h, cambiando la solucion de fijacién 2 6 3
veces. A continuacién, se introdujeron en la solucidn de tincidn donde se mantuvieron durante
2 h a temperatura ambiente. La eliminacién del colorante no fijado se realiz6 con 1a solucion de

lavado.

II1. 2. 9. 6. 1. 6. - Determinacién del peso molecular

El peso molecular se determiné por interpolacidn en una grafica en la que se representa
el logaritmo del peso molecular de las proteinas estdndar frente a su distancia de migracién en
el gel (figura 3. 8). Las proteinas utilizadas en la confeccidn de la recta patrén procedian de un
"kit" comercial que contenia las siguientes proteinas estindar de bajo peso molecular:
mioglobina [1I (2,5 KDa), mioglobina Il (6,2 KDa). mioglobina I (8,1 KDa), mioglobina I v

Il (14 KDa) y mioglobina (16,9 KDa).
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II1. 2. 9. 6. 2. - Técnica de Laemii (197Q)

111, 2.9.6. 2. 1. - Tampon les v seluciones empleadas

1.) Tampon para solubilizar las muestras.

Se compone de:

Tris HC10,5 M, pH 6,8 1,0 ml
Glicerol 08 ml
SDS (10 %) 16 ml
f-mercaptoetanol 04 ml
Azul de bromofenol (0,05 %) 02 mi
Agua destilada 40 ml
2.) Solucién de acrilamida-bisacrilamida.
Estd formada por:
Acrilamida 146 g
N,N'-metilén-bisacrilamida 0.4 g
Agua destilada hasta 500 ml
3.) Gel de separacion.
Contiene:
Solucion de acrilamida-bisacrilamida 200 ml
Tris HCI 1,5 M, pH §.8 7.5 ml
Agua destilada 1.9 ml
SDS (10 %) 0,3 ml
Persulfato amoénico (10 %) 0,15 ml
TEMED 150 pl
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4.y Gel de concentracion.

Contiene:
Solucién de acrilamida-bisacrilamida 1.3 ml
Tris HC1 O,5 M, pH 6,8 2,5 ml
Agua destilada 6,1 mi
SDS (10 %) 0,1 ml
Persulfato aménico (10 %) 50,0 ui
TEMED 10,0 pl

5.) Tampén de electroforesis.

Consta de:
Tris base 66 g
Glicina 288 g
SDS 20 g
Agua destilada 22 1

6.) Solucién de tincidn.

Estd formado por:
Acido acético 10,0 ml
Alcohol metilico 40,0 ml
Agua destilada 500 ml
Azul de coomasie 025 ¢

7.) Solucion desteiidora
Se compone de:
Acido acético 10,0 ml

Alcohol meiilico 40,0 ml
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Figura 3. 8.- Recta patrén para la determinacion del peso molecular por la
técnica de Swank y Munkres. Patrones de bajo peso molecular;
(A) Mioglobina, (B) Mioglobina I y II, (C) Mioglobina 1, (D)
Mioglobina I y (E) Miogiobina Iil.
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Agua destilada 500 ml

8 .) Solucién de frjacion:

Etanol:dcido acético:agua destilada (10:5:85 viv).

II1. 2. 9. 6. 2. 2. - Preparacién de las muestras

Cinco, 10 y 15 pg de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada se
disolvieron y se mantuvieron durante 5 minutos en un bano de agua hirviendo, antes de

depositar 10 pl de cada solucién en el gel de concentracion.

II. 2. 9. 6. 2. 3. - Preparacidn de los geles v electroforesis

Tanto [a preparacion de los geles como la electroforesis comrespondiente se realizo de la

manera descrita en las secciones [11. 2. 9. 6. 1. 3. yII1. 2. 9. 6. 1. 4.

IIL. 2. 9. 6. 2. 4. - Tincién de los geles

III. 2. 9. 6. 2. 4. 1. - Técnica del nitrato de plata

Los geles se tifieron con el reactivo de nitrato de plata distribuido comeicialmente por
la casa Bio-Rad. Este reactivo, elaborado segin el método de Merril y col. (1981), es unas
10-50 veces mads sensible que el azul brillante de Coomassie para visualizar las proteinas en
los geles de poliacrilamida con SDS. La tincién se realizé siguiendo estrictamente las

instrucciones recomendadas por la casa suministradora,
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1. 2. 6. 6. 2. 5. - Determinacién del peso molecular

El peso molecular se determind interpolando en una gréfica los pesos moleculares de
las proteinas estdndar frente a la distancia recorrida en su migracion en el gel. Las proteinas
estandar utilizadas en la confeccidén de la recta patrén procedian de un "kit" comercial que

contenia las proteinas de bajo peso molecular descritas en la seccién II1. 2. 9. 6. 1. 6.

I. 2. 9. 7. - Determinacién de la composicién aminoacidica de la sustancia

antimicrobiana de L. sake 148 por cromatografia liguida de alta

resolucién (HPL.C)

La determinacién de la composicion aminoacidica se realizd segin la técnica descrita

por Beaver y col (1986).

II1.2.9.7. 1. - Tampones y reactivos

1.) Solucidén A: tampdn acetato-trietilamina, de pH 6.8

a} Solucidn de acetato sédico 0,03M.

Disolver 2,46 g de acetato sddico en 1 litro de agua destlada.

b) Solucién de wietilamina al 0,05% v/v.

Diluir 0,5 ml de trietilamina en 1 litro de agua destilada.
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Procedimiento:

Mezclar ambas soluctones hasta obtener un pH de 6.8.

2.) Solucién B: acetonitrilo al 90%.

A 900 ml de acetonitrilo de calidad HPLC, anadirle agua Milli-Q hasta 1 litro.

3.) Selucién de acetonitrilo en tampén fosfato 0.5M. de pH 7.4

a) Solucién de fosfato sddico dibdsico, 0.5M

Disolver 7 g de fosfato sédico dibdsico en 100 ml de agua destilada.

b) Solucidn de fosfato sédico monobasico, 0.5M

Disolver 6,8 g de fosfato sodico monobdsico en 100 ml de agua destilada.

Procedimiento

Afiadir solucién b) a la a) hasta obtener un pH de 7,4. La solucién asi obtenida se filtra

por un filtro de 0,45 pm de didmetro de poro y se afiade acetonitrilo calidad HPLC hasta una

proporcion del 5% (v/v).

4} Solucidn de fenilisotiocianato

Contiene: ul
Alcohol etilico 500
Trietlamina 350
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Fenilisotioctanato 100

Agua destilada 50

II1.2.9.7.2-Di 190 dcida de la mu roblema

En viales de vidrio (10 x 30 mm) que se cerraron herméticamente al vacio, se
colocaron previamente 10 mg de proteina de la sustancia antimicrobiana (seccién I11. 2. 8. 1.),
disuelta en 1 ml de HCI 6 N; a continuacién se calentaron a 120 °C durante 24 horas para
realizar la hidrélisis dcida de la muestra. Una vez hidrolizada se liofiliza y el liofilizado
obtenido después se resuspende en 750 pl de HCI 0,2N vy se le afiaden 100 pl de una solucién
acuosa de norleucina al 1% (p/v) en agua Milli-Q. Este aminoicido, que no se encuentra

normalmente en las muestras, actia como patrdn interno.

III. 2. 9. 7. 3. - Preparacién de los patrones

De cada uno de los aminoécidos patrdn y de la norleucina se pesaron 10 mg, que se
disolvieron en 10 ml de una solucién de 0,2N HCL. Los aminoicidos patrén empleados fueron

los contenidos en un "kit" comercial de la casa Sigma.

1L 2.9.7. 4. - Derivatizacion de los aminodcidos

Tanto la solucién de aminodcidos procedente de la hidrélisis de fa sustancia
antimicrobiana como la de los aminodcidos patrén, se derivatizaron haciéndolas reaccionar
durante 10 minutos en el doble de volumen de la solucion de derivatizacion de
Etanol:Trietilamina: Fenilisotiocinato (7:2:1). Una vez terminada la reaccién, el medio iiquido
se evaporé en corriente de N,. El material desecado resultante se resuspendio en una solucién

de acetonitrilo en tampdn fosfato 0,5M, de pH 7 4.
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1. 2. 9.7. 5. - Técnica de la cromatografia en HPLC

En un cromatdgrafo HPLC dotado de una columna de fase reversa (Supelco 18¢)
termostatada a 35 °C se inyectaron alicuotas de 20 pl de la solucién problema y de los
aminodcidos patrén derivatizados. La fase mdvil estaba constituida por un gradiente de la
Solucién B en la A (tabla III. 2) y la deteccién de los aminodcidos derivatizados se realizé
determinando su absorbancia a 254 nm. La composicidon aminoacidica, cualitativa y
cuantitativa, de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada se determind comparando el

cromatograma obtenido con el de los aminodcidos patrdn.

Tabla Il]. 2.- Condiciones de trabajo para la determinacién, mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), de la composicién aminoacidica de la sustancia

antimicrobiana parcialmente purificada de L. sake 148

Tiempo Flujo Duracién
{min} (ml/min) % de Ben A {min)
0 1 4 0
0,5 1 6 5
5.5 1 15,5 9,5
IS5 1 35 7
22 1 38,5 10
32 1,5 99 5
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Su determinacidn se realizé esencialmente de la forma descrita por Schillinger y Liicke
(1989). Se procedié como sigue: El sobrenadante de un cultivo de L. sake 148, crecido en

medio MRS, se concentré unas 20 veces.

DPe este concentrado se tomé una alicuota de 0,5 ml que se vertié en 5 ml de medio
MRS o BHI (dependiendo del microorganismo indicador utilizado) recién inoculado con un
microorganismo indicador; la concentracién del indculo fué en todos los casos de unas 5 x 109

ufe/mi.

Como microorganismos indicadores se emplearon los siguientes: L. fermentum
CECT285, L. curvarus CECT726, Car. divergens LV 13, Leu. mesenteroides CECT394, L.
monocytogenes NCTCS105, L. monocviogenes L5 sv 12, L. monocytogenes Scott A, S.
typhimurium T91, Y. enterocolitica E20, S. awrens FRI137, S, aureus FRI36L y C.
botulinum CECT551. C. perfringens CECT376. Los cultivos se incubaron,a32°C037°Cy
en aerobiosis o anaerobiosis segin el microorganismo indicador, durante 5 h y, a
continuacién, se¢ hicieron los correspondientes recuentos microbianos depositando alicuotas de
100 ut de dicho cultivo en placas de MRS o BHI. Como control se realizd una experiencia
similar en la que al microorganismo indicador se le afiadieron 0,5 ml del sobrenadante
concentrado de un cultivo de L. sgke 23. microorganismo cuyo sobrenadante concentrado no

mostraba ninguna actividad inhibidora detectable.

El mecanismo de accion de fa sustancia antimicrobana de L. sake 148 seria bactencida
si se observase una disminucién de la viabilidad del microorganisme indicador y
bacteriostdtica, si las ufc/ml del microorganismo indicador permaneciceran constantes respecto

de su valor imcial.
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[ 2. 11. - i4n_inhibidora minima de la sustancia antimicrobiana en

diversos microorganismos indicadores

Para determinar la concentracién inhibidora minima (CIM), se preparé una solucién de
la proteina purificada en tampén de fosfato 4 mM, de pH 7,0 a una concentracién de 8 mg/mi;
a continuacién se diluyd 2, 4, 8 y 16 veces. De cada dilucién (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) se
tomaron alicuotas de 30 pl cuya actividad antimicrobiana se evalué segiin la técnica descrita en
la secidn II1. 2. 3. 3. 2. Los microorganismos indicadores empleados fueron L. fermentum
CECT28S, C. divergens LV13, L. monocytogenes 7973, LIS sv 1/2 y Scott A, S. aureus

FRI 137, FRI 349 y FRI 362, C. botulinum 551y C. perfringens 376.
L.a concentracidn inhibidora minima (CIM), se define como la concentraciéon minima
de proteina que produce un halo de inhibicién en el medio sélido de crecimiento del

microorganismo indicador empleado. En este ensayo, dnicamente se consideraron como halos

de inhibicion aquéllos cuya corona circular tenia un radio mayor de 1 mm.

111 2. 12. - Métodos inmunoldgicos

III. 2. 12. 1. - Obtencidn de los inmunosueros

La sustancia responsable de la actividad inhibidora de L. sake 148 (seccion 111 2. 8.
1), se empled para la inmunizacién de conejos con el fin de obtener los correspondientes

inmunosueros portadores de anticuerpos.

1L 2. 12, 1. 1. - Pawa de inmunizacion

Como animales de expernmentacion se emplearon 2 conejos machos de la raza "New
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Zealand" de 2,5-3 Kg de peso a los que se inoculé la sustancia inhibidora parcialmente
purificada. Depilada y desinfectada (con alcohol) la zona de inoculacion se inyectaron
subcutdneamente a los conejos, en ambos lados de la espina dorsal, comenzando por la zona
mds proxima a la regién cervical. Como indculo se emplearon 1-4 mg del antigeno (sustancia
inhibidora parcialmente purificada), emulsionados en una mezcla de 0,5 mi del Adyuvante
Completo o Incompleto de Freund (Difco) y 1 ml de agua destilada estéril; las inyecciones se

Ilevaron a cabo durante un periodo de 91 dias a intervalos de 7 dias (tabla III. 3).

Antes de la primera inoculacién se realizé una sangria parcial inicial (Sg), para

comprobar la ausencia de reactividad de los animales frente a los antigenos utilizados.

Asimismo a los 21, 42, 63, 84 y a los 91 dias del proceso de inmunizacién y, con el fin de

verificar la efectividad de dicho proceso, se realizaron sangrias parciales (S, Sy, S5y S4).

En las sangrias parciales la sangre se obtuvo de la vena marginal de la oreja, segin el
siguiente procedimiento: El animal se introducia en una caja, de la que sobresalia la cabeza,
para inmovilizarlo; la zona elegida de la oreja se frotaba con algodén empapado en xilol para
producir una vasodilatacién que favoreciera la sangria y, a continuacién, se efectuaba una
puncién con aguja o bien se seccionaba el vaso cuidadosamente con bisturi, recogiéndose por

goteo de 5 a 10 m! de sangre.
HI. 2. 12. 1. 2. - Sangrfa final
Después de anestesiado el animal por via intramuscular con Ketolar (clorhidrato de

ketamina) a una dosis de 10 mg/kg de peso, se colocaba en una mesa en posicion de decibito

supino y se inmovilizaba por las 4 extremidades.
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Tabla III. 3. - Pauta de inmunizacién de los conejos por inoculacién subcutdnea de la

sustancia con actividad antimicrobiana de L. sake 148

Adyuvante Adyuvante
completo incompleto
Extracto antigénico de Freund de Freund
Dias (mg) (ml) (ml) Sangria
0 1 0,5 — Sp
7 1 e 0,5 —
14 1 —_— 0,5 —_—
21 | — 0,5 Sq
28 2 — 0,5 —
35 2 — 0,5 —_—
42 2 —_ 0,5 Sy
49 3 e 0,5 —
56 3 _— 0,5 —
63 3 — 0,5 S;
70 3 - 0.5 -
77 4 —_— 0,5 —
84 4 — 0,5 S4
91 _— e 0,5 St
S() = sangria inicial S3 = sangria parcial dia 63
S 1= sangria parcial dia 21 S4 = sangria parcial dia 84

S» = sangria parcial dia 42 Sf = sangria final dia 91
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Una vez depilada y desinfectada perfectamente la zona cervical inferior, con €l material
quirirgico apropiado se practicaban las incisiones cutdneas siguientes:

a) longitudinal a lo largo de la linea media ventral

b) transversal a nivel de la segunda vertebra cervical

¢) transversal a nivel de la sexta vertebra cervical

A continuactdn se disecan los musculos ventrales del cuello visibles en este drea: Ms.
cleidomastoideus (parte del Ms. cleidocephalicus y éste a su vez del Ms. brachiocephalicus),
Ms. sternomastoideus (parte del Ms. sternocephalicus), Ms. sternohyoideus 'y Ms.

sternothyroideus.

Por el borde lateral del Ms. sternothyoideus se diseca en profundidad hasta llegar al
paquete vdsculo-nervioso situado a uno y otro lado de la trdquea (A. carotis comunis, V.
Jugularis y Troncus vagosimpathicus). Se diseca 1a A. carotis comunis y con una pinza de tipo
"mosquito” se fija el N. vagus, que continda unido al tronco vascular. De este modo al efectuar
la seccién de la arteria se puede dirigir el flujo sanguineo a un tubo o recipiente donde se

recoge la sangre.

Cuando disminuye el flujo de sangre, se recomienda aplicar un masaje cardiaco con el
fin de conseguir el mayor volumen de sangre posible.De cada animal se recogieron de 120 a

150 ml de sangre cuando la sangria final se realizaba segiin las normas senaladas.

II1. 2. 12. 1. 3. - Obtencién y conservacion del suero

LLa sangre obtenida se trasvasa lentamente a un tubo de centrifuga, a fin de evitar su
hemolisis, y se centrifuga a 2.000 g durante 10 minutos. A continuacién, el coagulo formado

se desprende de las paredes laterales con una espitula o aguja y el sobrenadante se recoge con
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una jeringa. En caso de requerirlo, el sobrenadante se centrifuga de nuevo. Una vez obtenido
el suero se distribuye en fracciones de 2 mi en viales, afiadiéndoles una o dos gotas de una
solucién de azida de sodio al 0,01 % que actia como agente conservador. El suero se mantiene

en congelacion a -20 °C hasta su utilizacién posterior.

IIL. 2. 12. 2. - Inmunodifusién en geles de agarosa

Esta técnica, que permite visualizar la interaccién entre antigenos y anticuerpos, se
basa en su difusién por un medio semisdlido (agarosa). Si ambos se corresponden, se forma
una linea de precipitacién cuya posicion dependera del coeficiente de difusién de los antigenos

y anticuerpos, de sus respectivas concentraciones y del tiempo de reaccién.

En este trabajo se ha empleado la técnica de inmunodifusion doble descrita por
Ouchterlony (1949), que permite verificar el proceso de inmunizacién de los animales de
experimentacién y la correspondencia inmunolégica entre los inmunosueros obtenidos y los

extractos antigénicos de interés.

LLos extractos antigénicos utilizados fueron el sobrenadante neutralizado y concentrado
de L. sake 148 (seccidn III. 2. 3. 3. 1.) y la sustancia responsable de su actividad inhibidora

obtenida tal y como se describe en la seccién 1. 2. 8.

1L 2. 12. 2. 1. - Preparacion del gel .

El gel se preparaba inmediatamente antes de usarlo, constaba de agarosa al 1% en
solucién de cloruro sédico al 0,85% (Suero fisioldgico salino): se le adicionaba como agente
conservador un 0,01% de azida de sodio. Para prepararlo, la solucién de agarosa en el suero

salino se calentaba con agitacién hasta ebullicidn, anadiendo a continuacién la solucién de
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azida de sodio.

IML. 2. 12. 2. 2. - Preparacién de la placas de inmunodifusién

Se utilizaron portacbjetos de vidrio de 7.3 x 5 cm que se situaban sobre una mesa
niveladora depositando sobre cada uno de ellos 6 mi de la solucién de agarosa caliente. Una
vez solidificada la agarosa, con la ayuda de moldes metélicos de seccién circular, se realizaron
excavaciones: una central, de 12 mm de didmetro y 6 periféricas, dispuestas en forma de roseta
de 6 mm de didmetro que deistaban de la central 7 mm. Seguidamente, y con ayuda de una
aguja, se retiraron cuidadosamente los discos de agarosa anadiendo a continuacidn un par de
gotas de agarosa fundida en el fondo de los pocillos formados y evitar asi posibles anomalias

en la difusién de los anticuerpos.

III. 2. 12. 2. 3. - Llenado de los pocillos e incubacién de 1as placas

Preparadas las placas de inmunodifusion se depositaron 150 pl del inmunosuero en el
pocillo central y 50 pl de los extractos antigénicos en los pocillos periféricos. A continuacion
se colocaron en unas bandejas que se inrodujeron en una cubeta que contenia de 5 a 10 ml de
una selucién de azida de sodio al 1%: de esta forma, ademds de inhibir el crecimiento
microbiano, se mantenia la humedad de la cubeta que, por iltimo, se tapaba y se mantenia

durante 18-24 horas a 37 °C.

1. 2. 12. 2. 4. - Lavado v secado de los geles

Una vez incubadas, las placas se lavaron en solucidn salina al 0,85% durante 48 horas
a temperatura ambiente; la solucion de lavado se cambid tres veces cada dia y el iltimo lavado

se realizé con agua destilada; la superficie de las placas se secd con una tira de papel de filtro
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Whatman n? 1 procurando eliminar las burbujas de aire que se sitiian entre el gel y el papel.

Una vez seco el gel, el papel se desprende con facilidad de la superficie de la placa.

. 2. 12. 2. 5. - Tingidn

Tuvo lugar sumergiendo los portaobjetos durante 2 horas en una solucidn formada por
90 partes de metanol, 10 de 4cido acético y un gramo de negro amida 10B (Merck).

Posteriormente se lavan 30 minutos con una solucidon de dcido acético al 5%, tras lo cual el

dltimo se arratra con lavados repetidos de agua destilada.

II. 2. 12. 3. - Técnicas inmuncenzimaticas

IIL. 2. 12. 3. 1. - Técnica del ELISA indirecto

En este trabajo se han utilizado dos procedimientos diferentes del ELISA indirecto. El
primero fué un ELISA indirecto cldsico empleando un conjugado comercial de anticuerpos
anti-IgG de conejo conjugados al enzima peroxidasa de rdbano. En el segundo se utiliz6 un

sistema de amplificacién biotina-avidina.

III. 2. 12. 3. 2. - Técnica del ELISA indirecto cldsico

En esta técnica los antigenos se inmovilizan por adsorcién pasiva en una superficie
inerte; los anticuerpos especificos reconocen a sus correspondientes antigenos y el complejo
formado lo detecta un segundo anticuerpo marcado con un enzima, que reconoce como
antigenos a los anticuerpos anteriores. La reaccion es visible porque al actuar el enzima sobre

el sustrato se libera un compuesto coloreado.
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a) Antigengs:

Como antigenos se emplearon la actividad antimicrobiana de L. sake 148 parcialmente

purificada (obtenida tal y como se describe en la seccién III. 2. 8. 1.) asi como los

sobrenadantes libres de células de L. sake 148 y de una cepa (L. sake 23), que no manifiesta

ninguna actividad antimicrobiana detectable; en ambos su-desarrolio se llevé a cabo en

MM-Triptosa y en MRS.

b) Anticuerpos

Se utilizé el inmunosuero total obtenido al inmunizar los conejos con 1a sustancia

antimicrobiana parcialmente purificada.

c¢) Conjugado

El conjugado utilizado fué uno comercial de anti-inmunoglobulinas de conejo,

obtenidas en macho cabrio, y marcadas con el enzima peroxidasa de rdbano (Nordic).

d) Tampones y reactivos

1. Tampén PBS. de pH 7.2

NaCl 80 g
KH,PO, 02 ¢
Na,HPO, (12 H,0) 29 g
KCi 02 ¢
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Agua destilada hasta 1000 ml

2. Tampon PBST

Se prepara como el PBS y se le afiade un 5% de Tween 20.

3. Tampén de dcido citrico-fosfato, de pH

a) Preparar una solucién de dcido citrico monohidratado 0.1M disolviendo 21,01

g en 1.000 ml de agua destilada.

b) Preparar una solucién de Na,HPO,. 0,2M, disolviendo 28,4 g en 1.000 ml de

agua destilada.

c) Mezclar las dos soluciones hasta obtener un pH de 3.9.

4. Sustrato

Preparar una solucién de acido 2-2'-azino-bis-3-etil benzotiazolina sulfénico
(ABTS) (Sigma) en agua destilada a una concentracién de 15 mg/ml y después preparar una

mezcla de la siguiente composicion:

- Solucién de ABTS (15 mg/ml) 04 m
- Tamp6n citrico-fosfato, pH 3.9 100 ml
- H»O9 (30% en peso) 200 oyl
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5. Solucién de frenado

- Fluoruro sédico (NaF) al 2% en agua destilada.

6. Solucién de tapizado

- Gelatina al 1% en tampén PBS.

e) Metodologia del ELISA indirecto:

Los pocillos de las placas de ELISA (Costar 3590) se llenaron con 100 pl de una
solucién de la sustancia inhibidora en tampén PBS, de pH 7,2 o con 100 ul de los
sobrenadantes de los cultivos de interés. Las placas se tncubaron durante una hora a 37 °C, tras
lo cual se lavaron 5 veces con PBST para eliminar el exceso de antigeno no adsorbido en los

pocillos.

Una vez secas las placas y, para tapizar las zonas del pocillo en las que no se hubiese
adsorbido el antigeno, se anadieron a cada pocillo 200 ul de gelatina al 1% en PBS,
incubdndose las placas durante una hora a 37 °C. Después de lavadas otras cinco veces con
PBST, se afadieron a los pocillos 100 il de suero de congjo diluido en PBST; las placas se

incubaron en un agitador de placas de ELISA durante una hora a temperatura ambiente.

Terminada la incubacidn, se lavaron de nuevo cinco veces con PBST para eliminar los
complejos antigeno-anticuerpo formados en la neutralizacidn y los restos de anticuerpo que no
hubieran reaccionado. Seguidamente se adicionaron a los pocillos 100 pl del conjugado
anti-conejo diluido en PBST y, de nuevo, se incubaron las placas durante una hora a

temperatura ambiente en ¢l agitador.
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Tras lavar las placas cinco veces con agua destilada para eliminar los restos de
conjugado libre, se afiadieron a cada pocillo 150 ul del sustrato y las placas se incubaron en el
agitador durante 45 minutos a temperatura ambiente; inmediatamente se para la reaccion
adicionando a cada pocillo 50 pl de NaF al 2%. El color verde de los pocillos se cuantificé

midiendo su absorbancia a 405 nm en un lector espectrofotométrico de placas de ELISA.

Ademas, en la prueba descrita se realizaban siempre los siguientes controles:

- Control del anticuerpo: Antigeno + Gelatina + Conjugado + Sustrato.

- Control del antigeno: Gelatina + Anticuerpo + Conjugado + Sustrato.

- Control del conjugado: Conjugado + Sustrato.

Si en alguno de los controles se alcanzaba una Ayps mayor de 0,150, el experimento se

consideraba nulo.

II. 2. 12. 3. 3. - Técnica del ELISA indirecto utilizando el sistema de amplificacién

biotina-avidina

Se diferencia de Ia técnica anterior en que los anticuerpos procedentes de la
inmunizacién de los conejos se conjugan con la biotina, y en que la deteccidn det complejo
antigeno-anticuerpo/biotina se realiza con un conjugado de avidina o de estreptavidina marcada

con peroxidasa de rdbano.

En los ultimos anos, se ha visto que ¢l complejo avidina-biotina s un mediador muy

util y versatil en una gran variedad de aplicaciones analiticas, incluidas las técnicas

119



MATERIALES Y METODOS

inmunoenzimdticas. El hecho de que en poco tiempo se¢ haya generalizado su uso en campos
muy diversos, se debe a la elevadisima afinidad (1015 M-1) de la avidina por la biotinay a la

gran estabilidad de esta interaccién no covalente.

Utilizando las propiedades del complejo biotina-avidina, se pueden amplificar las
reacciones inmunoenzimaticas (ELISA). En este caso, los anticuerpos especificos de ia
reaccién se conjugan con la biotina (biotinizacién) y se detectan por un conjugado de
avidina-enzima, en lugar de por las anti-inmunoglobulinas de la especie de la que procede el

anticuerpo unido al enzima.

III. 2. 12. 3. 3. 1. - Biotinizacidn de los anticuerpos

Los inmunosueros procedentes de la inmunizacion de los conejos, deben sufrir un

tratamiento previo antes de conjugarse a la biotina.

a.) Obtencidn de los anticuerpos a partir del inmunosuero

1) Tampones y reactivos

a) Solucidn saturada de Sulfato amdnico

Se obtiene disolviendo 76,1 g de (NH,),50, en 100 ml de agua destilada, hasta que la

solucién precipita. Momentos antes de su empleo, esta solucidn se filtra a través de un papel de

filtro Whatman n?l y su pH se ajusta a 7,4 con NaOH 1N.
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b) Tampdn de PBS. de pH 7.4

Obtenido tal y como se describe en la seccién 111 2. 12. 3. 2.d) 1)

Procedimiento

25 ml del suero procedente de los conejos inmunizados se centrifugaron a 3.000 g
durante 30 minutos. Al sobrenadante obtenido se le afiadié un volumen igual de solucién
saturada de sulfato aménico y se dejo reposar a 4 °C durante 12 h. Pasado este tiempo, se
realizé una segunda centrifugacién a 3.000 g durante 30 minutos y el precipitado obtenido tras
la eliminacidén del sobrenadante se diluyé en 12,5 ml de tampén PBS. Los anticuerpos asi

obtenidos se dializaron frente a PBS y se liofilizaron antes de su conjugacién con la biotina.

b.) Conjugacién de los anticuerpos purificados con la biotina

Los anticuerpos precipitados se conjugaron con ¢l éster biotin amidocaproato-
N-hidroxi-succinimida (Sigma), siguiendo la técnica de Bonnard y col. (1984), pero con
ligeras modificaciones. Se procedié como sigue:

1. Preparar una solucién del reactivo de biotina (I mg/ml de dimetilsulf6xido).

2. En el tampédn PBS de pH 7.2, preparar una solucién del anticuerpo precipitado (con

una concentracién de, al menos, 1-3 mg/mi).

3. Anadir la solucién de biotina a la del anticuerpo, en una relacién molar

biotina/anticuerpo de 50/1.

121



MATERIALES Y METODOS

4. Incubar la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente.

5. Eliminar la biotina no reaccionante mediante didlisis de la mezcla frente al tampén

PBS (16 ha 4 °C).

6. Los anticuerpos conjugados se conservan en fracciones de 0,1 ml a -20 °C hasta el

momento de su utilizacion.

II1. 2. 12. 3. 3. 2 - Metodologia del ELISA indirecto utilizandgo el sistema de

amplificacién biotina-avidina

La técnica sigue los mismos pasos y tiempos de incubacion que los descritos en el

ELISA indirecto cldsico (seccion III. 2. 12. 3. 2.), salvo que el conjugado empleado es uno

comercial de Estreptavidina-peroxidasa de rdbano (Sigma).

122



RESULTADOS

CAPITULO IV

RESULTADOS
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-

durante la maduracién

Cuando se analiza la relacidn entre carga microbiana total y carga de bactertias lacticas,
durante la maduracion de un lote de embutidos se observa (Fig. 4.1) un rdpido aumento del
nimero de bacterias ldcticas que alcanza su punto dlgido hacia el sexto dia de maduracidn
igualdndose con el recuento microbiano total, lo que sugiere que cast la totalidad de los
microorganismos de los embutidos crudos madurados pertenecen a este grupo. Los altos
recuentos de bacterias lacticas se mantienen, pricticamente sin sufrir modificaciones, a lo largo

de la maduracion de los embutidos.
IV. 2. -Actividad antimicrobiana de las bacterias licticas seleccionadas
IV.2.1.- Actividad inhibidora directa

Como ya se ha descrito en la seccidn 11.2.3.1 de este trabajo, durante la maduracién de
un lote de embutidos crudos se aislaron 30 bacterias ldcticas en los dias 0, 2.6, 10, 21 y 35 de
maduracién, de forma que al final del periodo madufativo se reunieron 180 bacterias cuya
actividad antimicrobiana directa se estudié frente a diversos microorganismos indicadores. Los
resultados de la prueba directa de antagonismo se reflejan en las figuras 4. 2 a 4. 5. De las
mismas se deduce que la actividad inhibidora es distinta en cada cepa analizada, siendo
significativamente mayor cuando las bacterias se incubaron en las placas 24 h antes de la

incorporacidn de los microorganismos indicadores.
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Figura 4. 1.- Evolucién de la flora microbiana total (0), y ldctica (M) durante la

maduracion de los embutidos crudos curados.
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La actividad antimicrobiana de las 180 bacterias lacticas seleccionadas se determiné
empleando como microorganismos indicadores a Lactobacillus fermentum CECT285 (fig. 4.
2), L. plantarum CECT221 (fig. 4. 3), Staphylococcus aureus CECTS9 (fig. 4. 4) y
Saimonella typhimurium CECT443 (fig. 4. 5). Los resultados obtenidos indican una mayor
actividad inhibidora cuando las cepas seleccionadas se enfrentaron a otras bacterias lacticas,
tanto cuando crecian simultineamente como cuando lo hacian 24 h antes de incorporarles el
indicador. Frente a las bacterias patégenas como S. aureus y S. typhimurium no se aprecia una
actividad inhibidora definida cuando se desarrollan simultdneamente con ellas, lo que contrasta
con lo que ocurre cuando las bacterias lacticas seleccionadas se desarrollan en las placas 24 h

antes de la incorporacién del indicador.

Es de destacar la presencia de halos de inhibicién de bordes nitidos y definidos en
algunas de las cepas evaluadas frente a L. fermentum y L. plantarum. Estas cepas, que
parecian poseer un mecanismo de inhibicién diferenciado de las demds, representan un 25 %

de las analizadas y en las figuras se sefialan con un asterisco.

De las 180 cepas estudiadas, se seleccionaron 20 que estaban dotadas de una
manifiesta actividad antimicrobiana (halo de bordes nitidos) y 4 cuya actividad era menor. En
las figuras 4. 6 a 4. 29 se muestra la actividad antimicrobiana de las 24 cepas frente a L. brevis
1.B826, L. carnis, L. curvatus LB726, L. divergens MR375, L. farciminis LB34, L. sake
LB684, Leu. mesenteroides MR364, M. varians CECT230, B. thermosphacta NCIB10018,
S. faecium CECT410, E. coli LB841, B. stearothermophylus CECT49, E. cloacae CECT149,
B. cereus CECT148, Ps. fluorescens DCT. Y. enterocolitica NC E20, S. flexnerii CECTS85,
S. faecalis CECT481, L. monocytogenes LI1sv4, L. fermentum, L. plantarum CECT221, §.
typhimurium CECT443 y . aureus CECTS9. Las actividades inhibidoras observadas son
similares a las resefiadas antes y notablemente superiores cuando se emplean como indicadores

ofras bacterias lacticas.
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RESULTADOS

La mayor parte de las 24 cepas analizadas poseen una actividad antimicrobiana directa
claramente cuantificable frente a Y. enterocolitica E20y S. typhimurium CECT443 y, sobre
todo, frente a §. aureus CECTS9 y L. monocytogenes L1 lsv4, originando en los dos
Gitimos indicadores halos de inhibicién definidos y de un didmetro apreciable, similares a los
observados frente a las bacterias ldcticas. No obstante, frente a otros indicadores, como B.
cereus CECT148 y §. flexnerii CECT583, son pocas las cepas que ejercen accion inhibidora

definida.
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Figura 4. 2(I).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias lacticas seleccionadas frente a L.

Sfermentum CECT283.
1 Actividad Inhibidora directa. ENN  Actividad Inhibidora diferida.
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Figura 4. 2(I1).- Actvidad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a
L. fermentum CECT285. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(I).
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Figura 4. 2(I1).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias lacticas seleccionadas frente a

Actividad [nhibidora
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L. fermentum CECT285. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 2(IV).- Actividad inhibidora de 1as 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a

L. fermentum CECT285. Las columnas poseen ¢l mismo significado

que cn la figura 4, 2(I).
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Figura 4. 2(V).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias lacticas seleccionadas frente a
L. fermentum CECT285. Las columnas poseen el mismo significado
que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 2( y VI).- Actividad inhibidora de ias 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente
a L. fermentum CECT285. Las columnas poseen el mismo

significado que en la figura 4. 2(I).
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Figura 4. 3(I).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente a L.
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plantarum CECT221. Las columnas poseen el mismo significado que en
ta figura 4. 2(1). '
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Figura 4. 3(I1).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a

L. plantarum CECT221. Las columnas poseen el mismo significado que
en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 3(1II).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente a

(mm- 0,02 mi e K

10

L. plantarum CECT221. Las columnas poseen el mismo significado
que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 3(IV).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a

L. plantarum CECT221. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4, 2(I).
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Figura 4. 3(V).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a
L. plantarum CECT221. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 3(y VI).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente
a L. plantarum CECT221. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(I).
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Figura 4. 4(I).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias dcticas seleccionadas frente a S.
aureus CECTS9. Las columnas poseen €] mismo significado que en la
figura 4. 2(1).
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S. aurews CECTS9. Las columnas poseen el mismo significado que en
la figura 4. 2(I).
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.- Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente a
S. aureus CECTS9. Las columnas poseen €l mismo significado que en
la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 4(1V).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a

S. aureus CECTS9. Las columinas poseen el mismo significado que en
fa tigura 4. 2(1).
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Figura 4. 4(V).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a
S. aureus CECT39. Las columnas poseen el mismo significado que en
la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 4(y VI1).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente a
S. aureus CECTS9. Las columnas poseen el mismo significado que en
la figura 4. 2(1).
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Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente a §.
typhimurium CECT443. Las columnas poseen el mismo significado que
en la figura 4. 2(1).
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Actividad inhibidora de las 180 bacierias ldcticas seleccionadas frente a
S. typhimurium CECT443, Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(I).

137



Actividad Inhibidora

Actividad Inhibidora

RESULTADOS

110
OO
_ 90
g S0
=5 74
- 60
:; 30
& 4o
NE 30
E 20

10 .

0 -j—'?r\:r" "rln\chx—-\f—r:;eﬂ—[juj

S E S S T B e e

Figura 4. 5(1II).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente a
S. typhimurium CECT443. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 5(1V).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a
S. typhimurium CECT443. Las columnas poseen ¢l mismo significado

que en la figura 4. 2(1).

138



RESULTADOS

Actividad Inhibidora
(mm? 0,02 ml oo k7N

1 M S WD T —
T e, e, T T
— st

i I#H'E;HH n

D =
Lz
131 ez

Figura 4. 5(V).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias licticas seleccionadas frente a
S. typhimurium CECT443. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 5(y VI).- Actividad inhibidora de las 180 bacterias ldcticas seleccionadas frente a
S. typhimurium CECT443. Las columnas poseen el mismo

significado que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 6.- Actividad inhibidora de 24 bacterias licticas seleccionadas frente a L. brevis
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Actividad inhibidora de 24 bacterias ldcticas seleccionadas frente a L. carnis

MR371. Las columnas poseen el mismo significado que en la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 8.- Actividad inhibidora de 24 bacterias ldcticas seleccionadas frente a L.

K

e
= .02 ml v

curvatus LB726. Las columnas poseen el mismo significado que en ia
figura 4. 2(1).
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Figura 4. 9.- Actividad inhibidora de 24 bacterias ldcticas seleccionadas frente a L.

divergens MR375. Las columnas poseen ¢l mismo significado que en la

figura 4. 2(1).
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Figura 4. 10.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacucas seleccionadas frente a L.
Jarciminis LB34. Las columnas poseen ¢l mismo significado que en la
figura 4. 2(1).
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Figura 4. 11.- Actividad inhibidora de 24 bacterias ldcticas seleccionadas frente a L. sake
LB684. Las columnas poseen el mismo significado que en la figura 4.
2(1).
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Figura 4. 12.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacticas seleccionadas frente a Leu.

(mme- 0,02 ml ', K.

mesenteroides MR364. |Las columnas poseen el mismo significado que en
la figura 4. 2(I).
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Figura 4. 13.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacticas seleccionadas frente a M.

varians CECT230. Las columnas poseen el mismo significado que en la
figura 4. 2(1).
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Figura 4. 14.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacticas seleccionadas frente a B.

Actividad Inhibidora

imm= 0,02 mi UL KT

termosphacta NCIB10018. Las columnas poseen el mismo significado que
en la figura 4. 2(]).
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Figura 4. 15.- Actividad inhibidora de 24 bacterias licticas seleccionadas frente a S.

xilosus CECT237. Las columnas poseen el mismo significado que en la
figura 4. 2(I).
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Figura 4. 16.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacticas seleccionadas frente a S.

Sfaecium CECT410. Las columnas poseen el mismo significado que en la
figura 4. 2(I).
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Figura 4. 17.- Actividad inhibidora de 24 bacterias licticas seleccionadas frente a £. coli

[.B841. Las columnas poseen el mismo significado que en la figura 4.
2(1y.
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Figura 4. 18.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacticas seleccionadas frente a B.
stearotermophylus CECT49. Las columnas poseen el mismo significado

que en la figura 4. 2(]).
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Figura 4. 19.- Actividad inhibidora de 24 bacterias licticas seleccionadas frente a E.
cloacae CECT149. Las columnas poseen el mismo significado que en {a
figura 4. 2(1).
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Figura 4. 20.- Actividad inhibidora de 24 bacterias ldcticas seleccionadas frente a B.

Actividad Inhibidora

cereus CECT148. Las columnas poseen el mismo significado que en la

figura 4. 2(I).
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Figura 4. 21.- Actividad inhibidora de 24 bacterias licticas seleccionadas frente a Ps.

fluorescens DCT. Las columnas poseen el mismo significado que en la

figura 4. 2(I).
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Figura 4. 22.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacticas 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 licticas seleccionadas freate a §.
Sflexnerii CECTS85. Las columnas poseen el mismo significado que en la

figura 4. 2(I).
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Figura 4. 24.- Actividad inhibidora de 24 bacterias lacticas seleccionadas frente a S.

(mm? 0,02 mi” ' KH

faecalis CECT481. Las columnas poseen el mismo significado que en la

figura 4. 2(I).
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Figura 4. 25.- Actividad inhibidora de 24 bacterias licticas seleccionadas frente a L.

monocytogenes LIlsv4. Las columnas poseen el mismo significado que

en la figura 4. 2().
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Figura 4, 26.- Actividad inhibidora de 24 bacterias ldcticas seleccionadas frente a L.
Sermentum CECT285. Las columnas poseen el mismo significado que en
la figura 4. 2(1).
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Figura 4. 27.- Actividad inhibidora de 24 bacterias licticas seleccionadas frente a L.
plantarum CECT221. Las columnas poseen el mismo significado que en la
figura 4. 2(D).
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Figura 4. 28.- Actividad inhibidora de 24.bacterias licticas seleccionadas frente a S.
typhimurium CECT443, Las columnas poseen el mismo significado que
en la figura 4. 2(I).
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Figura 4. 29.- Actividad inhibidora de 24 bacterias ldcticas seleccionadas frente a S.
aureus CECTS9. Las columnas poseen el mismo significado que en la
figura 4. 2(I).
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IV. 2. 2. - Actividad inhibidora de los sobrenadantes de cultivos libres de células

En la tabla IV.] se muestra la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de
cultivos libres de células de las 24 cepas previamente descritas después de filtrados,
neutralizados y concentrados siguiendo el procedimtento descrito en la seccidn 111 2. 3. 3,
Como se observa, algunos presentan una actividad notable frente a ciertos microorganismos
indicadores, sobre todo frente a otras bacterias lacticas. Es digno de mencién que los
sobrenadantes de las cepas 148 y 180 presenten una notable actividad frente a L.
monocytogenes. No obstante, frente a otros indicadores carecen de actividad inhibidora
detectable, lo que significa que, o bien €stos son insensibles a dicha actividad, o bien que la

concentracion de la sustancia inhibidora es demasiado pequeiia para detectarse con esta técnica.

IV. 2. 3. - Efecto de la catalasa en la actividad inhibidora de las bacterias licticas

seleccionadas

Ya se ha descrito que el perdxido de hidrégeno (H,0,), producido por algunas
bacterias lacticas, inhibe €l crecimiento de otras bacterias. Sin embargo, el tratamiento con 130
Ul/ml de catalasa de los sobrenadantes de los cultivos libres de células con actividad inhibidora

no disminuye dicha actividad (no se muestran los resultados). Asi pues, una vez comprobado
que, ni la acidez, ni la sintesis de H,0,, ni la presencia de bacteriéfagos estaban involucrados

en la actividad antimicrobiana de las cepas estudiadas, se pensé que éstas quizds sinteticen
otros compuestos activos de bajo peso molecular y/o bactertocinas. Por ello se procedié a la
identificacion y caracterizacion bioquimica parcial de aquellas cepas cuyos sobrenadantes libres

de células. una vez concentrados, manifestaban la mdxima actividad antimicrobiana .

152



RESULTADOS

PASTIT sauadoiloouow W {GSIOHD Sha4np 'S B Chp 1DAD E:ri&&m.b "¢ 118 mwm,rum_o 142ux21f 'ys S omm D211 030491

A PR LD suadsaionlf sS4 Sd ‘6vLDHD SNIYdowia10.402is g A (IHRGT 1702 F 07 ‘01PLDID wn12avf § 11§ LET1DAD Snsojx
.w 'X$ QI001LDTD vrovydsowdyl g 1g (OETLDAD SUDLDA Iy AN 'WICLDHD $IPI0L21uasai "N T (W p89GT 2YDS 7 ST ped ]
SIRUAnf 7y YT SLELDTD Suadidp D) (pD 9TLAT SMDAND T DT CILELDHAD Siudpd 7 R 1Q7RYT Sinasq 197 1z LDdD
wnapiund <7 1A (GQTLOED WiRjuowaf 7T (T "W U UQIOTGIYUT 2P O[eY 3P OIRWIEIP 13 0WO0D epesAId¥d BIOPIGIYUL PEPIATIY (,)

6 01 - - - - - - = - - - - - = =% v - a - ¥l 081
e T T S RLI
- - - - - - - - - - - - - - - - 9w - 8 - 8 LL]
S A - AR A 9L 1
T T S 4 SR SR L91
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . ol
e e R 3 S o R 4 €51
- - - - - - = - - - - - - - - - S Ll - 0 - 8 671
pI 98 -~ - - - - - - =~ = - - - - 9 (1 - 0z - 9 8
e T X T 4 SR Sr1
- - - - - = - - - - - - - - - - 7 - = 1 - ¥l Zbl
e T 4 SR SR 3
S £Cl
e T S 17!
S T T R T A SRS -) BN o SR A 06
6 - - - - - - - = - - - - - - - [ ¥ - (1 - 6l LL
- - - - - - - - = - - - - - - - 9 6 - ¥ - L T
- - - - - - - - - - - - - - - - 7 - - 1 - Uu 9
e e T S ST R by
S o SR o S 53
- - - - - - - - - - - - - - - - 96 - - 1 - gl 62
e e 3/ A Y S X vT
L T S ] 34

- - - = il

W es I8 938 [S SA 54 o o JS§ XS g AW W7 ST ¥ PO 84 moA Q1 aq IT  NedD
(&) JOPBOTPUT OLUSIUBSICOIOTIA

SIOPEIIPUI SOWSTUBGIOOIDILU SOSIDATP B
J1UDIJ SEPBUOIINIAS SBIHIOP] SBURIDRG $7 9P SOPBIUDUOD SBINIPD P $2IG1] SAUBPBUAIGOS SO] 2P BIOPIGIYUL PEPIANDY -1 AT BIQEL

153



RESULTADOS

IV. 3. - Identificacion vy carg

leccionad; r ivi antimicrobi

Las seis bacterias lacticas cuyos sobrenadantes concentrados libres de células
manifestaron la mdxima actividad antimicrobiana, se sometieron a la mayoria de las pruebas
recomendadas por Schillinger y Liicke (1987b), resefiadas en la seccion IH. 2. 4., para la
identificacién rdpida de las bacterias ldcticas procedentes de la carne y productos carnicos. Las

cepas seleccionadas fueron las correspondientes a los niimeros 31, 77, 90, 148, 177 y 180.

IV. 3. 1. - Morfologia v tincién por el método de Gram

La observacién microscépica de las cepas seleccionadas, teilidas con el método de

Gram, evidencia una morfologia de bacilos cortos Gram positivos (tabla IV. 2).

IV. 3. 2. - Prucba de la catalasa

Todas las cepas analizadas fueron catalasa negativas (tabla IV. 2)

IV. 3. 3. - Produccién de CO, a partir de glucosa

La capacidad de las cepas analizadas de producir CO,, se investigé como sc describe

en la seccidn I 2. 4. 3. Ninguna de las cepas seleccionadas produjo dicho gas (tabla 1V. 2).

IVL 3.4, - Hidréhsis de la arginina

I.os resultados de la prueba de hidrélisis de la arginina se muestran en la tabla 1V. 2,
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no observdndose una respuesta uniforme en las diferentes cepas seleccionadas. Dicha

respuesta varia desde la reaccién negativa de las cepas 31, 77, 90 y180, hasta la positiva de las

cepas 148 y 177.

IV. 3. 5. - Produccién de dcide sulfhidrico

La realizacién de las técnicas descritas en la seccidén IIL. 2. 4. 5., no evidencid, en

nigan caso, la produccion de dcido sulfhidrico por ninguna de las cepas analizadas (tabla IV.

2).

IV. 3.6 .- Prueba de Voges-Proskaiier

La produccidn de acetoina por las cepas seleccionadas se evalué mediante la prueba de
Voges-Proskaiier (seccion I11. 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, 1a cepa 148 fué negativa en esta prueba.

IV. 3. 7. - Fermentacidn de carbohidratos

La capacidad fermentativa de carbohidratos de las cepas seleccionadas se evalud

siguiendo el procedimiento descrito en la seccion HI. 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 fermentacion de los azicares L-arabinosa, a-metil D-glucdsido, D-turanosa,

155



RESULTADOS

salicilina, maltosa, lactosa, D-rafinosa, celobiosa y 2 ceto-gluconato es variable dependiendo
de las cepas analizadas. Asi, mientras la cepa 177 es la tnica que fermenta la L-arabinosa,
a-metil D-glucdsido y D-turanosa, todas, con excepcion de la 77, utilizan {a 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-rafinosa, mientras que la 148 y 177 fermentan el

2-cetogluconato. La celobiosa sélo es débilmente fermentada por la cepa 180.

3.) Ninguna de las cepas analizadas fermenta el glicerol, eritritol, D-arabinosa,
D-xilosa, L-xilosa, adonitol, B-metil xilésido, L-sorbosa, ramnosa, dulcitol, inositol, manitol,
sorbitol, a-metil manodsido, amigdalina, arbutina, inulina, melizitosa, almidon, glucégeno,
xilitol, B-gentibiosa, D-lixosa, D-tagatosa, D-fucosa, L-fucosa, D-arabitol, L-arabitol y 5

ceto-gluconato.

La fermentacién de los azicares manitol, ribosa, melibiosa, manosa, sacarosa y
trehalosa, es de gran importancia en a clasificacion de los lactobacillos de origen cdrnico. Con
los resultados obtenidos y siguiendo el esquema de identificacién propuesto por Schillinger y
Liicke (1987b), todas las bacterias licticas analizadas se clasificaron tentativamente como

Lactobaciiius sake.

IV. 3. 8. - Tolerancia al cloruro sédico

En la tabla 1V.2 se muestra el desarrollo de las bacterias licticas seleccionadas en
medio MRS suplementado con un 7 o un 10% de NaCl, incubado a 32 °C durante un tiempo
mdximo de 6 dias. Todas las cepas seleccionadas, salvo 1a 77, crecen a una concentracién de
NaCl del 7%, sin embargo. ninguna manifiesta desarrollo mensurable cuando la concentracion

de Na(l se eleva al 10%.
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IV.3.9. - Tolerancia al pH de 3.9

Ninguna cepa se desarrolla en el medio MRS a 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 lcticas se desarrollan son también importantes
en el esquema de identificacién de Schillinger y Liicke (1987b). En la seccién I1I. 2. 4. 10 se
describe la metodologia seguida para estudiar el crecimiento bacteriano a las temperaturas de 4,
15 y 45 °C, cuyos resultados se recogen en la tabla IV. 2. Todas las cepas seleccionadas se

desarrollan a 4 y 15 °C, pero a 45 °C dnicamente lo hacen las cepas 148 y 177.
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Tabla IV, 2.- Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de las bacterias licticas seleccionadas

Cepa N2
Caracteristica
31 77 90 148 177 180

Morfologia bacilo bacilo  bacilo  bacilo  bacilo  bacilo
Tincién Gram + + + + + +
Catalasa - - - - - -
Produccién de CO, - - - - - -
Hidrdlisis de la arginina - - + + - -
Produccién SH, . . . i} } )
Voges-Proskaiier + + + - + +
Crecimiento en:
7% NaCl + - + + + +
10% NaCl - - - - - -
Crecimiento a:

pH 3.9 - - - . . _

4°C + + + + + +

15°C + + + + + +

45 °C - - - + + -
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Tabla 1V. 3. - Utilizacién de los carbohidratos por las bacterias lacticas seleccionadas

Cepa N*?

Carbohidrato

31 77 50 148 177 180
Glicerol - . - . - .
Entritel : - - - . - -
D-arabinosa - - - - - -
L-arabinosa - - - - + .
Ribosa + + + + + +
D-xilosa - - - - - -
[-xilosa - - . - . -
Adonitol - - - - - -
B-metil-xilosido - - - - - -
Galactosa + + + + + +
D-Glucosa + + + + + +
D-Fructosa + + + + + +

D-Manosa -
L-Sorbosa -
Ramnosa -
Dulcitol -

[nositol R
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Tabla IV. 3. - (continuacidn)

Cepa N*®

Carbohidrato

31 77 90 148 177 180
Manitol - - - - - -
Sarbitol - - - - - -
o-metil D-manosido - - - - - -
a-metil D-glucosido - - - - + -
N-acetil giucosamina + + + + + +
Amigdalina - - - - - -
Arbutina - - - . - -
Escualina : + + + + + +
Salicilina + - + + + +
Celobiosa - - - - - +
Maltosa + + - - + -
Lactosa - - + + + +
Melibiosa + + + + + +
Sacarosa + + + + + +
Trealosa + + + + + +
fnulina - - - - - -
D-rafinosa + + - - + -

Almidén - - - - -

160



RESULTADOS

Tabla IV. 3. - (continuacién ...y 2)

Cepa N°®

Carbohidrato

31 77 S0 148 177

180

Glucégeno - - - - -
Xilitol - - - . .
B-gentobiosa . - - - -
D-turanosa - - - - +
D-lixosa - - . - -
D-tagatosa - . . - -
D-fucosa - - . . -
L-fucosa - - - . -
D-arabitol . - - . -
[.-arabitol - . - - -
Gluconato + + + ¥ +
2 ceto-gluconato - - - + +

5 ceto-gluconato - - - - -
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L, sgke 77,90, 148 v 180

Una vez caracterizadas bioquimicamene las seis bacterias ldcticas de interés, en cuatro
de ellas se evalud de nuevo la actividad inhibidora de sus sobrenadantes concentrados libres de
células frente a un nimero mayor y mds diverso de bacterias alterantes y patégenas. Con la
metodologia senalada en la seccién 111, 2. 5 (tabla IV. 4} se observé que los sobrenadantes
concentrados de las 4 cepas de L. sake analizadas eran activos frente a cepas de L. brevis, L.
curvatus, Carnobacterium divergens, Leu. mesenteroides, S. aureus, C. botulinum, C.

perfringens y L. monocytogenes.

La actividad inhibidora de las cepas estudiadas variaba no solo desde el punto de vista
cuantitativo sino también cualitativo. Asi por ejemplo, el sobrenadante de L. sake 148 fué el
anico que se mostrd activo frente a todas las cepas de L. monocytogenes estudiadas, ademds

fué también el Ginico que inhibia €l desarrollo de las cepas CECT5105 y Scott-A.

La magnitud de la actividad inhibidora, cuando ésta existia, también fué distinta en
cada cepa ensayada siendo, en general, el sobrenadante de L. sake 148 el mds potente, si se
exceptia a L. sake 180 cuya capacidad de inhibir a §. aureus FRI137 o L. monocytogenes
LI5S sv 1/2 era mayor. Sin embargo, no se inhibié ninguﬁa de las bacterias Gram-negativas
ensayadas, entre las que se incluian microorganismos potencialmente productores de

toxiinfecciones alimentarias como Salmonella typhimuwrium y Yersinia enterocolitica.
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Tabla I'V. 4.- Espectro antimicrobiano de las cepas de Lactobacillus sake seleccionadas

Inhibicién por el sobrenadante
concentrado de la cepa de L. sake n®

Microoganismo Origen? 77 30 148 180

Bacterias Gram-positivas

Lactobacillus acidophilus 289 CECT 0 0 0 0
Lactobacifius brevis Lb289 IMTH 16.8 i5 20.4 12
Lactobacillus carnis Lv6l FRIB 0 0 0 0
Lactobacillus caset 475 CECT 0 0 0 0
Lactobacillus curvatus Lb726 IMTH 14,2 15,6 17.2 13,8
Carnobacterium divergens Lv13 FRIB 17 17 21,6 13
Lactobacillus fermentum 285 CECT 19,4 17,4 23,8 14
Lactobacillus mesentericus 394 CECT 0 0 0 0
Lactobacillus plantarum 221 CECT 0 0 0 0
Lactobacillus sake [.b68 IMTH 0 0 0 0
Leunconostoc mesenteroides 394 CECT 0 0 0 0
Micrococcus varians 230 CECT 0 0 0 0
Staphylococcus xilosus 237 CECT 0 0 0 0
Streptococceus faecalis 481 CECT 0 0 0 0
Streptococcus faecalis

(var. licuefaciens ) 184 CECT 0 0 0 0
Streptococcus faecium 410 CECT 0 0 0 0
Bacillus stearotermophilus 49 CECT 0 0 0 0
Bacillus cereus 148 CECT 0 0 0 0
Brochothrix thermosphacra 10018 NCIB 0 0 0 0
Staphylococcus aureus 137 FR1 0 8.4 9 10
Staphylococcus aureus 361 FRI 0 8.8 9,2 8
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Tabla 1V. 4.- (continuacion)

Inhibici6n por el sobrenadante

concentrado de la cepade L. sake n?

Microoganismo Origend 77 90 148 180
Listeria monocytogenes 5105 NCTC 0 0 14,2 0
Listeria monocytogenes 1973 NCTC 9 9,6 17 10
Listeria monocytogenes LI5sv 1/2 FVM 17,2 9,6 17 19,4
Listeria monocytogenes 111 sv4 FVM 9 0 17 9
Listeria monocytogenes Scott A FVM 0 0 15,2 0
Clostridium botulinum 551 CECT 0 9.4 9.8 10,2
Clostridium perfringens 376 CECT 11,4 10 15 10,6

Bacterias Gram-negativas

Enterobacter cloacae 194 CECT 0 0 0 0
Escherichia coli BW545  MIT 0 0 0
Escherichia coli

enteropatogenica B4l IEKC 0 0 0 0
Salmonella typhi 409 CECT 0 0 0 0
Salmonella typhimurium T91 CENAN 0 0 0 0
Pseudomonas fluorescens DC3 FRIB 0 0 0 0
Pseudomonas fluorescens DCT FRIB 0 0 0 0
Pseudomonas fluorescens NT19 FRIB 0 0 0 0
Yersinia enterocolitica E20 Nuestra colecctén O 0 0 0
Yersinia enterocolitica 14405 IPP 0 0 0 0

A Abreviaturas como en tabla 1. 1

b Actividad inhibidora expresada como didmetro de halo de inhibicién en mm.
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De los resultados obtenidos se desprende que:

1). Las sustancias inhibidoras producidas por las cepas de L. sake seleccionadas son
distintas, ya que varian tanto en su espectro antimicrobiano como en la magnitud de su

inhibicidn.

2). La sensibilidad de los distintos microorganismos indicadores frente a [as sustancias
inhibidoras varia de acuerdo con 1a especie y cepa utilizada, de donde se desprende que la cepa
productora no sélo origina una sustancia inhibidora especifica, sino que la sensibilidad frente a
dicha actividad del microorganismo indicador empleado depende adernds de la especie también

de la cepa.

3). La actividad inhibidora de L. sake 148 fué superior a la del resto de las cepas
estudiadas, por lo que se seleccioné dicho microorganismo para la realizacion de estudios

posteriores.

de Lactobacillus sake 143

El medio MRS, que se emplea generalemente para el desarrollo de las bacterias licticas
es muy rico en sustancias proteicas por lo que dificultarfa la purificacion de las sustancias
proteicas antimicrobianas. Consecuentemente, la actividad inhibidora de L. sake 148 se
determind en otros medios de cultivo, unos complejos y otros mds definidos, de acuerdo con
la metodologia descrita en la seccidn HI. 2. 6. La actividad inhibidora de los sobrenadantes
concentrados de los cultivos libres de células se compard con la correspondiente de L. sake

148 crecide en medio MRS {tabla FV. 5).
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Tabla IV. 5. - Actividad antimicrobiana de L. sake 148 desarrollado a 32 °C en diversos

medios de cultivo

Medio de culuvo Actividad inhibidora 2

MRS ++
APT -

APT + Triptosa 4+
APT + Proteosa peptona ++
APT + Extracto de came ++
APT + Peptona ++
BHI -

BHI + Triptosa -
BHI + Proteosa peptona -

BHI + Extracto de carne -

BHI + Peptona -
MM

MM + Triptosa ++
MM + Proteosa peptona +
MM + Extracto de carne ++
MM + Peptona +
MM + Trptona -
MM + Casttona -

4 Simbolos para el ensayo de difusion en agar: ++, Didmetro de inhibicién grande (15-21

mm), +, Didmetro de inhibicién pequedio (<15 mm); -, Sin inhibicion.
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Los resultados de la tabla IV. 5. indican que los medios de cultivo APT y BHI
(suplementado o no) no son adecuados para que se exprese la actividad antimicrobiana de L.
sake 148. Lo mismo ocurre con ¢l medio base (MM), suplementado con triptona o casitona,
(hidrolizados proteicos derivados de la caseina). Sin embargo, la actividad inhibidora es
cuantificable cuando el microorganismo se cultiva en medio complejo de APT o en medio base
MM, suplementados con triptosa, proteosa-peptona, peptona o extracto de carne (todos ellos
son hidrolizados proteicos de origen cdrnico). La actividad inhibidora de en ¢l medio base
suplementado con triptosa (MM-triptosa), es similar a la obtenmida en ¢l medio MRS. Dado que
la triptosa es, como se ha dicho, un hidrolizado proteico cdrnico que contiene,
fundamentalmente, aminodcidos y péptidos pequenos lo que facilita la purificacién de la

sustancia antimicrobiana de L. sake 148.

emperaturas

IV.6. 1. - Crecimiento v actividad antimicrobiana de £._sake 148
En las figuras 4,30 a 4,34 se muestra la relacién entre crecimiento y actividad
antimicrobiana de L. sake 148, al desarrollarse en los medios MRS y MM-triptosa a diversas

temperaturas. De los resultados obtenidos se deduce que:

1.) L. sake 148 manifiesta un crecimiento cuantificable a 4, 8, 16, 25 y 32 °C, si bien

el desarrollo es mayora 25y 32 °C.
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Figura 4. 30.- Crecimiento (O) y actividad antimicrobiana (W) de Lactobacillus sake

148 cultivado en los medios MRS (A) y MM-triptosa (B) a 4 °C.
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Figura 4. 31.- Crecimiento (Q) y actividad antimicrobiana (@) de Lactobacillus sake

148 cultivado en los medios MRS (A) y MM-triptosa (B) a 8 °C.

169



Absorbancia (Unidades Klett)

Absorbancia (Unidades Klett)

RESULTADOS

300 r A 7 600
7500
1400
1300
1200
1100

0

80

Tiempo (horas)

00T B ] 600
250 '] 500
200 ‘ 400
150 “ 300
100 " 200
01 - 100

o gl PRI SR ENS PR T B S RS P ] 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (horas)

Actividad Inhibidora

Actividad Inhibidora

(mm2 mi '1)

(mm 2 ml
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170



Absorbancia (Unidades Klett)

Absorbancia (Unidades Klett)

RESULTADOS

300 7 600
250 7 500
[~]
St
S
200 1400 -z <
= E
150 1300 5 «
| I E
.; E
100 1200 s
. <
50 1 100
0 i e —g i 5 a 1 n 1 n 1 n 1 1] 0
0 6 12 18 24 30 36
Tiempo (horas)
300 B 7 600
250 7 500
. =]
1 ™
S ~
E E
150 1300 = «
S E
1 =
.; E
100 1200 2
-
50 1 100
O i e N 1 1 £ " " 0
0 6 12 18 24 30 36

Tiempo (horas)

Figura 4. 33.- Crecimiento (@) y actividad antimicrobiana (W) de Lactobacillus sake

148 cultivado en los medios MRS (A) y MM-triptosa (B) a
25°C.

171



Absorbancia (Unidades Klett)

Absorbancia (Unidades Klett)

3001

250

200

150

100

50

300

250

200

150

100

RESULTADOS

7600
1 500
i
S
t E
7300 5 «
& E
1 =]
.; E
1200 g
-
1100
4 i 1 I 1 1 1 1 i 1 A 0
12 18 24 30 36 42 48
Tiempo (horas)
7 600
1500
e
S~
1400 5 —
= =
E E
1300 5 ~
S E
-
.; E
1200 =
«
3 100
1 i 1 -y 1 " L " L i 1 " 1 0

12 18 24 30 36 42 48

Tiempo (horas)

Figura 4. 34.- Crecimiento (O) y actividad antmicrobiana (@) de Lacrobacillus sake

148 cultivado en los medios MRS (A) y MM-triptosa (B) a 32 °C.
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2.) Dentro de una misma temperatura, ¢l desarrollo éptimo se alcanza en el medio

MRS.

3.) A las temperaturas de incubacién empleadas, la actividad anumicrobiana se detectd
poco después de iniciarse la fase logaritmica de crecimiento. Por tanto, la actividad
antimicrobiana de esta cepa es una propiedad ligada al desarrollo celular, siendo detectable y

cuantificable durante su crecimiento en un medio base o minimo, suplementado con triptosa.

4.) Tanto en el medio MRS como en el MM-triptosa, la actividad antimicrobiana fué
maxima cuando L. sake 148 se cultivaba a 32 °C, no obstante, la actividad fué siempre mayor
en el medic complejo MRS. La actividad maxima a esta temperatura se detecta a las 16 horas

de crecimiento; posteniormente se observaba un higero descenso hasta el final de la incubacion.

IV. 6. 2. - Pardmetros cinéticos del crecimiento microbiano

Los parametros cinéticos estudiados en L. sake 148 cultivado en los medios MRS y
MM-triptosa a 4, 8, 16, 25 y 32 °C, fueron los siguientes; velocidad especifica de crecimiento
(n), tiempo de duplicacién celular (td), nimero de generaciones por hora (g/h) y peso celular

seco final (mg/ml).

Los pardmetros citados, asi como el pH y la actividad antimicrobiana final se muestran

en la tabla IV. 6. De ella se deduce que:

1.} La velocidad especifica de crecimicnto y el nimero de genecraciones/hora fué mayor
y, consiguientemente, ¢l tiempo de duplicacion menor, cuando L. sake 148 se desarrollaba a
25 y 32 °C. El crecimiento fué ligeramente inferior cuando el medio empleado era el

MM-tnptosa.
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Tabla IV. 6. - Pardmetros cinéticos de crecimiento, pH final y actividad inhibidora de

Lactobacillus sake 148, cultivado en los medios MRS y MM-triptosa a

diferentes temperaturas
Pardmetro (3) Medio Temperatura de incubacién (°C)
4 8 16 25 32
7 MRS 0,001 0,006 0,035 0,075 0,093
MM-triptosa 0,001 0,005 0,035 0,073 0,087
td MRS 563 108 19,2 9.2 7,4
MM-triptosa 700 137 19.8 9.9 7.9
g/h MRS 0,002 0,009 0,050 0,108 0,130
MM-triptosa 0,001 0,007 0,050 0,100 0,120
pcs MRS 0,82 0,89 1,14 1,25 1,34
MM-triptosa 0,83 0,87 1,15 1,20 1,28
pH MRS 5.4 5,2 4,9 4.5 4,5
MM-triptosa 5.2 4.8 4.4 4.3 4,3
Al MRS 137 160 170 503 513
MM-triptosa 101 101 108 502 485
AIE MRS 0.8 0.9 0,7 1,9 1,9
MM-triptosa 0.8 0.6 0.5 2,2 2,2

(a) u, velocidad especifica de crecimiento (h 1) td, tiempo de duplicacién (h), g/h,

generaciones/hora; pes, peso celular seco (n-g/ml). pH, pH final: At y AIE, actividad

inhibidora del sobrenadante (mm2/ml) y actividad inhibidora especifica del mismo
(mm&/ml/Unidad Klert)
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2.) El peso celular seco final fué mayor a 32 °C. Con el medio de MM-triptosa se

obtenia un peso celular ligéramente inferior.

3.) El pH final fué mds bajo a las temperaturas éptimas de crecimiento, siendo menor

que el obtenido cuando el medio de cultivo empleado era el de MM-triptosa.

4)) La actividad inhibidora mdxima se alcanzd a los 32 °C en el medio MRS, sin
embargo. la actividad inhibidora especifica, es decir, el cociente de dividir la actividad
inhibidora médxima por la absorbancia del cultivo (Unidades Klett), fué igual a 25y 32 °Cy

ligeramente superior en el medio de MM-triptosa.

IV. 7. - Purificacidn parcial de {a actividad antimicrobiana exocelular de L. sake 148
Conocidas las condiciones éptimas de produccidn de la sustancia antimicrobiana

exocelular de L. sake 148 en medio semisintético de MM-triptosa, se procedid a su

purificacion por cromatografia de filtracion en geles.

IV. 7. 1. - Cromatografia de filtracion en Sephadex G-150, G-75 v G-50

El sobrenadante concentrado libre de células de L. sake 148, obtenido como se
describe en la seccion 11 2. 3. 3. 1. se purificd parcialmente en columnas de Sephadex G-150
fino, G-75 y G-50 de la mancra descrita en la seccion 111.2, 8. de este trabajo. El resultado de
€sta purificacion se refleja en las figuras 4. 35, 4. 36 y 4. 37, en las que se muestra la acuvidad
antimicrobiana y la absorbancia de las fracciones eluidas.

Al pasar el sobrenadante concentrado por la columna de Sephadex G-150 fino (figura
4. 35), la actividad antumicrobiana eluye tardiamente aunque antes de que aparezea el pico

mayor de la absorbancia. Dado que este pico coincide con el volumen de elucidn de la columna
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se supone que el peso molecular de la sustancia antimicrobiana se encuentra muy préximo al
limite inferior de exclusion del Sephadex G-150 fino, que es de unos 5.000 daltons. Para
obtener una mejor separacion, las fracciones con mayor actividad anumicrobiana se juntaron y

liofilizaron, volviéndolas a pasar por una columna de Sephadex G-75.

El resultado de la segunda filtracion se observa en la figura 4. 36, aprecidndose 2 picos
de absorbancia mdxima no bien definidos. El primero de ellos, més pequeio, coincide con el
de la actividad inhibidora, mientras que el segundo coincide con el volumen de elucién de la
columna. La actividad inhibidora queda, por tanto, retenida en la columna. Sin embargo, la
capacidad de separacion de ésta columna es muy amplia (3.000 - 80.000 Da) por lo que, para
obtener 1a mayor separacién posible por cromatografia de filiracién, se recurrid a una tercera
columna con un intervalo de separacion entre 1.500 y 30.000 Da. De nuevo, las fracciones con
mayor actividad inhibidora procedentes de la segunda columna se juntaron y liofilizaron,

pasdndolas a continuacién por una columna de Sephadex G-30.

Los resultados obtenidos con la columna de Sephadex G-50 se reflejan en la figura 4.
37, en la que se observa que el pico de actividad se corresponde con el de absorbancia

maxima.
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FIGURA 4. 35. - Purificacién parcial de la actividad antimicrobiana de Lactobacillus sake 148 en Sephadex G-150 fino.
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FIGURA 4. 36. - Puarificacién parcial de la actividad antimicrobiana de Lactobacillus sake 148 en Sephadex G-75 .
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La purificacién de la actividad antimicrobiana exocelular de L. sake 148 se muestra en
la tabla [V. 7, en la que se detalla el grado de purificacién y porcentaje de recuperacidn para
cada una de las etapas. La purificacién final fué de 6,7, con una recuperacion de la actividad

antimicrobiana del 8 %.
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Tabla IV. 7. - Punificacion parcial de la actividad antimicrobiana de Lactobacillus sake 1438

Actividad

Acutvidad

Actividad

Inhibidora Proteina Inhibidora Actividad Grado de
Volumen Inhibidora Total

Total

Especifica Recuperada Purificacién

(mD) (cmZ/ml)  (cm?) {mg/ml) (cm?/mtl) (%) (veces)
Sobrenadante
del cultivo 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
G-75 6 11,6 670 25,9 2,2 21 3,2
Sephadex
G-50 3 88.3 265 30 4.4 8 6,7

La purificacién se calcula como la Actividad inhibidora especifica de la fraccion X/Actividad

inhibidora especifica fraccién 1.

La recuperacidn se calcula como la Actividad inhibidora de la fraccion X/Actividad inhibidora

de la fraccién I multiplicado por 100.
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IV. 8. 1. - Efecto de diversos enzimas en 13 actividad inhibidora

Para determinar la sensibilidad de la actividad antimicrobiana parcialmente purificada a
los enzimas proteoliticos, lipoliticos y amiloliticos, se realizé el ensayo descrito en la seccion

III. 2. 9. 2. Los resultados obtenidos se observan en la Tabla IV. 8, de 1a que se deduce que:

1.) - La actividad antimicrobiana de L. sake 148 es destruida por los enzimas
proteoliticos inespecificos papaina, proteasa XIV y proteasa II. Otros enzimas proteoliticos,
como la tripsina y pepsina, reducen la actividad antimicrobiana en un 92 % tras 12 horas de

incubacion a 32 °C.

2.) - Los enzimas lipoliticos lipasa I y lipasa VII, no modifican la actividad
antimicrobiana de Lactobacillus sake 148 y lo mismo ocurre cuando se emplean enzimas

amiloliticos.
Los resultados obtenidos indican que la actividad antimicrobiana de L. sake 148 es de

naturaleza proteica, sin que existan en su estructura componentes lipidicos ni hidrocarbonados

que intervengan en dicha actividad.
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Tabla [V. 8. - Efecto de diversos enzimas en la actividad antimicrobiana parcialmente

purificada de Lactobacillus sake 148

Concentracion

Actividad residual (%)

Enzima Final Tiempo de incubacién (h)
(mg/mi) 2 6 12
Tripsina I 46 25
5 31 8
Pepsina 1 24 8
5 31 8
Papaina 1 67 55 0
Proteasa X1V 1 21 16 0
Proteasa Il 1 77 26 16
5 37 16 0
Lipasa | 1 100 100 100
5 100 100 100
Lipasa VII 1 100 100 100
5 100 100 100
o-amilasa ] 100 100 100
5 100 100 100
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IV, 8. 2. - Efecto del pH en la actividad inhibidora

El ensayo se realizé como se describe en la seccién 111 2. 9. 3., variando el pH del
tamp6n utilizado en la disolucién de la actividad antimicrobiana entre 2,6 y 12 y utilizando a L.

fermentum CECT285 como microorganismo indicador.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 4. 38, de la que se deduce que la
sustancia antimicrobiana es activa en el intervalo de pH analizado, aunque la mayor actividad
se observa a valores de pH entre 5,6 y 6,6. La actividad inhibidora es ligeramente inferior

cuando los valores de pH son extremos. tanto dcidos como bdsicos.

IV. 8. 3. - Cinética de termodestruccién de 1a actividad antimicrobiana exocelular de

Lactobacillus sake 148

La cinética de termodestruccién de la actividad antimicrobiana de L. sake 148, se
determiné depositando en viales de vidrio 20 mg de la sustancia parcialmente purificada en 100
Ul de tampdn citrato-fosfato 4 mM de pH 7, a continuacién se cierran herméticamente, y se
calientan durante intervalos de tiempo variables, dependiendo de la temperatura de

calentamiento (seccién 111, 2. 9. 4).

La figura 4. 39 muestra la inactivacién térmica de la sustancia antimicrobiana de L.

sake 148 a 80, 100, 121, 135 y 150 °C; de ella se deduce:

1.- La actividad antimicrobiana de L. sake 148 es resistente a temperaturas de 80 y 100

°C, perdiendo Gnicamente un 40 % de su actividad inhibidora inicial cuando se calienta a 100

°C durante 30 min.
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Figura 4. 38. - Efecto del pH en la actividad de 1a sustancia antimicrobiana parcialmente
punficada de L. sake 148.
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Esta termorresistencia también se manifiestd cuando las temperaturas de calentamiento

fueronde 121, 135y 150 °C.

2.~ A las temperaturas empleadas, la inactivacién de la sustancia antimicrobiana se

ajustd, con ligeras variaciones, a ecuaciones cinéticas de primer orden, mientras los pardmetros

L]} "

de termodestruccion "D", "t; ;" y "Z" se calcularon, como se describe en la seccién II1. 2. 9.

5. 3. 2., a partir de los resultados de termodestruccion (figura 4. 39).

Los valores "D" a 80, 100, 121, 135 y 150 °C, calculados asumiendo una cinética de
inactivacién de primer orden, fueron de 285,7, 119, 23,8, 17,4 y 15,2 minutos
respectivamente. Los valores "t) 5", calculados para las mismas temperaturas, fueron de 198,

82,5, 16,5, 12,05 y 10,6 minutos respectivamente. Finalmente, de la ecuacién de la recta de
regresion obtenida al representar gréficamente el logaritmo de los valores "D" en funcién de la
temperatura a la que fueron obtenidos, se calculé el valor "Z"; dicho valor, procedente de la

recta comprendida entre 121 y 150 °C, fué de 153.4 °C.
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Figura 4. 39.- Resistencia térmica de la actividad antimicrobiana parcialmente purificada

de Lactobacillus sake 148 tras su calentamiento a 80 °C (m), 100 °C (O),
121 °C (A}, 135 °C(A) y 150 °C (#).
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IV. 8. 4. - Determinacidon_del peso molecular por cromatografia de filtracidén en
Sephadex G-50

El peso molecular aparente de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de L.
sake 148, se determiné sometiéndolo a una nueva cromatografia de filtracién en un gel de
Sephadex G-50. Como se describe en la seccidén II1. 2. 9. 5, la representacién grifica de los
eluatos cromatogréficos de marcadores de peso molecular estdndar, en funcién del logaritmo
de sus pesos moleculares, permite determinar el peso molecular de una proteina problema por

interpolacién en la grifica de Ia fraccién cromatogrifica que la contiene.

La cromatografia se realizd en las condiciones descritas en la seccidn J1L. 2. 9. 5, y su
resultado se refleja en la tabla IV. 9. En dicha tabla se muestran el peso molecular en daltons,
su logaritmo y las fracciones de elucidn de los compuestos estdndar y de la actividad
antimicrobiana de L. sake 148. El peso molecular de la sustancia inhibidora, obtenido por

interpolacion grafica de los resultados obtenidos (fig. 3. 7), fué de 4.640 daltons.

IV. 8. 5. - Determinacién del peso _molecular por electroforesis en geles de

poliacrilamida ¢con dodecil suifato sddico

Para confirmar el peso molecular de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada
de L. sake 148, determinado por cromatografia de filtracién, se utilizaron las técnicas de
electroforesis en geles de poliacril- amida con dodecit sulfato sédico y urea segiin la técnica de
Swank y Munkres (1971) y en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sddico

(SDS-PAGE) segin la técnica de Laemli (1970).
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Tabla 1V, 9. - Determinacion del peso molecular de la actividad antimicrobiana parcialmente

purificada de Lactobacillus sake 148, por cromatografia de filtracién en

Sephadex G-50

Fraccién de Logaritmo del Peso molecular
Compuesto elucién n® peso molecular (Daltons)
-quimotripsinégeno 27 +4.40 25.000
RNAsa pancredtico 32 4,14 13.700
Actividad
antimicrobiana 43 3.67 4.640
Vitamina B7 55 313 1.355
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IV.8.5.1. -El foresi in la técni wank v Munkreg (1971

Esta técnica permite separar cadenas peptidicas de pequenio tamano molecular gracias a
la incorporacién de urea a los geles de poliacrilamida. Con tal fin separador, 50, 100 y 200 ug
de la actividad inhibidora parcialmente purificada de L. sake 148 se sometieron a un andlisis
electroforético en geles de SDS-poliacrilarnida-urea, segan la técnica descrita en la seccién 1.

2.9.6. 1.

No obstante, una vez teiidos los geles no s¢ aprecié ninguna banda proteica en los
lugares en los que se habian depositado las soluciones que contenian la sustancia
antimicrobiana parcialmente purificada. Considerando que la falta de bandas proteicas nitidas
en los geles podia.ser consecuencia de una falta de poder separador del gel con urea o de un
fallo del método de tincidén de los geles, se recurrid a la electroforesis en geles de

poliacrilamida con SDS segin la técnica de 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 resolucidn en los péptidos
de bajo peso molecular que la de Swank y Munkres, al utilizar el método de tincién de Memil y
col. (1981), a base de nitrato de plata, facilita la tincién de las proteinas. Esta tincién aplicada a
las proteinas de los geles de poliacrilamida con SDS, es 10-50 veces mds sensible que la del

azul brillante de Coomassie.

Siguiendo la téenica descrita en la seccién 111 2. 9. 6. 2, se aplicaron en electroforesis
5. 10 y 15 ug de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de L. sake 148, En la
figura 4.40 se indican los resultados obtenidos. Como puede observarse. no se detectan

bandas proteicas definidas en los lugares de los geles en los que se depositd la sustancia
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antimicrobiana parcialmente purificada. Sélo en el frente electroforético se puede distinguir una
banda de tincién difusa. La densidad de esta banda aumenta a medida que crece la
concentracion de sustancia antimicrobiana parcialmente purificada depositada en el

correspondiente pocillo.

IV. 8. 6.- Determinacion de la composicién aminoacidica_de la sustancia
antimicrobiang parcialmente purificada

La utilizacidn de la técnica de deteccidn de aminoacidos por cromatografia liquida de
alta resolucidon (HPLC), descrita en la seccién 1L 2. 9. 7, asi como el estudio comparativo de
los cromatogramas del hidrolizado dcido de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada
y de los aminodcidos patrdn, did lugar a los resultados que se reflejan en la tabla IV. 10. De

ella se deduce que:

1.) La sustancia antimicrobiana posee 14 aminodcidos distintos, de los que 13 se
corresponden a los siguientes: dcido aspdrtico, dcido glutdmico, glicina, histidina, treonina,
alanina, prolina, valina, tirosina, metionina, leucina, fenilalanina y lisina; el decimotercero, que
eluia entre el dcido glutdmico y la glutamina, no pudo identificarse al no corresponder a

ninguno de los aminodcidos empleados como patrén.
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Figura 4. 40.- Electroforesis por SDS-PAGE de la actividad antimicrobiana

parcialmente purificada de L. sake 148. Lineas: 1, marcadores de
peso molecular standard (de arriba a abajo, 16.949, 14.404, §.159,
6.214 y 2.512 daitons); 2. 3 y 4 corresponden, respectivamente a

15,

purificada.
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Tabla IV. 10.- Composicién aminoacidica de la sustancia antimicrobiana parcialmente

purificada de L. sake 148

Aminodcido Contenido Residuos por moiécula
(nmol) (probabte)

Acido aspartico 7.7 4
Acido glutdmico 10,9 6

No Identificado® 7.1 3(4)
Glicina 8,6 4 (5)
Histidina 1.9 I
Treonina 4.3 2
Alanina 8.4 4
Prolina 11,6 6
Tirosina 219 1
Valina 5.9 3
Metionina 2,1 1
Leucina 4.5 2
Fenilalanina 1.5 1
Lisina 4.8 2(3)

* Peso molecular asignado igual a 1a media del de los aminodcidos empleados como patron.
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2.) La sustancia antimicrobiana es muy rica en aminodcidos de caracter hidrofdbico;
(alanina, leucina, valina, fenil alanina, metionina y prolina) que constituyen el 50% de la
molécula. Los mis frecuentes son prolina (6 residuos/molécula), 4cido glutdimico (6) y glicina
(4-5), y los menos histidina (1), treonina (2), metionina (1), leucina (2) y fenil-alanina (1). El
aminodcido que no pudo identificarse eluye en una posicion muy proxima de la glicina, y en

cada molécula hay unos 3-4 residuos (asumiendo un peso molecular medio de 130).

3.} La sustancia antimicrobiana de L. sake 148 posee unos 40 a 43 aminodcidos por
molécula, lo que da idea de su pequeiio tamafio molecular (5047); ello se corresponde bastante
bien con el peso molecular obtenido por cromatografia de fil@acidn en Sephadex G-50 (4640),
pero no con su comportamiento en la electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil

sulfato sédico (2500).

IV. 9 - Mecanismo de accion de la sustancia antmicrobiana exocelular de Lactobacillus

Suke 148

Cuando a los medios MRS, APT y BHI incubados con unas 5 x 10° ufc/ml de diversos
microorganismos indicadores (seccién 111 2. 10) se les adicionan 0,5 ml de sobrenadantes de
f.. sake 148 libres de células, debidamente concentrados, se detiene el crecimiento de las
bacterias sensibles (tabla IV. 11), pero no disminuye el nimero de ufc/mi. Sin embargo, la
adicion de 0.5 ml de un cultivo de L. sake 23, carente de actividad inhibidora, no afecta al
desarrollo de estos microorganismos indicadores. Los resultados obtenidos indican que la

actividad antimicrobiana de L. sake 148 posee un mecanismo de accién bacteriostitico.
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IV. 10. - Concentracidén inhibidora minim IM | ia antimicr

ke 14

La concentracién inhibidora minima (CIM} de la sustancia antimicrobiana parcialmente
purificada de L. sake 148 frente a diversos microorganismos indicadores, se determiné de la
manera descrita en la seccion 111 2. 11. Los resuitados se muestran en la tabla IV. 12. Como
se ve, la CIM varia entre 1 y 18 mg/ml, dependiendo de los microorganismos indicadores

vtilizados.
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Tabla IV. 11.- Efecto de los sobrenadantes concentrados de Lactobacillus sake 148 y 23,
antagonista (T) y no antagonista (C) respectivamente, en ¢l desarrollo a 32 °C

de algunos microorganismos indicadores.

Microorganismo? log ufc/ml
Oh 4h 2h 16h

Lactobacillus fermentum 285 T 5.3 53 5,4 5.5
C 5.5 6,8 8.7 9.8
Lactobuacillus curvatus 726 T 5,6 5,6 5,7 6,1
C 3.6 6,9 8.5 9.8
Carnobacterium divergens LVi3 T 5,7 5,7 5,3 5,4
C 5.0 6,9 8,7 9,5
Leuconostoc mesenteroides 395 T 5,7 5,8 5,9 6,4
C 5.7 6,9 8,9 9.5
Listeria monocytogenes 5105 T 5.8 5.8 5.7 5,7
: C 5.7 6.9 8.9 9,3
Listeria monocytogenes 7973 T 5,3 5,2 5,7 5,7
C 5.3 6.8 8,7 9.1
Listeria monocytogenes LI5S sv 1/2 T 5,8 5,7 5.9 6,2
C 5.8 6.9 8.9 9.5
Listeria monocytogenes Scott A T 5.8 5,7 5,9 0,1
C 5.8 6,9 3.8 9,5
Salmonella typhimurium T91 T 5.5 6.9 8.8 9.5
C 5.4 6.8 8.7 9.4
Yersinia enterocolitica E20 T 5.7 6,1 6.9 8.2
C 5.8 6.3 7,1 8,9
Staphyvlococcus aureus 137 T 5.3 5,1 5,6 6,3
C 5.2 6.9 8.9 972
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Tabla IV. 11. (continuacién)

Microorganismo? log ufc/ml
Oh 4h 8h 16h
Staphylococcus aureus 371 T 5,2 5,3 5.3 6.5
C 5.3 6,7 8,7 9.8
Clostridium botulinum 551 T 4.9 4.8 4.9 49
C 4,9 5.0 5,7 6.3
Clostridium perfringens 376 T 5.1 5.2 5.3 6,4
C 5,1 5.3 1.7 9.3

4 Para conocer la procedencia de los microorganismos ver tabla I11. 1.
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Tabla V. 12.- Concentracién Inhibidora Minima (CIM) de la sustancia antimicrobiana

exocelular de L. sake 148, en diversos microorganismos indicadores.

Concentracién
Microorganismo Inhibidora Minima
indicador (mg/ml})
Lactobacillus fermentum CECT285 1
Carnobacterium divergens 1LV13 2
Listeria monocytogenes NCTC5105 9
Listeria monocytogenes LIS sv 1/2 9
Listeria monocytogenes Scdtt A 9
Staphylococcus aureus FRI137 9
Staphylococcus aureus FRI349 18
Staphylococcus aureus FRI361 18
Clostridium botulinum 551 4
Clostridium perfringens 376 4
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IV. 11. .- Andlisis por inmunodifusion en geles de agarosa, de los inmunosueros
de conejos cuando se empiea como antigeno 1a sustancia antimicrobiana
exocelularde L. sake 148

La sustancia antimicrobiana exocelular parcialmente purificada de L. sake 148, se
obtuvo como se describe en la seccidn III. 2. 12 de este trabajo. Antes de inocularla a los
conejos se comprobé por inmunodifusion en geles de agarosa que los sueros de los conejos no

originaban lincas de precipitacidn visibles al enfrentarse con la sustancia.

Durante la inmunizacién de los animales se realizaron 4 sangrias parciales para
comprobar la producion de anticuerpos frente al extracto antigénico, asi como para determinar
la presencia o ausencia de reacciones cruzadas con otros componentes procedentes del medio
MM-triptosa (concentrado 20 veces por liofilizacién); lo mismo se comprobd con el
sobrenadante libre de células de un cultivo de L. sake 148 en medio MM-triptosa y con el
mismo sobrenadante concentrado 20 veces por liofilizacién. No obstante, en ningin caso se

detectaron lineas de precipitacion.
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V. 11, 2.-

148 por técnicas inmuno-enzimdticas (ELISA)

IV. 11. 2. 1.- Deteccién por la técnica del ELISA indirecto clasico

Antes de la inoculacién de los conejos con ¢l extracto antigénico de interés, se

comprobd que ninguno de ellos presentaba reactividad inmunologica al someter una muestra de

su suero al ELISA indirecto que se describe a continuacién.

IV. 11.2. 1. 1.- Evaluacién de la concentracidn iddénea de los reactivos que

ntervienen en el ensayo

Para garantizar que Ia sustancia antimicrobiana exocelular de L. sake 148 saturaba el
fondo de los pocillos de las placas de ELISA, se diluyeron 100 ug del extracto antigénico
citado en 1 ml de tampén PBS. Con idénticos fines, y como extracto antigénico control, se
empleo el medio MM-triptosa liofilizado a la concentracién de 1 mg de proteina por ml de

tampén PBS.

Como conjugado se utilizd uno comercial, anti-IgG de conejo, obtenido de cabras y
marcado con peroxidasa de rabano (Nordic). Para establecer 1a dilucién de trabajo de este
conjugado, se siguieron las indicaciones del fabricante y el criterio aplicado para Ia eleccién del
antigeno, es decir, garantizar la presencia de conjugado en exceso. La dilucién elegida fué la

1/1000.
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IV. 11. 2. 1. 2.- Determinacién de la respuesta inmunoldgica de los conejos frente al

extracto antigénico inocyl

Durante la inmunizacion de los conejos se realizaron varias sangrias parciales para
comprobar que producian anticuerpos frente al extracto antigénico inoculado, y que no se
originaban reacciones cruzadas freate al extracto antigénico control. En la figura 4. 41 se

muestran los resultados procedentes de esta determinacion. De la figura se desprende que:

1.) En las sangrias parciales efectuadas a los 21 y 42 dias de la primera inoculacién
antigénica no aumenta significativamente la respuesta inmunolégica de los conejos frente a los

antigenos de interés.

2.) En las sangrias realizadas a los 63 y 84 dias de la primera inoculacidn la respuesta

inmunolégica de los conejos aumenté significativamente, haciéndolo también pero ligeramente

en la sangria final que tuvo lugar a los 91 dias de la inoculacién tnicial.
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Figura 4. 41.- Deteccidn inmunoidgica por un ELISA indirecto, de la sustancia

antimicrobiana parcialmente purificada de L. suke 148 a los 0 (A),
21 (). 42 (0), 56 (%), 84 (O) v 91 (m) dias de inoculacién en
conejo. Concentracion del antigeno 100 pg/ml. Dilucién del
conjugado 1/1000.
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cultivo MM-triptosa

I.a misma técnica del ELISA indirecto empleada para determinar la respuesta
inmunolégica de los conejos inmunizados con la sustancia antimicrobiana de L. sake 148, se

utilizé para evaluar la presencia de dicha sustancia en el medio de cultivo MM-triptosa.

IV. 11. 2. 2. 1.- Determinacién de la concentracidn idénea de los reactivos gue
intervienen en el ensavo

[Las indicaciones del fabricante, junto con los resultados de experiencias preliminares,

permitieron establecer como dilucidn de trabajo del conjugado la de 1/1000.

Una vez ajustada la concentracién de trabajo del conjugado, se procedid a establecer la
mds idénea para el inmunosuero (cuya concentracién inicial de proteina era de 20 mg/ml). Para
ello, en un ensayo previo, se determiné la dilucién del inmunosuero mds apta para diferenciar
la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada disuelta en tamp6n PBS, de la disuelta en
medio MM-triptosa (figura 4. 42). De los resultados obtenidos se desprende que los
componentes del medio de cultivo interfieren en la deteccion de la sustancia antimicrobiana de
L. sake 148, st bien el inmunosuero disuelto 16 veces en tampén PBST es el que mejor detecta

dicha sustancia en el medio de cultivo de MM-triptosa.
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Figura 4. 42 - ELISA indirecto de la sustancia antimicrobiana exocelular de L. sake
148 en tampén PBS () y en medio de MM-triptosa (O). El resto de los

pardmetros como en la figura 4. 41.
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Posteriormente, se realizé un ensayo para detectar la sustancia antimicrobiana
exocelular de L. sake 148 cultivado en medio de MM-triptosa. Los resultados del ELISA
indirecto de la sustancia antimicrobiana de L. sake 148 en tampén PBS, en medio de
MM-triptosa y en el sobrenadante libre de células de un cultivo de este microorganismo
realizado en medio de MM-triptosa se muestran en la figura 4.43. De los resultados obtenidos

se deduce que:

1.- Cuando la bacteriocina parcialmente purificada de L. sake 148 se disuelve en
tampdn PBS se puede detectar la presencia de hasta 6 pg de proteina por cada pocillo de la

placa de ELISA.

2.- Sin embargo cuando se emplea el ELISA indirecto para detectar la sustancia
antimicrobiana de L. sake 148 crecido en medio de cultivo MM-triptosa, los inmunosueros

empleados no detectan dicha sustancia.

Dada la imposibilidad de detectar la sustancia antimicrobiana en medio de MM-triptosa
y con la finalidad de aumentar la sensibilidad del ELISA indirecto, se opté por mejorar la

sensibilidad del ensayo mediante la utilizacién de anticuerpos conjugados a la biotina.
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Figura 4. 43.- ELISA indirecto de la sustancia antirmicrobiana exocelular de L. sake
148 en tampén PBS (M), en medio de MM-triptosa () y en el
sobrenadante de un cultive de L. sake 148 en MM-triptosa (#).
Dilucién del anticuerpo 1/160. Dilucién del conjugado 1/1000.
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El empleo de esta técnica con los mismos extractos antigénicos y en las mismas
condiciones no mejoré los resultados ya que, paralelamente a la mejora observada en la
deteccion de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada, se aprecia también una mayor
interaccién de los anticuerpos biotinizados con los extractos antigénicos empleados como
control (figura 4. 44). Se concluyé por lo tanto, que en el medio de MM-triptosa, a pesar de
tener una composicién muy sencilla, existen compuestos que, de una forma u otra, interfieren

con la deteccién inmunoldgica de la actividad antimicrobiana.
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Figura 4. 44.- ELISA indirecto de 1a sustancia antimicrobiana exocelular de L. sake
148 en tampdén PBS (M), en medio de MM-triptosa () y en el
sobrenadante libre de células de un cultivo de L. sake 148 desarrollado
en el medio de MM-triptosa (¢#). Dilucién del anticuerpo biotinizado
1/160. Dilucién del conjugado 1/3000.
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DISCUSION

V. 1. - Aislamiento de bacterias Hcticas de embutidos crudos curados

Para la realizacion de este trabajo, que pretende el aislamiento y caractenzacién parcial
de bacterias ldcticas utilizables para mejorar la calidad higiénica de la came y sus productos,
primero se procedid al aislamiento de estas bacterias de embutidos crudos curados. La eleccion
de estos productos como fuente de bacterias licticas se debe a que las que contienen estdn
mejor adaptadas a la ecologia bacteriana de la carne y los productos camicos que las aisladas de

otras fuentes, como leche, productos ldcteos y hortalizas (Schillinger y Liicke, 1989).

Ademds las bacterias ldcticas son, invariablemente, el grupo microbiano predominante
en Ja mayoria de los productos cdrnicos y en las carnes envasados a vacio, constituyendo entre
el 75 y el 95 % de su poblacion bacteriana total (Mol y col., 1971: Kitchell y Shaw, 1975;

Reuter, 1975; Hitchener y col., 1982; Shaw y Harding, 1984; Korkeala y Mikeld, 1989).

De otra parte, los recuentos de bacterias ldcticas respecto del microbiano total
obtenidos por otros investigadores (Liicke, 1986; Holley y col., 1988) durante la maduracién
de los embutidos crudos madurados, coinciden con los nuestros (Tabla IV. I); en ambos casos

se ha visto que la mayor parte de la microflora cdrnica estd constituida por bacterias ldcticas.

El nimero de bacterias ldcticas al final de la maduracién de las muestras estudiadas

(aproximadamente 8-9 x 108 ufc/g de embutido) concuerda con los resultados sefialados por
otros investigadores para el bacon (Cavett, 1963), los embutidos crudos madurados (Egan,
1983) y las carnes envasadas al vacio (Hitchener y col.. 1982; Egan, 1983). En muchos
productos cérnicos, estas bacterias constituyen el principal componente de su microflora
debido a la supresion del desarrollo de otros grupos microbianos por mecanismos de

antagonismo microbiano no bien evaluados (Reuter, 1981).
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V. 2. - Actividad antimicrobiana de las bacterias ldcticas seleccionadas
V. 2. 1. - Eleccion de | 1 nismo microbian

V. 2. 1. 1. - Pruebas directas de antagonismo microbiano

El antagonismo microbiano puede evidenciarse de diversas maneras. En los estudios
preliminares, las pruebas de antagonismo se realizaron utilizando generalmente medios de
cultivo sélidos e implicaron la deteccion de la inhibicién del crecimiento que ejercia el

microorganismo analizado (activo) en el microorganismo indicador (pasivo) (Tagg y col.,

1976).

Las dos pruebas enpleadas con este propdsito son la directa o simultdnea y la indirecta
o diferida. LLa concentracién del microorganismo indicador es importante en la sensibilidad del .

método (Kuttner, 1966).

En la prueba directa, el microorganismo a evaluar y la cepa indicadora se desarrollan al
“mismo tiempo. Una de las pruebas directas mds sencillas es la "prueba de la gota", utilizada
originalmente por Gratia (1946), y cuyo empleo estd ampliamente difundido (Geis y col.,
1983; Daeschel y Klaenhammer, 1985; Gonzalez y Kunka, 1987; Raccach y col.. 1989;
Spelhaug y Harlander, 1989; Daeschel y col., 1990; Ahn y Stiles, 1990a). En ella, una gota
del cutivo del microorganismo a evaluar se deposita en un medio de cultivo sélido,
previamente inoculado con el microorganismo indicador. Entre las variantes de este
procedimiento se incluye el empleo de pocillos excavados en el medio solido que se rellenan
con una cantidad conocida del cultivo del microorganismo a evaluar (Sabine, 1963; Tagg y
McGaiven, 1971; Tagg y col., 1976; Silva y col., 1987; Hamns y col., 1989; Rodriguez y col.,
1989).
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Otra modificacién de gran utilidad es la siembra por picadura de los microorganismos a
estudiar en placas cuya superficie se ha sembrado con el microorganismo indicador (DeKlerk,
1967; Gagliano y Hinsdill, 1970; Davey y Richardson, 1981; Barefoot y Klaenhammer,
1983).

Fredericq (1948) fué el primero en utilizar las pruebas diferidas de antagonismo. En
este caso, el microorganismo a evaluar se siembra € incuba en un medio sélido durante un
cierto tiempo, transcurrido el cual se cubre con otra capa de medio que contiene el
microorganismo indicador. Las pruebas diferidas son a menudo mads sensibles que las directas

(Tagg y col., 1976).

Como en la prueba directa, una de las variantes de las pruebas diferidas mds empleada
es la de la "gota” (Andersson y col, 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y Liicke, 1989;
Spelhaug y Harlander, 1989; Ahn y Stiles, 1990a). Con esta prueba y para resaltar mds la
accion de las sustancias inhibidoras difusibles de los cutivos, se inactivan las células del
microorganismo productor con calor (Geis y col, 1983; Ahn y Stiles, 1990a) o, mejor atin,
con vapores de cloroformo (Kekéssy y Piguet, 1970; Davey y Richardson, 1981; Geis y col., -
1983; Ahn y Stiles, 1990a). No obstanie, esto conlleva algunos inconvenientes como el que
algunos agentes inhibidores se inactivan al exponerse a los vapores de cloroformo. Brock y
Davie (1963) demostraron la sensibilidad al cloroformo de una sustancia inhibidora producida
por Enterococcus faecalis subsp. zymogenes. Los vapores de cloroformo también impiden el
empleo de placas de Petri de pldstico; ademds el cloroformo residual de los medios de cultivo

puede originar resultados erréneos (Kekéssy y Piguet, 1970).

Otra alternativa, cuando se sospecha la existencia de sustancias antagonistas difusibles,
consiste en sembrar el cultivo indicador en una cara del medio de cultivo sélido y el cultivo a

evaluar en la opuesta, ya sea empleando el sistema de gotas (Kekéssy y Piguet, 1970) o et de
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pocillos (Tagg y McGiven, 1971; Barefoot y Klaenhammer, 1983; Spelhaug y Harlander,
1983). Una ventaja de este méiodo es que asi se excluye la actividad inhibidora debida a

bacteriéfagos (Tagg y col., 1976).

Tanto en las pruebas de antagonismo directo, como diferido, es recomendable colocar
los cultivos de los microorganismos a analizar en pocillos abtertos en los medtos sélidos, lo
que permite que si se deposita siempre ¢l mismo nimero de microorganismos, pueden
establecerse comparaciones entre los didmetros de las zonas de inhibicién obtenidas. Otra
ventaja de este método es el aumento de la sensibilidad, puesto que entre el microorganismo
estudiado y las cepas indicadoras Gnicamente se interpone una capa fina de agar; esto, ademads,
excluye la inhibicidn debida a bacteriéfagos, que son microorganismos no difusibles (Tagg y
McGiven, 1971). Por todo ello, se eligié este método para la realizacién de las pruebas de
antagonismo, tanto directo como diferido, de las 180 bacterias lcticas aisladas y seleccionadas

de los embutidos crudos curados (seccién [V. 1),

V. 2. 1. 2. - Antagonismo de los sobrenadantes libres de células

Cuando en las pruebas de antagonismo microbiano se emplean cultivos no es fécil
identificar la causa del mismo (Tagg y col., 1976). En la identificacion de bacterias ldcticas
productoras de sustancias antagonistas difusibles es importante excluir de los ensayos no sélo
a los microorganismos productores de tales sustancias, sino también a otros metabolitos con

actividad inhibidora.

Las sustancias que en las pruebas de antagonismo bacteriano poseen una actividad
inhibidora similar a las bacteriocinas. pueden neutralizarse o climinarse utilizando
sobrenadantes libres de células neutralizados o dializados. Los sobrenadantes se obtienen por

centrifugacién de los cultives y por filtracién por filtros de 0.22 0 0.45 pm de didmetro de
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poro.

La neutralizacién de la actividad antagonista de los dcidos orgdnicos puede realizarse
ajustando el pH de los sobrenadantes a un valor préximo a la neutralidad (pH 6,9-7,0) (Geis y
col., 1983; Barefoot y Klaenhammer, 1984; Rodriguez y col., 1989; Nielsen y col., 1990;
Mgrtvedt y Nes, 1990), o dializando los sobrenadantes por membranas que permiten la
difusién de sustancias de un tamafio molecular menor de 6000 daltons. La dialisis puede ir
precedida de una precipitacidn de los sobrenadantes con sulfato aménico (Bhunia y col, 1987;
Gonzdlez y Kunka, 1987; Ray y col., 1989). El precipitado, constituido fundamentalmente por
proteinas, se reconstituye y dializa. No obstante, la mayoria de los autores prescinden de esta
precipitacion (Andersson, 1986; Andersson y col., 1988; Harris y col., 1989; Schillinger vy
Liicke, 1989; Daeschel y col., 1990; Ahn y Stiles, 1990b).

El efecto del peréxido de hidrégeno de los sobrenadantes puede evitarse incubando los
cutivos en anaerobiosis (Schillinger y Liicke, 1989), o tratando con catalasa los sobrenadantes
libres de células (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Muniana y Klaenhammer, 1987, Ferreira y
Gilliland, 1988; Schillinger y Liicke, 1989; Rodriguez y col., 1989; Carminati y col., 1989;
Ahn y Stiles, 1990a). Geis y col. (1983}, aitaden la catalasa directamente al medio de cultivo

del microorganismo indicador.

Los sobrenadantes libres de c¢€lulas también pueden concentrarse con el fin de
aumentar su actividad inhibidora. Entre los sistemas de concentracidn mas empleados destacan
la evaporacién a vacio en rotavapores (Geis y col., 1983; Silva y col., 1987) y Ia liofilizacion

(Rodnguez y col., 1989).

La actividad inhibidora de los sobrenadantes puede detectarse con cualquiera de las

variantes de antagonismo directo e indirecto citadas, estando muy difundidos los métodos "de
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la gota” (Geis y col., 1983; Ray y col., 1989; Carminati y col., 1989: Ahn y Stiles, 1990a) y
la disposicién de los sobrenadantes en pocillos abiertos en las placas (Joerger y Klaenhammer,
1986; Ahn y Stiles, 1990a). Otro método muy empleado cuando se investigan bactenas lacticas
bacteriocinogénicas, consiste en colocar los sobrenadantes en papeles de filtro estériles. Los
discos de papel de filtro, impregnados con el sobrenadante, se depositan en placas de agar
sembradas con el microorganismo indicador (Shahani y col, 1976; Ferreira y Gilliland, 1988)
o bien se deposita en los filtros una cantidad determinada de sobrenadante (Abdel-Bar y col.,
1987; Bhunia y col., 1987; Bhunia y col., 1988; Rodriguez y col., 1989). La segunda opcién
ha sido la utilizada en este trabajo, lo que permite comparar la actividad inhibidora de los

diversos sobrenadantes analizados.

V.2 2. -

Tanto las 180 bacterias licticas examinadas en primera instancia, como las 24
seleccionadas con posterioridad de entre las primeras, manifestaron actividad inhibidora frente
a alguno de los microorganismos indicadores empleados (figuras 4. 6 a 4. 29). La actividad
inhibidora generalmente es mayor cuando los microorganismos a evaluar se siembran 24 horas
antes que los microorganismos indicadores, algo en lo que nuestros resultados coinciden con

los de Ahn y Stiles (1990a).

La sensibilidad de los microorganismos indicadores a la actividad inhibidora de las
bacterias licticas analizadas es variable, lo que demuestra que dicha actividad es caracteristica

de cada cepa y no de la especie bacteriana (Schillinger y Liicke, 1989: Daeschel y col., 1990).

Los resultados obtenidos por otros investigadores que han evaluado la actividad
antimicrobiana de las bacterias licticas varian bastante. Al igual que nosotros, Kozak y col.

(1978) observaron que las 47 cepas de L. lactis subsp. lactis que estudiaron, eran activas
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frente a otras dos cepas de L. lactis subsp. lactis y frente a una de L. lactis subsp. cremoris.
El mismo resultado obtuvieron Ahn y Stiles (1990a) al examinar la actividad inhibidora de 10
cepas de diversos géneros de bacterias ldcticas frente a 10 indicadores que también eran

bactenas ldcticas.

El 63 % de las 52 cepas de L. acidophifus analizadas por Barefoot y Klaenhammer
(1983), inhibieron el desarrollo de diversas cepas de L. leichmanni, L. bulgaricus, L.
helveticus y L. lactis, porcentaje idéntico al obtenido por Raccach y col. (1989) con 11 cepas
de Lactobacillus vy de Streptococcus sp., empleando como indicadores diversas cepas de 6
especies distintas de bacterias ldcticas y 4 cepas de L. monocytogenes. De otra parte,
unicamente el 15 % de las 79 cepas de Lactobacilius sp. examinadas por Rammelsberg y
Radler (1990) inhibieron una, al menos, de las 9 cepas indicadoras de L. brevis, P. damnosus
y Leuc. oenus ensayadas. El porcentaje de cepas inhibidoras registrado por Davey y
Richardson (1981) fue ain menor, ya que sdlo el 7 % de las 150 cepas de L. {lactis susbsp.
cremoris analizadas, inhibieron el desarrolio de vanas cepas de L. lactis subsp. cremoris y L.

lactis subsp. lactis.

Schillinger y Liicke (1989), al evatuar 142 cepas de L. sake, 4 de L. plantarum y 75
de L. curvatus, observaron que el 13, el 75 y el 1 %, respectivamente, eran activas frente, al
menos, uno de los 31 microorganismos indicadores empleados; estos resultados contrastan
con Jos de Ahn y Stiles (1990a) y con los nuestros, ya que en nuestro caso practicamente todas
las cepas aisladas manifiestan actividad inhibidora sobre varios indicadores, contraste que
llama poderosamente la atencién si se tiene en cuenta que en los tres trabajos las bacterias

lacticas proceden de una fuente comiin, los embutidos crudos madurados.

Lo expuesto anteriormente ofrece una idea de la dificultad que presenta el establecer la

actividad inhtbidora de las bacterias ldcticas, lo que se agrava por la escasa uniformidad en las
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condiciones de trabajo y por la diversidad de microorganismos indicadores empleados. No
obstante, las bacterias idcticas analizadas en los trabajos citados son especialmente activas
frente a otras bacterias lacticas y nunca, o de forma excepcional, frente a las bacterias

Gram-negativas.

V. 2. 3. -Actividad inhibidora de los sobrenadantes libres de células

I.a actividad inhibidora de los sobrenadantes libres de células se establecid sélamente
en los aislados mas activos. Los sobrenadantes libres de células de los cultivos de nuestras 24
bacterias lacticas seleccionadas, una vez concentrados, mostraron una actividad antimicrobiana
variable dependiendo de la cepa y del indicador empleado (tabla IV. 1); fueron especialmente

sensibles las bacterias ldcticas empleadas como indicadores.

Quizd sea conveniente recordar que las bacterias lacticas activas seleccionadas, se
aislaron durante la maduracién de un lote de embutidos; en cada muestreo se seleccionaron 30
colonias. Esto significa, por ejemplo, que las cepas 24 y 29 procedian de la masa cdrnica
original, la 31 y 46 del embutido en segundo dia de maduracién y, asi sucesivamente, hasta la
cepa 180 que se aisld el dltimo dia (35) de maduracidn. De la observacion de la tabla IV. 1, se
concluye que es posible aislar bacterias ldcticas productoras de sustancias antimicrobianas,
distintas de los dcidos orgédnicos o del agua oxigenada, en cualquier momento de la maduracién
¢, incluso, a partir de la masa cdrnica inicial. Algunas de las cepas evaluadas mostraron
actividad frente a varias cepas de L. monocytogenes y S. aureus, microorganismos

productores de toxiinfecciones alimentarias.

La actividad inhibidora de las bacterias ldcticas frente a otras de su mismo grupo y a
menudo estrechamente relacionadas entre si, es un hecho ampliamenie documentado (Geis y

col., 1983; Barefoot y Klaenhammer, 1984; Joerger y Klagnhammer, 1986; Andersson, 1986;
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Gonzalez y Kunka, 1987; Bhunia y col., 1987; Schillinger y Liicke, 1989; Harris y col.,
1989; Mgrtvedt y Nes, 1990; Ahn y Stiles, 1990a; Ahn y Stiles, 1990b). Sin embargo, son
mucho mds escasos los estudios que demuestran que las bacterias lacticas inhiben el desarrollo
de ciertos microorganismos patégenos Gram-positivos, como S. aureus (Andersson, 1986;
Andersson y col., 1988; Bhunia y col., 1988) y L. monocytogenes (Bhunia y col., 1988;
Carminati y col., 1989; Schillinger y Liicke, 1989; Harris y col., 1989; Spelhaug y Harlander,
1989; Ahn y Stiles, 1990b). La mayor parte de los autores citados coinciden en senalar que las
bacterias Gram-negativas son insensibles a las sustancias antibacterianas producidas por las
bacterias lacticas estudiadas. Quizd la excepcién mejor conocida a este respecto 1a constituyan
las cepas de L. lactis productoras de nisina (Hurst, 1981). En general, la actividad

antimicrobiana es muy heterogénea y depende de cada cepa en particular (Harris y col., 1989).

V. 2. 4. - Efecto de la catalasa en la actividad inhibidora de las bacterias lacticas
seleccionadas

Los resultados obtenidos indican que 1a actividad antirnicrobiana de los sobrenadantes
concentrados no puede ser, en ningiin caso, atribuible al peréxido de hidrégeno. La capacidad
de algunas bacterias ldcticas de producir peréxido de hidrégeno es una propiedad indeseable,
especialmente si en las emulsiones cdrnicas existe un alto contenido de oxigeno, si se emplea
mucha grasa en la formulacién del embutido o si la actividad de los enzimas que degradan el
peréxido de hidrégeno es pequeiia (Schillinger y Liicke, 1987a). En estos casos, la presencia
en la carne y productos cirnicos de microorganismos productores de perdxido de hidrégeno

produce alteraciones del color o un enranciamiento precoz.

Las bacterias lacticas difieren en su capacidad de producir y degradar el peroxido de
hidrégeno. Hastings y Holzapfel (1987) observaron que ¢! 50 % de las cepas de L. sake de

origen carnico producian perdxido de hidrégeno y, de ellas, la mayoria lo hacia muy
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débilmente. La falta de una buena seleccién de las bacterias ldcticas autéctonas explica, en
parte, el que L. plantarum, P. acidilactici y P. pentosaceus sean 10S microorganismos mas
empleados como cuitivos iniciadores en la elaboracién de productos cdrnicos y no L. sake o

L. curvatus, que son especics mucho mas competitivas (Liicke y Hechelmann, 1987).

actividad antimicrobiana

Cuando se aislan bacterias lcticas y. en particular lactobacilos, de la carne y productos
cdrnicos, no es posible clasificartos adecuadamente siguiendo los sistemas de identificacion
empleados cldsicainente, ya que éstos se basan en las propiedades de microorganismos
procedentes de otras fuentes (Orla Jensen, 1919; Rogosa, 1970; Sharpe, 1979). Hasta muy
recientemente, las cepas dificiles de identificar se englobaron bgjo la denominacién de
"estreptobacterias o lactobacilos atipicos” (Thornley y Sharpe, 1959; Reuter, 1975; Sharpe,
1979). No obstante, como sugiridé Ingram (1975), el término de “estreptobacterias atipicas” es
poco afortunado ya que las bacterias ldcticas de origen cdrnico no son menos tipicas que las
demds, en todo caso lo serdn los criterios de identificacién y clasificacion, debido a la

ignorancia de las propiedades de las especies de origen cdrnico.

Con el transcurso del tiempo se han realizado diversos intentos de identificar y
clasificar las estreptobacterias de origen cdrnico (Reuter, 1975; Kitchell y Shaw, 1975;
Hitchener y col., 1982). Todos ellos se basan en reacciones bioguimicas variables que, al no
emplear métodos numéricos en el establecimiento de los grupos, han llevado a la creacion de
grupos innecesartamente complicados y arbitrarios (Shaw y Harding. 1984). No obstante, en
1987, Schitlinger y Liicke elaboraron un esquema de identificacién rdpida de lactobacillos de
origen cdrnico, basado en sus caracteristicas fisiolégicas, la mayor parie de las cuales son

facilmente determinables. Este esquema, que se muestra en la figura 5. 1, incluye especies
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recientemente caracterizadas, como L. sake, L. curvatus, C. piscicola y C. divergens, por l¢

que la hemos utilizado en la identificacién y clasificacién de nuestros aislados.

En las tablas IV. 2 y [V. 3 se muestran las caracteristicas morfolégicas y bloquimicas
mds significativas de nuestros aislados. De ellas se deduce que se trata de bacilos
homofermentativos, que crecen a 15 °C, no fermentan el manitol, pero si la ribosa, sacarosa y
trealosa por lo que, siguiendo el esquema de la figura 5. 1, los clasificamos tentativamente
como L. sake; las caracteristicas descritas coinciden con las sefialadas por Kandler y Weiss

(1986) y por Champomier y col., (1987) para esta misma especie.

En nuestro caso, ninguna de las cepas aisladas crece en medio MRS de pH 3.9.
Schillinger y Liicke (1987b) han senalado que aproximadamente el 11% de las cepas de L.
sake no crecen a dicho pH. A este respecto conviene destacar que los lactobacilos incluidos en
las "estreptobacterias atipicas” son menos acidificantes y acidotolerantes que los demas

(Reuter, 1975; Reuter, 1981).

Todas las cepas analizadas crecieron a una concentracién de cloruro sédico del 7%, a
excepcidén de la nimero 77, lo que coincide con los resultados de Champomier y col. (1987),
Schillinger y Liicke (1987b), Mogrtvedt y Nes (1990) y Rodriguez (1991). Sin embargo,
ninguna de las cepas estudiadas se desarrolié cuando la concentracién de cloruro sédico fué del
10%. Existen discrepancias en cuanto a la capacidad de L. sake de desarrollarse a esta
concentracidn de cloruro sédico, ya que mientras Schillinger y Liicke (1987b) indican que el
93 % de 131 cepas de L. sake crecen a esta concentracién, Champomier y col. (1987)

mantienen que se trata de una caracteristica excepcional.
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L. bavaricus

L. sake

Gas a partir de glucosa +
€OCos bacilos Leuconostoc
Lactobacilli

Pediococcus Lactobacilli heterofermentativos
Lactococcus homofermentativos
Streptococcus
Enterococcus

- 15°C +
Thermobacterium Streptobacterium

- Manitol +

+ Ribosa - - Arginina +

+ 8°C — -

—  Maltosa  + -~ Ribosa + L Lacaio DL
L Lacwato DL| L. alimen- L. coryni-
farius formis
L. casei subsp. C.carnis  C.piscicola
tolerans - Lactosa + + Rafinosa —
+ Melibiosa — L. yamanu- Celobiosa
shiensis
+ Maltosa — L.plan- |- Ramnosa +
tarum
L. curvatus |+ Sacarosa —| L. amylo- + Arginina —| L. casei -
philus subsp — mbpm +
~— Trealosa +| L.curvatus L. farci- rhamnosus
minis L. sharpeae L. Lactato DL
L. mala-

L. curvatus L. sake romicus —
L.casei L. casei
subsp. subsp.
casei pseudo-

plantarum

Figura 5. 1. - Esquema de identificacién rapida de bacterias de origen carnico.
Fuente: Schillinger y Liicke (1987b).
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Las cepas de L. sake analizadas muestran una capacidad variable de hidrolizar la
arginina, pues mientras las cepas 90 y 148 producen amoniaco a partir de dicho aminodcido,
las cepas 31, 77, 177 y 180 no lo producen (tabla I'V. 2). Schillinger y Liicke (1987b),
observaron que la mayoria de las cepas de L. sake poseian esta capacidad, lo que concuerda
con los resuitados de Champomier y col. (1987). Sin embargo, resulta curtoso que Kandler y
Weiss (1986) describan a L. sake como incapaz de hidrolizar la arginina, ya que la cepa que
consideraron tipo, la L. sake ATCCI15521, carece de esta capacidad. Reuter (1981) y
Rodriguez (1991), concuerdan con nuestros resultados en que la capacidad de hidrolizar la

arginina varia de unas cepas de L. sake y de L. curvatus a otras.

L.a capacidad de algunos lactobacilos de producir dcido suifhidrico es una caracteristica
tecnoldgica perjudicial, ya que su proliferacién en los alimentos acarrea su deterioro (Egan.
1983). Ninguna de las cepas que hemos ensayado producia dcido sulfhidrico en ninguno de
los medios estudiados (tabla IV. 2). No obstante, Schillinger y Liicke (1987b), observaron en

el 50 % de las cepas de L. sake analizadas la produccién de dcido sulfhidrico.

Las cepas de L. sake comparten caracteristicas bdsicas que las diferencian de otras
especies de lactobactlos. Sin embargo, poseen otras propiedades en las que la variabilidad
entre cepas €s la nota predominanante. Ias discrepancias entre la cepa tipo y las propiedades de
las de origen cdrnico explican las dificultades de muchos investigadores para identificar sus
aislamientos (Reuter, 1981). En este sentido, la fermentacidn de la arabinosa, amigdalina.
esculina, arbutina, salicina, celobiosa, maltosa y lactosa, que en la descripcion de L. sake en
el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (Kandler y Weiss, 1986) se admiten como
pruebas de identificacion, variaron en las 13.cepas de esta especie que analizaron Champormier
y col. (1987). Quizds esto justifique ia vartabilidad de nuestras cepas en lo que conciemne a

ferinentacién de azicares.
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Que todos nuestros aislados se hayan identficado como L. sake no es sorprendente,
ya que algunos investigadores han observado que esta especie puede convertirse en la
predominante a las temperaturas de maduraciéon normalmente empleadas en Europa en la
elaboracién de los embutidos crudos (Liicke, 1986; Schillinger y Liicke, 1987a). Liicke y
Hechelmann (1987) apoyan esta observacién al confirmar el predominio natural de L. sake y

L. curvatus en embutidos europeos madurados tradicionalmente.

Holy y Holzapfel (1988} también han observado que entre las bacterias lacticas
aisladas de came de vacuno, envasada a vacio y almacenada a temperaturas de refrigeracion,
hay un fuerte predominio de L. sake, constituyendo L. sake, L. curvatus 'y L. bavaricus casi
el 80 % del total de bacterias ldcticas identificadas. Conviene recordar que L. bavaricus se
diferencia de L. sake en que carece de racemasa (Kandler y Weiss, 1986a). Asimismo, Montel
y col. (1989) consideran a L. sake como la bacteria ldctica mds abundante en la carne de
vacuno. Korkeala y Mikeld (1989), utilizando el esquéma de clasificacién de Schillinger y
Liicke (1987b), han establecido que L. sake es la bacteria lictica mayoritaria de los productos
carnicos envasados a vacio. Hastings y col. (1986) también han observado que L. sake ¢s la
especie predominante en la carne picada de vacuno wrradiada (5 KGy), adjudicando a esta

especie 100 de las 113 cepas aisladas.

Globalmente consideradas, y de acuerdo con numerosos estudios anteriores, las
"estreptobacterias atipicas” también han counstituido el grupo bacteriano mas numeroso del
bacon (Cavett, 1963), de una gran variedad de productos cirnicos (Reuter, 1975) y de las
carnes envasadas a vacio (Mol y col., 1971; Reuter, 1975; Kitchell y Shaw, 1975; Hitchener y
col., 1982; Holzapfel y Gerber, 1986). Su presencia se ha considerado deseable, ya que
contribuyen al aumento de la vida util de los productos citados (Egan, 1983). Recientemente, y
como contribucién a una mejor comprension de fa clasificacién de las bacterias licticas de

origen cdrnico, Champomier y col. (1987} han comprobado que los 6 grupos de lactobacilos
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aislados de productos cdrnicos por Laban y col. (1978) y la mayoria de los integrantes del

grupo Il de Shaw y Harding (1984), encajan perfectamente en la descripcién tipo de L. sake.

Actualmente L. sake y‘ L. curvatus se consideran microorganismos psicrotrofos,
siendo de entre las bacterias ldcticas los que crecen a las temperaturas més bajas (Reuter, 1981;
Kandler y Weiss, 1986 °). Esta caracteristica se refleja en todas las cepas analizadas, ya que
todas ellas se desarrollan a 4 °C (tabla IV. 2). Estos resultados coinciden con los obtenidos por
Schillinger y Liicke (1987b) y Champomier y col. (1987), dado que el 99 % de las cepas de L.
sake estudiadas por los primeros, y todas las ensayadas por los segundos, crecieron a 4 °C.
Por el contrario, sélo el 50 % de las cepas de L. plantarum se desarrollan, y débilmente, a esta
temperatura (Reuter, 1981; Schillinger y Liicke, 1987b). Hasting y Holzapfel (1987) han
observado que ninguna de la 100 cepas de L. sake aisladas de carne radurizada se
desarrollaban ni a 4 °C ni a 8 °C. Quizds esta anomalia se deba a alteraciones de la fisiologia

celular de los lactobacilos provocadas por la irradacién.

De nuestras cepas de L. sake tnicamente las 148 y 177 se desarrollan a 45 °C. La
mayoria de los estudios realizados hasta la fecha, coinciden en sefalar que la mayor parte de
las cepas de L. sake no se desarrollan a 45 °C (Reuter, 1975; Champomier y col., 1987;
Hasting y Holzapfel, 1987; Korkeala y Mikeld, 1989) o lo hacen muy débilmente (Reuter,
1981). Sin embargo, Schillinger y Liicke (1987b) han observado que el 87 % de las cepas de
L.sake yel 77 % de lasde L. curvarus, crecen a dicha temperatura. La mayoria de las cepas

de L. plantarum si se desarrollan a 45 °C (Reuter, 1981: Schillinger y Liicke, 1987b).

La temperatura 6ptima de crecimiento de las bacterias licticas constituye un pardmetro
de gran importancia tecnolégica en la eleccion de cultivos iniciadores carnicos. Asi, mientras
P_acidilactici se desarrolla bien a temperaturas supenores a 40 °C, las temperaturas dptimas de

crecimiento de P. pentosaceus y L. plantarum se sitian entre 30 y 35 °C, siendo las de L.
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sake y L. curvatus algo menores (Liicke y Hechelmann, 1987). En un estudio comparativo de
las bacterias lacticas normalmente incluidas en los cultivos iniciadores carntcos (L. sake, L.
curvatus, L. plantarum, P. acidilactici y P. pentosaceus ), Schillinger y Liicke (1989)
comprobaron que L. sake era la especie que se desarrolla mds rdpidamente y con mayores
recuentos en una mezcla cdrnica mantenida a 20 °C; su mayor rapidez de desarrollo fué
especialmente significativa respecto de los lactobacilos “nativos” de un lote control al que no se

le habia adicionado ningiin cultivo iniciador.

V. 4.- Espectro antimicrobiang de los sobrenadantes libres de células de las cepas de
L. sake seleccionadas, una vez neutralizados vy concentrados

El conocimiento exacto del espectro antimicrobiano de las bacteriocinas producidas por
las bacterias ldcticas es muy importante, ya que su empleo podria inhibir el desarrollo de las
bacterias ldcticas que se utilizan como cultivos iniciadores en la elaboracién de productos
carnicos. En este sentido, Hammes y col. (1990) observaron que cepas de L. curvatus y L.
sake, productoras de sustancias inhibidoras no inhibian \dnicamente a las bacterias
contaminantes, como §. qureus, sino que también afectaban a microorganismos que se
emplean corrientemente como cultivos iniciadores como L. plantarum o Micrococcus varians.
Por tanto, el conocimiento de las propiedades antimicrobianas de las bacterias lacticas,
facilitard la seleccién de las cepas que formen parte de un cultivo iniciador, de forma que se

minimicen los riesgos sanitarios provenientes los productos cdrnicos.

Los sobrenadantes libres de células, neutralizados y concentrados, de 4 cepas de L.
sake (77, 90, 148 y 180), ejercieron una actividad antagonista diversa en distintos
microorganismos indicadores (tabla V. ). El espectro antimicrobiano de cada una de las
cepas es significativamente distinto, lo que induce a suponer que las sustancias antimicrobianas

son distintas entre si. Este aspecto ya habia stdo observado por Bhunia y col. (19838), quienes
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comprobaron que algunas cepas de pediococos eran mds activas que otras frente a diversos

MICroOrganismos patogenos y alterantes de los alimentos.

La actividad antimicrobiana de las cepas de L. sake estudiadas no se limita a especies
bacterianas filogenéticamente préximas, como parece ser la situacién predominantante en las
sustancias inhibidoras producidas por el género Lactobacilius (Andersson y col., 1988;
Schillinger y Holzapfel, 1990; Toba y col., 1991), sino que también afecta a microorganismos
Gram-positivos, patdgenos y alterantes de los alimentos de gran interés en la industria carnica
como los pertenecientes a los géneros Listeria, Staphylococcus 'y Clostridium. También es
importante destacar que las cepas ensayadas no inhiben el desarrollo de S. carnosus ni de M.
varians, microorganismos cuya presencia en los alimentos no sélo es beneficiosa sino
deseable, ya que son los responsables de reacciones quimicas que influyen beneficiosamente

en la calidad higiénica y en las caracteristicas organolépticas de los alimentos.

Algunos investigadores han observado la reduccién de los nitritos y el enrojecimiento
de los embutidos se suprimen cuando se utiliza como iniciador un cultivo compuesto de cepas
de L. sake antagonistas de M. varians (Hammes y col., 1990). La resistencia de S. carnosus y
M. varians, microorganismos utilizados como cultivos iniciadores comerciales, frente a la
accion antimicrobiana de las cepas de L. sake que hemos aislado en este trabajo es muy
importante, ya que permite su empleo en los cultivos iniciadores al garantizar la calidad

higiénica de los alimentos sin inhibir reacciones bacterianas deseables.

Por otro lado, la posibilidad de inhibir el desarrollo de L. monocytogenes es muy
interesante, sobre todo Si se tiene en cuenta que este microorganismo crece en un intervalo de
temperaturas muy amplio (1-45 °C) y en presencia de un 10 % de NaCl (Seelinger y Jones.
1986); ademads permanece viable durante el procesado y almacenamiento de algunos alimentos

fermentados (Juntilla y col., 1989), proliferando en sustratos cuyo pH es ligéramente menor
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de 5,6 (Conner y col., 1986}; no obstante, es relativamente sensible a los medios més 4cidos

(Rodriguez, 1991).

Los alimentos pueden contaminarse durante su elaboracién y manipulacién con S.
aureus que, posteriormente, puede desarroliarse y, si son cepas enterotoxigénicas, producir
toxinas (Smith y Palumbo, 1981), que pueden originar brotes de intoxicaciones alimentarias.
La actividad antimicrobiana de las cepas de L. sake analizadas frente a §S. aureus
enterotoxigénico permite suponer que su empleo, junto a otros factores de seguridad (Hammes
y.col., 1990), podria aumentar mucho la calidad higiénica de los alimentos y disminuir Ia

incidencia de estas toxiinfecciones alimentarias.

Ei crecimientop y produccién de toxinas por C. botulinum se previene mediante la
adicién a los alimentos de nitratos y nitritos; sin embargo, su incorporacién a los alimentos
estd limitado por su posible conversién en nitrosaminas, compuestos que son cancerigenos.
Smith y Palumbo (1981) comprobaron que las bacterias lacticas previenen €l crecimiento y
produccidn de toxinas de C. borulinum, inicamente cuando el sustrato contiene glucosa y
nitritos. Recientemente (CFR, 1988), la "Food and Drugs Administration” ha permitido la
utilizacion de la nisina como antagonista de C. botulinum en algunos alimentos. Por ello, la
capacidad de nuestras cepas de L. sake de inhibir el desarrollo de C. botulinum, resulta
esperanzadora en cuanto a su posible utilizacién como inhibidor del desarrollo de este patégeno
en los alimentos. Asimismo, la utilizacion de las cepas aisladas en cste trabajo o las sustancias
inhibidoras elaboradas por ellas, permitirian disminuir los niveles de nitritos habitualmente

empleados en algunos derivados cdrnicos.

Se sabe poco sobre el efecto de las bacterias lacticas en C. perfringens. Baran y
Stevenson (1975) demostraron que este microorganismo supervivia en los embutidos crudos

madurados de pavo, elaborados con P. cerevisiae como cultivo iniciador. Aungue no se
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conoce bien la persistencia o destruccién de C. perfringens durante el procesado,
almacenamiento y distribucién de muchos productos carnicos, es posible hipotetizar que las
sustancias antimicrobianas producidas por las cepas aisladas en nuestro trabajo dificultarian el

desarrollo de este patégeno.

La sensibilidad de las listerias a sustancias antagonistas de especies del género
Lactobacilius no es sorprendente, ya que estos dos géneros estdn estrechamente relacionados
(Wilkinson y Jones, 1977; Seelinger y Jones, 1986; Rhuland y Fiedler, 1987). Ademds, se
han publicado numerosos trabajos que confirman la actividad antimicrobiana de diversos
lactobacilos sobre L. monocytogenes (Harris y col., 1989; Schillinger y Holzapfel, 1990;
Harding y Shaw, 1950). Sin embargo, en los trabajos publicados, la actividad antagonista se
limita a otros lactobacilos y listerias, siendo muy rara su actividad frente a otros patdégenos
Gram-positivos como S. aureus (Andersson, 1986; Talarico y col., 1988). Hasta ahora, no
tenemos constancia de que existan cepas de L. sake cuyo espectro antimicrobiano sea tan

amplio como el de las cepas que se han aislado en este trabajo.

El espectro antimicrobiano de estas cepas es similar al mostrado por cepas del género
Pediococcus. Sin embargo, Ia sintesis de sustancias antumicrobianas por especies de origen
cdrnico pertenecientes a este género se limita tinicamente a P. acidilactici H con actividad
antimicrobiana frente a microorganismos Gram-positivos como C. perfringens, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus y dos especies Gram-negativas, Aeromonas

hydrophila y Pseudomonas putida (Bhunia y col.. 1988).

Por lo que respecta a los lactococos la nisina producida por Lactococcus lactis inhibe el
desarrolio de L. monocytogenes (Bhunia y col, 1988) y especies del género Clostridium
dificultando, ademads, la germinacién de las esporas de C. bordinum (Daeschel, 1989). Sin

embargo, s inactiva frente a microorganismos Gram-negativos, hongos o levaduras.
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El amplio espectro de accién de las cepas de L. sake estudiadas en este trabajo y, de la
cepa 148 en particular, permite concebir esperanzas sobre el futuro empleo de estos
microorganismos como agentes conservadores de ciertas cames y productos cédrnicos, ya que
es precisamente la especificidad mostrada por las bacterias lacticas la que ha limitado el empleo
de estos microorganismos como cultivos iniciadores o protectores (Hastings y Stiles, 1991).
No obstante, antes de estimular su utilizacién en la industria cirnica, se necesita conocer si los

resultados de inhibicidn obtenidos "in vitro™ son reproducibles en un sistema cdrnico

experimental.

V. 5.- Efecto_de la composicién_del medio_de¢ cultivo _en la produccién de

actividad inhibidora

Una vez seleccionado el microorganismo con mayor actividad antimicrobiana y con
unas caracteristicas de crecimiento mds favorables, se necesita establecer las condiciones
optimas de produccién de su actividad para acometer su purnificacidn con las mejores garantias
de éxito. Para ello se seleccioné la cepa L. sake 148, cuvo intervalo de temperaturas de
crecimiento es muy amplio (4-45 °C) y cuyo sobrenadante cultural presenta una actividad

antimicrobiana comparable, sino superior, al de las otras cepas de L. sake aisladas.

Tagg y col. (1976) ya seialaron que ciertos componentes del medio de cultivo podrian
ser criticos en la produccidn de ciertas bacteriocinas. Sin embargo. existen pocos trabajos
sobre el efecto de los distintos nutrientes en la produccidn de compuestos antagonistas por las
bacterias lacticas (Reddy y Ranganathan, 1983; Batish y col.. 1990; Biswas y col., 1991); en
la mayor parte de los casos no se ha llegado, a resultados conciuventes. Algunas cepas
productoras de sustancias antimicrobtanas pierden esta capacidad cuando crecen en medios
liquidos y la recuperan cuando lo hacen en medios sélidos o semisolidos, tal es el caso de la

lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1983) y de la propionicina PLG-1 (Lyon y Glatz,
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1991). Contrariamente a los resultados obtenidos por éstos investigadores, L. sake 148

mostraba actividad inhibidora tanto en medios sélidos como liquidos.

De los resultados obtenidos en este trabajo (tabla IV. 5), debe destacarse la ausencia de
actividad antagonista cuando L. sake 148 se desarrollaba en medios de cultivo semidefinidos
suplementados con hidrolizados de proteinas ldcteas (casetnas). No sucede asi cuando el
suplemento es un hidrolizado de proteinas cirnicas (peptona o extracto de carne), a pesar de
que la actividad antagonista es facilmente mensurable y cuantificable. La produccién éptima
acaece en el medio complejo MRS. Esta iltimo observacién concuerda con la de McGroarty y
Reid (1988) acerca de la produccién de bacteriocinas por L. casei sp. rhamnosus y L.
acidophilus 76. Los resultados obtenidos refuerzan la teoria de Schillinger y Liicke (1989)
segln la cual las bacterias idcticas aisladas de productos cdrnicos, serian més adecuadas para
asegurar la calidad higiénica de 1a carne y productos cdrnicos que las procedentes de otros

productos.

Tampoco se detectd la actividad antimicrobiana en L. sake 148 cuando éste se
desarrollaba en caldo de APT sin suplementar. Sin embargo, cepas Carnobacterium piscicola
(Ahn y Stiles, 1990a) y Leuconostoc gelidum (Hastings y Stiles, 1991), aisladas de productos
carnicos envasados al vacio, sintetizan bacteriocinas en caldo de APT. Lo mismo ocurrié en el
medio BHI, que es un caldo de cultive compejo de cuya composicién forman parte
hidrolizados de cerebro y corazén bovino. En este caso resulta muy dificil explicar la ausencia
de actividad antagonista, tanto en el medio sin modificar como en el suplementado con

diversos extractos carnicos, dada la extraordinaria riqueza nutritiva de este medio.

Las diferencias observadas en la produccién de actividad antimicrobiana dependiendo
de la fuente proteica, se justificarian por la variacién en algin componente especifico

(posiblemente aminoacidico) o por la existencia de mecanismos reguladores de origen
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genético, estimulados o reprimidos por componentes del extracto proteico. Esto iltimo
explicaria ia falta de actividad inhibidora de L. sake 148 al crecer en el caldo BHI, tanto
suplementado como sin suplemento. Morishita y col. (1974), demostraron que algunos
mutantes de L. casei sintetizaban determinados aminodcidos en medios carentes de los mismos;
dicha capacidad la perdian cuando crecian en medios complejos. De los resultados obtenidos se
deduce que seria conveniente estudiar mds profundamente estos posibles mecanismos
reguladores, con el fin de predecir la posible inhibicién o represion de la actividad antagonista

de L. sake 148, cuando éste se desarrolle en la came o en sus productos.

L_sake 148 a diversas temperaturas

L. sake 148 se desarrolid a 4, 8, 16, 25 y 32 °C, tanto en medio complejo MRS como
en medio minimo MM con triptosa (tabla IV. 6), obteniéndose unos pardmetros de crecimiento
similares a los encontrados por otros investigadores con cepas de L. sake y otras bacterias

lcticas de origen cdmico (Rodriguez, 1991),

Segun Daeschel y col. (1990) la produccién de bacteriocinas por las bacterias lacticas
puede iniciarse en cualquier etapa del crecimiento, tanto en su comienzo (fase logaritmica)
como al final (fase estacionaria). La actividad antagonista de L. sake 148 es detectable y
cuantificable al poco tiempo de iniciarse su crecimiento en todas las temperaturas ensayadas
(fig. 4. 30 a 4. 34). Estos resultados coinciden con los de la mayor parte de los trabajos
publicados (Gdlvez y col., 1986; Ahn y Stiles, 1990b; Hastings y Stiles. 1991) en los que la

producién de sustancias inhibidoras parece ser una propiedad asociada al crecimiento.

Como ya senalaron Ahn y Stiles (1990b), la produccién de bacteriocinas en la fase

inicial del crecimiento bacteriano podria favorecer el predominio de la cepa productora en una
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poblacién bacteriana mixta con bacterias sensibles. Asimismo, la deteccién de la actividad
antagonista al comienzo del crecimiento indica que no corresponde a un metabolito secundario.
LLa disminucién de la actividad durante la fase estacionaria (fig. 4. 34), podria deberse a la
accién de enzimas proteoliticos endo o exocelulares, a que la sustancia responsable de la
actividad se convierte en otros metabolitos o a su inestabilidad ante €l aumento de la acidez del

medio de crecimiento.

El incremento de la actividad antibacteriana al hacerlo la temperatura se debe, al
parecer, al mayor desarrollo celular, ya que la actividad aumenta a medida que la temperatura
se aproxima a {a 6ptima de crecimiento de L. sake 148. Hasting y Stiles (1991) comprobaron
que la produccidn de bacteriocinas por Leuconostoc gelidum es directamente proporcional a la
masa celular del cultivo microbiano. Es de destacar que L. sake 148 producia actividad

antimicrobiana a todas las temperaturas ensayadas.

La produccién de la actividad antagonista a temperaturas de refrigeracién, contribuiria
a dificultar el desarrollo de los microorganismos alterantes y patégenos en los alimentos

refrigerados.

V. 7.- Caracterizacién bioguimica parcial de ia actividad antimicrobiana de L. sake 148

Una vez establecidas las condiciones éptimas de crecimiento y de produccién de la
actividad antimicrobiana de L. sake 148, el siguiente paso consistid en intentar su purificacion,
con el fin de separar la entidad activa de otros productos o restos celulares y de las proteinas
del medio de cultivo. Hay que reconocer que el medio complejo MRS no es el mds indicado
para iniciar la purificacién de la actividad antagonista de L. sake 148, ya que los
sobrenadantes procedentes de este medio contienen una concentracion ¢levada de proteinas y

péptidos (Barefoot y Klacnhammer, 1984), lo que no sucede con el medio mintmo con triptosa
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que, siendo un medio semidefinido sencillo, permite la sintesis de la actividad antimicrobiana

de L. sake 148 (tabla IV. 6).

Debido a 1a heterogeneidad de las bacteriocinas, sus protocolos de purificacién se han

disefiado empiricamente para cada una de ellas.

Barefoot y Klaenhammer (1984), tras emplear sin éxito la cromatografia de
intercambio i6nico, purificaron la lactacina B creando condiciones disociantes (urea 8M) antes
de someterla a ultracentrifugacién y a cromatografia de filtracién en geles. Los resultados
obtenidos indicaron que el peso molecular de la bacteriocina parcialmente purificada era de
6.500 daltons. Sin embargo, cuando la lactacina B parcialmente purificada se sometié a
electroforesis en poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) no se apreciaron
bandas en los geles, a pesar de tefirlos con reactivos de plata, que ¢s un proceder de gran
sensibilidad para la deteccidn de las bandas de proteinas en los geles. Dos anos mds tarde,
Joerger y Klaenhammer (1986) también purificaron la helveticina J por cromatografia de
filtracion en geles que llevaban dodecil sulfato sédico (SDS) como agente disociante. El peso

molecular de la bacteriocina purificada fué de unos 37.000 daltons.

De otra parte, Rammelsberg y Radler (1990) han encontrado dificultades al intentar
purificar la brevicina 37 y la caseicina 80, utilizando los procedimientos de purificacién
proteica tradicionalmente empleados. Dichos investigadores han observado, asimismo, que la
concentracién de los sobrenadantes por liofilizacién origina una pérdida importante de la

actividad antimicrobiana.

En contraste con la utilizacion de las técnicas cromatogrificas de filtracion en geles,
empleadas en la purificacién de bacteriocinas producidas por lactobacilos, {a purificacion de la

pediocina PA-1 (Gonzalez y Kunka, 1987} y de la pediocina AcH (Bhunia y col.. 1988),

233



DISCUSION

producidas por pediococos, se ha realizado por cromatografia de intercambio 16nico. El peso
molecular de la pediocina PA-1 parcialmente purificada (16.500 dalions) se determind por
cromatografia de filtracién en geles, mientras que el de la pediocina AcH (2.700 daltons) se

estimé por SDS-PAGE.

En nuestro trabajo, la purificacién de la actividad antimicrobiana exocelular de L. sake
148, se realizé concentrando los sobrenadantes por liofilizacién y separando las proteinas por
cromatografia de filtracién en geles. Utilizamos la urea (a una concentracién 1M) como agente
disociante de los posibles agregados proteicos, formados por la sustancia antimicrobiana
consigo misma o con otros componentes del medio del cultivo (figuras 4. 35 a 4. 37). El
proceso de punificacidn se tradujo en un aumento poco apreciable de la actividad inhibidora
especifica (7 veces) y en una baja recuperacion de la actividad inhibidora original (8 %) (tabla
IV. 7). Los resultados obtenidos confirman que, segin se ha observado en otras ocasiones, 1as
bacteriocinas son, a veces, bastante resistentes a su purificacién por las técnicas standar de
separacion de proteinas (Rammelsberg y Radler, 1990). La concentracion de las muestras por
liofilizacidén antes de someterlas a cromatografia de filtracién, posiblemente afecta

negativamente a la actividad antimicrobiana.

La pérdida de actividad, que a menudo es grande, producida durante la purificacién
constituye un problema corriente en las bacteriocinas originadas por las bacterias lacticas (Tagg

y col., 1976).

Barefoot y Klaenhammer (1984) y Joerger y Klaenhammer (1986), dnicamente
lograron recuperar el 0.4 % de la actividad inhibidora inicial de la lactacina By el 4 % de la
helveticina J. Sin embargo, mientras la purificacién final de la lactacina B fué de 3.222 veces y
la de la helveticina J de 837 veces, la purificacién final de la sustancia antimicrobiana de L.

sake 148 es mucho menor. De ello se deduce que el método de purificacién empleado es poco
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eficaz, por lo que conviene desarrollar otros mas potentes.

La sustancia antimicrobiana de L. sake 148 parece que se sintetiza en forma de
polipétido de pequeiio tamafic molecular como lo demuestra que, ¢n los experimentos de
filtracién en geles de Sephadex G-150 fino, G-75 y G-50 (figuras 4. 35 a 4. 37), se eluye
lejos del volumen de vacio, volumen en el que se encuentran las moléculas de un tamaio
molecular mayor que el didmetro de poro del gel. En este aspecto, la sustancia antimicrobiana
de L. sake 148 difiere de la lactocina 25 (Upreti y Hinsdill, 1973), lactacina B (Barefoot y
Klaenhammer, 1984), helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1986), lactacina F (Muriana y
Klaenhammer, 1991), propionicina PLG-1 (Lyon y Glatz, 1991) y la bacteriocina de L. sake
449 (Rodriguez, 1991), que se aislaron primero, bien como agregados proteico-polisacaridos
complejos (particulas globulares parecidas a las micelas) o bien como grandes agregados

protéicos, que se separaron mds tarde utilizando diversas técnicas analiticas.

Una vez realizada la purificacién parcial de la actividad antimicrobiana conviene
realizar su caracterizacién fisico-quimica. Uno de los criterios bisicos para que una sustancia
antimicrobiana se considere una bacteriocina es que sea un componente proteico
biolégicamente activo (Tagg y col., 1976), lo que se determina por su sensibilidad a diversos
enzimas proteoliticos. En la tabla IV. 8 se muestra el efecto de diversos enzimas proteoliticos,
lipoliticos y amiloliticos, en la actividad antimicrobiana exocelular parcialmente purificada de
L. sake 148. En ella se observa que los enzimas inespecificos, como la papaina, proteasa [l y
proteasa XIV, anulan la actividad inhibidora, mientras que otros enzimas mds especificos la
disminuyen mucho; de ahi se deduce que la sustancia antimicrobiana de L. sake 148 posee una

estructura proteica biolégicamente activa.

Ademas, su resistencia a la accion de los enzimas lipoliticos y amiloliticos indica que

en su composicion no entran a formar parte elementos lipidicos ni hidrocarbonados vy, st lo
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hacen, no influyen en su acttvidad antimicrobiana.

La sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de L. sake 148 es muy estable en
un amplio intervalo de valores de pH (fig. 4. 38), mostrando su mayor actividad a valores de
pH comprendidos entre 5,6 y 6,6; cuando el pH se situaba entre valores extremos (2,6-4,6;

10-12) Ia actividad disminuia ligeramente (sin superar nunca el 20%).

Gonzalez y Kunka (1987), comprobaron que la pediocina PA-1 producida por P.
acidilactici era estable entre valores de pH de 4 y 7, si bien mostraban ligeras pérdidas de
actividad a pH de 2.3 y 10. Bhunia y col. (1988) establecieron el intervalo de pH al que la
pediocina AcH era activa entre pH 2,5 y 10 y observaron una pérdida total de la actividad

cuando el pH era mayor de 10.

La nisina, producida por L. lactis es inactiva cuando ¢l pH es superior a 7 (Hurst,
1981; Liu y Hansen, 1990). La propionicina PL.G-1 permanece estable a valores de pH entre 3

y 9, con ligeras pérdidas de actividad a pH de 3-4 (Lyon y Glatz, 1991).

La gran estabilidad frente al pH mostrada por la bacteriocina de L. sake 148 ¢s muy
importante de cara a su posible utilizacidn como agente antimicrobiano, tanto en los alimentos

fermentados como en otros productos alimenticios.

La resistencia al tratamiento térmico es una caracteristica muy extendida entre las
bacteriocinas, no obstante, el criterio seguido para determinar la estabilidad de estas sustancias
varia bastante, ya que esta propiedad depende del grado de purificacién de las bacteriocinas y
de otros factores como pH, fuerza idnica y presencia de moléculas termoprotectoras (Tagg y
col., 1976). La existencia de bacteriocinas termosensibles es menos corriente, aunque entre

éstas se encuentran la helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1986), la caseicina 80
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(Rammelsberg y Radler, 1990), la bacteriocina sintetizada por L. delbrueckii sp lactis (Tobay
col., 1991) y la propionicina PLG-1 (Lyon y Glatz, 1991). La bacteriocina producida por L.
sake 148 es muy termoestable (fig. 4. 39), pareciéndose en esto a las bacteriocinas de L.
acidophilus, (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Muriana y Klaenhammer, 1987), L. helveticus
(Upreti y Hinsdill, 1973; Joerger y Klaenhammer, 1986), L. plantarum (West y Warmer,
1988; Daeschel y col., 1990), L. sake (Schillinger y Liicke, 1989; Mgrvedt y Ness, 1990) y
L. brevis (Rammelsberg y Raedier, 1990).

La gran termoestabilidad de la bacteriocina de L. sake 148 le confiere ventajas en
cuanto a su posible utilizacién en alimentos higienizados por el calor, ya que permanece
biolégicamente activa tras los tratamientos de pasterizacién y esterilizacién a los que se

somenten éstos productos.

La determinacién del peso molecular aparente de ia bacteriocina de L. sake 148
mediante filtracién en geles de Sephadex G-50, di6 un peso molecular de 4640 daltons (tabla
IV. 9). La elucién de esta bacteriocina en un solo pico de bajo peso molecular no es corriente,
dada la baja concentracién del agente disociante empleado (urea 1M en ¢l tamp6n de disolucién
y urea 0,1M en el de elucién). Lo corriente es que las bacteriocinas producidas por las
bacterias ldcticas formen agregados de alto peso molecular (Muriana y Klaenhammer, 1991;

Rodriguez, 1991).

El peso molecular de las bacteriocinas de las bacterias licticas es muy variable, con
moléculas grandes, como la helveticina J cuyo peso molecular es de 37.000 daltons (Joerger y
Klaenhammer, 1986), la caseicina 80 de un peso molecular entre 40.000 y 42.000 daltons
(Rammelsberg y Raedler, 1990) y la bacteriocina de L. sake 449 de unos 30.000 daltons
(Rodriguez, 1991). No obstante, tal y como ocurre con la bacteriocina de L. sake 148, la

mayor parte presentan un peso molecular relativamente pequeiio, menor de 10.000 daltons. En
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este grupo se incluyen: nisina (Hurst, 1981), diplococina (Davey y Richardson, 1981),
lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1984), pediocina AcH (Bhunia y col., 1988), lactacina
F (Muriana y Klaenhammer, 1991), lactocina S (Mgrtvedt y col.,, 1991) y carnocina Ul49
(Stoffels y col., 1992). Cuando las bacteriocinas forman agregados moleculares es dificil
determinar su peso molecular mediante técnicas de filtracién en geles, por lo que se recurre a

la electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS), con o sin urea.

Sin embargo, la utilizacién de la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, con
o0 sin urea, para determinar el peso molecular de la bacteriocina de L. sake 148 dié resultados
negativos cuando la tincidn se realizé con Azul Brillante de Coomasie (Laemmli, 1970). Esto
no es extrafio, ya que Muriana y Klaenhammer (1991) obtuvieron el mismo resultado al
determinar el peso molecular de la lactacina F con este colorante. Por otra parte, Davey y
Richardson (1981) y Stoffels y col. {1992), observaron la existencia de una banda difusa
asoclada al frente electroforético al determinar el peso molecular de la diplococina y la
camocina UI49 respectivamente. Cuando Barefoot y Klaenhammer (1984) utilizaron nitrato de
plata como agente tintorial para determinar el peso de la lactocina B obtuvieron, igual que

nosotros (fig. 4. 40), una banda de tincién difusa asociada al frente electroforético.

La dificultad de determinar ¢l peso molecular de las bacteriocinas por técnicas
electroforéticas se atribuye a que las condiciones creadas durante la electroforesis originan la
hidrélisis espontdnea de 1as moléculas proteicas (Muriana y Klaenhammer, 1991); de otra
parte, la cantidad de proteina depositada en los geles es lo suficientemente grande para poder
detectarse con el nitrato de plata, cuyo limite de deteccién es menor de 1 nanogramo de
proteina (Merril y col., 1981). Ademas, la falta de bandas proteicas en los geles indica que la
muestra se encuentra libre de otras proteinas contaminantes, lo que facilita la determinacién de

la composicién aminoacidica de las bacteriocinas parcialmente purificadas.
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Al comparar la composicién aminoacidica de la bacteriocina de L. sake 148, obtenida
por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) con la de otras bacteriocinas de peso
molecular semejante, se obtiene la tabla V.I. De esta tabla se desprende que, al 1gual que la
lactocina S de L. sake L45 (Mgrtvedt y col., 1991), la bacteriocina de L. sake 148 tiene en su
composicién un 50% de aminodcidos apolares, presentando ambas, ademas, una cierta
similitud en su cornposicién cualitativa pero no cuantitativa, de aminoécidos. De la observacién
de la 1abla también se desprende que la bacteriocina de L. sake 148 difiere de otras como la
nisina, subtilina y diplococina (Davey y Richardson, 1981), lactacina F (Muriana y

Klaenhammer, 1991) o la camocina UI49 (Stoffels y col., 1992)

L.a mejor conocida de las bacteriocinas producidas por las bacterias ldcticas es la
nisina, de la que no sélo se conoce su composicién de amindacidos sino, ademads, la
disposicion de los mismos en la cadena peptidica. Una caracteristica fundamental que
diferencia a la nisina, subtilina, epidermina (Allgaier y col., 1986), gallidermina (Kellner y
col., 1988), Pep5 (Kellner y col., 1989), lactocina S (Mgrtvedt y col., 1991) y carnocina
UT49 (Stoffels y col., 1992) de otras bacteriocinas como la diplococina y la lactacina F es la
presencia, en las tres primeras, de aminodcidos modificados postransiacionalmente como la
dehidroalanina, dehidrobutirina, lantionina y beta-metil lantionina. Esto determina que se haya
propuesto el nombre de "lantibioticos” para aquellas bacteriocinas que, como la nisina, posean

tales aminodcidos (Muriana y Klaenhammer, 1991).

En el cromatograma obtenido al andlizar por HPLC el hidrolizado de la bacteriocina de

L. sake 148 (resultados no mostrados), también se observa la presencia de un pico

cromatografico que no se corresponde con ninguno de los patrones empleados.
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Tabla V.1.- Composicién aminoacidica de diversas bacteriocinas.

Composicidn probable por molécula

Bacterjocina de
Aminodcido L. sake 148 Nisinad Subtilina® Diplococinad Lactacina FP Lactocina S€ Carnocina Ul49d

Ac. aspdrtico

Treonina

Serina

Ac, glutdrnico

Prolina

Glicina 4-

Alanina

Cisteina

Valina

Menonina

Leucina

Isoleucina

Tirosina

Fenilalanina

Histidina

Lisina 2-

Arginina

Triptofano -

Omitina -

Metillantionina -

B-metillantionina -

Dehidrobutirina -

Dehidroalanina -

No identificado 34 - - - - — -
2 residuos 40-43 29 27 51 47-53 31-32 32-35
Peso molecular 4.460 3.350 3.320 5.300 2,700 <13.700 4.500-5.000
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DISCUSION

En nuestro caso fué imposible determinar con exactitud la identidad de este
aminodcido, sin embargo, su elucién en la columna cromatografica, en una posicién muy
préxima a la glicina, coincide con los resultados obtenidos al analizar, por el mismo sistema de
HPLC, ia lactocina S (Mgrtvedt y col., 1991) y la carnocina UI49 (Stoffels y col., 1992).
Estos autores demostraron que la lantionina eluye precisamente en esta posicidn, por lo que no
es descabellado plantear la hipétesis de que €l aminodcido no identificado de la bacteriocina de

L. sake 148 fuera la lantionina, lo que la convetiria, por definicién, en un lantibiético.

Si bien conviene conocer los aminodcidos que conforman la sustancia inhibidora,
también tiene un gran interés saber la localizacién o secuencia de dichos aminodcidos en la
estructura proteica. El conocimiento de la secuencia facilitaria la elucidacion de los
determinantes antigénicos de esta bacteriocina, asi como su clonacidn, mediante técnicas de
amplificacidén por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en vectores genéticos de interés.
Tanto la secuenciacién como el estudio de los determinantes, forman parte del esquema de
trabajo futuro a desarrollar como continuacién del actualmente en curso. La caracterizacién
completa de la bacteriocina de L. sake 148 y el estudio genético de los mecanismos
responsables de su sintesis, permitirdn conocer la relacién existente entre su estructura y su
mecanismo de accién, sus relaciones estructurales c;)n las bacteriocinas producidas por otras
bacterias lacticas y, por iiltimo, la biologia molecular de la produccién de bacteriocinas en el

género Lactobacillus.

V. § - Mecanistmo de accidn de riocina produci r L. sake 148

L.a sustancia inhibidora elaborada por L. sake 148 se aparta higeramente de la
definicion que Tagg y col. (1976) dieron de las bacteriocinas, al considerarlas como proteinas
o complejos proteicos con accion bactericida en especies bacterianas filogenéticamente

relacionadas con la cepa productora; esto no se cumple en la bacteriocina de L. sake 148 que,
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como hemos visto, posee accidén bacteriostatica en todos los microorganismos indicadores

estudiados (Tabla IV.11).

La primera caracteristica, su naturaleza proteica, se cumple en todas las bacteriocinas
de las bacterias lacticas descritas hasta la fecha. La segunda, su limitado espectro de accidn, ya
fué cuestionado por Kiaenhammer (1988), quién propuso la divisién de las bacteriocinas de las
bacterias lacticas en dos tipos: el primero constituido por sustancias con un espectro de accién
limitado a otras bacterias ldcticas relacionadas con la cepa productora; a este grupo, que es muy
numeroso, pertenecen entre otras, la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1983} y F
(Muriana y Klaenhammer, 1991), la lactocina 27 (Upreti y Hinsdill, 1975), la helveticina J
(Joerger y Klaenhammer, 1985), la sakacina A (Schillinger y Liicke, 1989), y la lactocina S
(Mprtved y Ness, 1990). El segundo grupo estaria formado por sustancias con un espectro de
accién mds amplio en el que, ademds de las bacterias ldcticas, se incluirian otros
microorganismos Gram-positivos como S. aureus, L. monocytogenes, C. botulinum y C.
petfringens. Pertenecen a este grupo la nisina, la pediocina AcH y la sustancia antimicrobiana

objeto de este trabajo, producida por L. sake 148.

En la tercera caracteristica citada por Tagg y col. (1976), el mecanismo de accidén
bactericida, es donde mayor es la discrepancia con los resultados de este trabajo.
Efectivamente, tal y como se aprecia en los recuentos microbianos realizados después de tratar
varios cultivos de diversos microorganismos sensibles con un sobrenadante neutralizado y
concentrado de L. sake 148 (tabla IV. 11). el mecanismo de accidon de esta bacteriocina es

bacteriostitico.

L.a accion bactericida descrita para las bacteriocinas se produce en dos etapas (Tagg y
col., 1976). En la primera, la bacteriocina se une a receptores especificos situados en la

superficie de los microorganismos sensibles. Esta unién altera la permeabilidad de su
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membrana; en la segunda etapa de su mecanismo de accién se provoca la ruptura de la
membrana y la muerte celular. Esta accién bifdsica se ha comprobado mediante examen
microscdpico, al apreciarse cambios morfolégicos y posterior lisis celular en las bacterias
sensibles a la nisina (Hurst, 1981), plantaricina SIX-83 (Andersson y ¢ol.,1988) y lactacina F

(Muriana y Klaenhammer, 1991).

La accién de la nisina se atribuye a su elevada hidrofobicidad, lo que le permite
interaccionar con {a membrana bacteriana y originar poros en la misma aumentando su
permeabilidad y provocando 1a muerte celvlar por estallido (Hurst, 1981). Esta accién, similar
al efecto surfactante de ciertas moléculas hidrofébicas, es también la causante de la accién

bactericida de la lactacina F (Muriana y Klaenhammer, 1991).

En ocasiones se puede apreciar un efecto bactericida sin que se produzca la lisis
celular, lo que ocurre en el caso de la pediocina AcH, cuyo mecanismo de accion ha sido
estudiado en profundidad por Bhunia y col. (1991). Esta sustancia ejerce su actividad en varias
etapas: (1) inicialmente se une a receptores inespecificos de la pared celular, posiblemente
dcido lipoteicoico; (2) cuando se saturan estos receptores se une a receptores especificos,
originando alteraciones funcionales en la membrana que (3), provocan la pérdida de iones
potasio y la entrada en la célula de moléculas de pequefio tamanio; ademads, la bacteria pierde su
capacidad de multiplicarse. (4) Solo en algunas cepas especialmente sensibles la pared celular
pierde su integridad estructural y el microorganismo se lisa. (5) La resistencia mostrada por
otras bacterias Gram-positivas se deberia a la falta o inaccesibilidad de los receptores
especificos y (6) Ia resistencia de las bacterias Gram-negativas estaria motivada por la carencia
tanto de receptores especificos, como inespecificos. La lactacina B, que tiene accién
bactericida, tampoco origina alteraciones en la perimeabilidad de la membrana ni lisis celular

{Barefoot y Klaenhammer, 1984).
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Las lactostrepcinas (Dobrzanski y col., 1982), lactacina B (Barefoot y Klaenhammer,
1983), helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1985), sakacina A (Schillinger y Liicke, 1989),
bacteriocina de Leuconostoc gelidum (Harding y Shaw, 1990), plantaricina A (Daeschel y
col., 1991) y carnocina UI49 (Stoffels y col., 1992), junto con las citadas nisina, lactacina F,
plantaricina SIK-83 y pediocina AcH son algunas de las bacteriocinas que, como la mayor
parte de las producidas por las bacterias lacticas, poseen un mecanismo de accidn bactericida

independientemente del mecanismo intimo que conduce a la muerte bacteriana.

El efecto bacteriostatico de la bacteriocina de L. sake 148 contrasta con el bactericida
de la sakacina A, producida por otra cepa de L. sake (Schillinger y Liicke, 1989). Este
resultado refuerza la hipdtesis, apuntada al analizar el espectro de accién, de que las

bacteriocinas producidas por distintas cepas de una misma especie no son idénticas entre si.

Sin embargo esta accién bacteriostatica no €s nica dentro de las bacterias licucas, ya
que este cardcter se ha descrito en la lactocina 27 de L. acidophilus (Upreti y Hinsdill, 1975),
aunque en algunos casos se ha observado un efecto bactericida sobre cepas de L.
monocytogenes (Raccach y col., 1989); el efecto bacteriostdtico también se ha descrito en
lactobacilos de origen cdrnico identificados como L. sake (Ahn y Stiles, 1990a) y en

Leuconostoc gelidum (Hastings y Stiles, 1991).

Incluso el efecto bactericida atribuido a la pediocina AcH podria no ser tan evidente a
tenor de la observacién de los resultados de Bhunia y col. (1988). Segiin dichos
investigadores, la adicién de pediocina AcH a un cultivo de L. plantarum WS0O-30 en
crecimiento (con una poblacién inicial de 3 x 107 ufc/ml) origindé una disminucién de,
tnicamente, 0,8 unidades logaritmicas en el recuento de microorganismos viables efectuado
una hora despu€s de dicha adicion. En los recuentos realizados a las 3, 5, 7 y 11 horas

posteriores, se observa una recuperacién, mientras posteriormente se mantienen los valores

244



DISCUSION

obtenidos al inicio del experimento (3 x 107 ufc/ml). Mientras tanto, €l cultivo control continta
su crecimiento normal hasta alcanzar valores de 2 x 109 ufc/ml. Hasting y Stiles (1991)
obtuvieron resultados similares a los anteriormente senalados y, a pesar de tode, adjudicaron
un mecanismo de accidn bacteriostatico a la bacteriocina producida por Leuconostoc gelidum

UALI187.

Los resultados de Bhunia y col. (1988) contrastan con los claramente bactericidas de
Schillinger y Liicke (1989) quienes, empleando un procedimiento idéntico al nuestro y, muy
sirnilar al de Bhunia y col. (1988), comprobaron que los recuentos del microorganismo
indicador (cuya poblacién inicial era de 5 x 105 ufe/ml), disminuia 3,5 unidades logaritmicas
dos horas después de anadir el sobrenadante libre de células, neutralizado y concentrado de L.
sake Lb706; en recuentos posteriores fué imposible detectarlo. Por otra parte, Bhuma y col.
(1991) senalan, que la bactena indicadora es incapaz de multiplicarse; la ruptura de la pared
celular y la muerte bacteriana seria un destino reservado Unicamente a cepas de

Mmicroorganismos especialmente sensibles.

Realmente, es dificil aceptar que ninguna de las cepas que emplemos como
microorganismos indicadores fuera sensible y que la bacteriocina de L. sake 148 ejerciera una
accidn bactericida en otras cepas sensibles; por ello y, a diferencia de Bhunia y col. (1988),
consideramos que la sustancia inhibidora ejerce una accién bacteriostdtica ya que detiene el
crecimiento de los microorganismos sensibles, disminuyendo su vitalidad y no su viabilidad,

algo que no ocurre en las experiencias de Schillinger y Liicke con L. sake LB706.

L.a dnica bacteriocina de las bacterias lacticas de la que se conoce con exactitud la
forma en que ejerce su accién bacteriostdtica es la lactocina 27, que detiene la sintesis proteica
sin afectar la del ADN o ARN, y sin modificar los niveles de APT {(Upreti y Hinsdill, 1975).

Este mecanismo de accidon, diferente del atribuido a otras bacteriocinas, €s uno de los motivos
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que hace que cada vez se emplee mds el término de "sustancias similares a bacteriocinas" para
referirse a las sustancias antimicrobianas que, como la lactocina 27 o la producida por L. sake
148, difieren en alguna de las propiedades atribuidas a las bacteriocinas cldsicas
(Klaenhammer, 1988). En la tabla V. 1 se senalan algunas propiedades de las bacteriocinas
mejor conocidas, lo que permite comparar las coincidencias y diferencias de nuestra
bacteriocina parcialmente caracterizada y las de aquellas caracterizadas por otros

investigadores.

Nuestros resultados, junto a otros que ponen de manifiesto el efecto bacteriostdtico de
algunas bacterias lacticas (Upreti y Hinsdill, 1975; Raccach y col., 1989; Ahn y Stiles, 1990a;
Hastings y Stiles, 1991), explicarian porqué persiste pero no se desarrolla Listeria
monocytogenes en carne fresca de bovinos y en la carne y productos cdrnicos de pollo en
presencia de una flora lactica competttiva Buchanan y col., (1989), Johason y col., (1988);
también explicaria el que Shelef (1989) haya observado que L. monocytogenes no se

desarrolla durante la maduracién de embutidos elaborados con carne de bovinos.

La concentracién inhibidora minima de la sustancia antagonista parcialmente purificada
de L. sake 148 en los diversos microorganismos ensayados (tabla IV, 12), oscila entre 1 y 18
mg/ml, siendo las cepas de S. aureus FRI349 y FRI361 las més resistentes a su accidn
inhibidora. Los resultados obtenidos sugieren, una vez mas, la posible utilidad de las bacterias
lacticas y de sus bacteriocinas como factores de seguridad de la carne y de los productos

CAMmMIcos.
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Tabla V.1.- Caracteristicas de algunas bacteriocinas de las bacterias lacticas

Cepa ‘ Pm Termorre— Modo de
productora Nombre Composicién (2) (Da) sistencia(®) accién

L. fermentum 466 Lipoglicoproteina ND ND ND

L. helveticus LP27 Lactocin 27 Glicoproteina 12400 + ND Bacteriostatico
L. helveticus 481 Helveticina J Proteina (333) 37000 - ND Bactericida

L. acidophilus N2 Lactacina B Proteina 6500 + ND Bactericida

L. acidophilus 88 Lactacina F Proteina (56) 2500 + 2-12 Bactericida
L.plantarum C-11 Plantaricina A Proteina >8000 + 4-6,5 Bactericida

L. sake Lb706 Sakacina A Proteina ND + ND Bactericida

L. sake 145 Lactocina S Proteina (33) >13700 + ND ND

L. sake 148 - Péptido (31-36) 4647 + 2,6-12 Bacteriostdtico
L. brevis B37 Brevicina 37 Proteina >50000 + 1-1 ND

L. casei B8O Caseicina 80 Proteina >50000 - 3-9 ND

L. laciis subsp. lactis Nisina Péptido (34)-lantibitico 3500 + 2,57 Bactericida

L. lactis subsp. cremoris Diplococina Péptido-lantibiético 5300 - ND ND

S. cremoris, L. lactis Lactostrepcinas Proteinas >10000 + 4,6-7 Bactericida

P. cerevisae Proteina ND + ND ND

P. pentosaceus Pediocina A Proteina ND + ND Bactericida

P. acidilactici PACLO  Pediocina PA-1 Proteina 16500 + ND Bactericida
P.acidilactici H Pediocina AcH Proteina 2700 + 2-9 Bactericida

C. piscicola Lv17 Proteina >8000 + 2-11 Bactericida
Carnobacterium sp. Carnocina UI49  Péptido (32-35)-lantibibtico 4500-5000 + < Bactericida
Leu, gelidum Leucocin UAL187 Proteina (37) >3930 + 4-6,5 Bacteriostético

(3) Entre paréntesis, niimero de amino4cidos; (b)Rcsistencia a tratamientos de, al menos, 96 °C, 30 min. ND; No Determinado
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V. 9.- Propiedades antigénicas de las bacteriocina de L, sake 148

El conococimiento de las propiedades inmunoldgicas de 1as bacteriocinas s interesante
por varios motivos. Primero, para determinar su seguridad para el consumidor, esto es, que no
le provoque reacciones alérgicas o indeseables. De otra parte, la obtencién de anticuerpos
frente a las bacteriocinas permitiria su deteccién y cuantificacién en las carnes y productos
camnicos. Asimismo, ios anticuerpos especificos facilitarian la purificacién a homogeneidad de
la sustancia antimicrobiana por técnicas de cromatografia de afinidad, lo que permitiria su
purificacién en un solo paso, evitando la utilizacién de otros procedimientos de separacion

proteica menos eficaces.

El primer aspecto, 1a salud del consumidor, parece garantizado ya que el caracter
proteico de la sustancia estudiada, su pequefio tamafo y su sensibilidad a los enzimas
proteoliticos hacen pensar que su uso per os, con los alimentos, carecerd de peligros para la
salud humana. Posiblemente esta caracteristica es comin a todas las bacteriocinas de las
bacterias ldcticas, prueba de elio es que una de €stas sustancias cuyas propiedades antigénicas
no son del todo conocidas, la nisina, es la dnica bacteriocina autorizada en muchos paises para
su uso en alimentos de consumo humano, ya que se ha demostrado que no origina reacciones
toxicas en el consumidor (Hurst, 1981). Igualmente la bacteriocina de L. sake 148 carece de
propiedades alergénicas, ya que su inoculacién a los animales de experimentacién no les

produce reacciones alérgicas ni toxicas.

En cuanto al segundo aspecto ennumerado, las caracteristicas antigénicas de las
bacteriocinas, no estd suficientemente estudiado ni siquiera en las sustancias mas ensayadas;
no obstante, se sabe que clertas bacteriocinas de algunas bacterias Gram-negativas poseen

propiedades antigénicas (Gaghano y Hinsdill, 1970; Tubylewicz, 1970; Tagg y col., 1976).
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Unicamente Bhunia y col. (1990), han evaluado la antigenicidad de la pediocina AcH
de P. acidilactici, llegando a la conclusion de que la inoculacién de esta sustancia a ratones y
conejos no genera la sintesis de anticuerpos neutralizantes. La explicacién de este fracaso
inmundgeno habria que buscarla, segiin dichos autores, en el pequefio tamano molecular de
ésta sustancia (2700 Da) que la harfa comportarse como un hapteno; en que las técnicas de
inmunizacién o los adyuvantes empleados no fueron los adecuados o en que el nimero de

animales de experimentacién utilizados fué pequeno.

Ademds, la calidad del antigeno no era la mas indicada para estas experiencias, ya que
emplearon una bacteriocina parcialmente purificada cuya fraccién activa (de 2700 daltons).iba
acompanada de, al menos, 2 proteinas de alto peso molecular visibles por electroforesis en

geles de poliacrilarmida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE).

Coincidiendo con nuestros resultados, Bhunia y col. (1990), mediante un sistema
inmunoenzimdtico (ELISA) indirecto, observaron una respuesta inmunoelégica frente a la
pediocina AcH parcialmente purificada; tal respuesta la atribuyeron a las proteinas de alto peso
molecular, pero sin actividad inhibidora, presentes en la muestra inoculada. En nuestro caso, la
respuesta inmunoldgica no puede atribuirse a compuestos proteicos de elevado peso molecular,
ya que la electroforesis en geles de poliacrilamida (fig. 4. 40) demuestra claramente que la

preparacion estaba hibre de sustancias de este tipo.

De los resultados obtenidos, parece deducirse que la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificada de L. sake 148 presenta cierta accion inmundgena, ya que el titulo de
anticuerpos obtenido en cada una de la sangrias parciales es superior a la anterior (fig. 4. 41).
Ademas, dicha sustancia puede identificarse y diferenciarse del antigeno empleado como
control, cuando ambos se disuelven en tampdén de PBS (fig. 4. 42 ). Sin embargo, fué

imposible la deteccidn de dicha sustancia cuando se anadié al medio de cultivo MM-triptosa
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debido, posiblemente, a la interferencia provocada por alguno de sus componentes. De los
resultados obtenidos puede concluirse, al igual que hicieron Bhunia y col. (1990), que la
bacteriocina de L. sake 148 no es detectable mediante ¢l ELISA indirecto cuando se encuentra
disuelta en un medio de cultivo, por lo que quizis seria necesario desarrollar una técnica més

sensible que evitara las interferencias citadas.

En cualquier caso, la respuesta inmunolégica de los animales de experimentacidn fué
muy pequeiia fo que pudo ser debido, aparte del tamaiio de 1a particula, a otros condicionantes
ya citados por Bhunia y col. (1990), como: a) que €l niimero de animales inmunizados no
fuera suficiente para permitir la generalizacion de las conclusiones; b) que los adyuvantes, vias
y protocolos de inmunizacién no fueran los més adecuados o ¢) que el tamanio de la sustancia,
sea incapaz de generar una respuesta en el organismo receptor. En este caso seria necesario
incrementar la potencia inmundgena conjugidndola con sustancias que le otorguen esta

capacidad como, por ejemplo, con Ja seroalbimina bovina (BSA).

Las interferencias con otros componentes del medio podrian evitarse empleando otras
variantes del método ELISA. Pero quizd fuera mds efectiva la obtencién de anticuerpos
monoclonales que, al ser mds especificos que los policlonales empleados en este trabajo,

evitarian reacciones indeseables con otros compuestos.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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[).- Las 180 bacterias idcticas seleccionadas durante la maduracién de un lote de
embutidos crudos presentaron actividad inhibidora directa, vanable y cuantificable, frente a
diversos microorganismos indicadores. De ellas, 20 manifestaron actividad antimicrobiana
exocelular; dichas cepas se aislaron en todas las etapas del proceso de maduracion, desde la

masa carnica inicial hasta el producto final listo para su consumo.

2).- Las 6 cepas con mayor actividad inhibidora se identificaron como Lactobacillus
sake. Todas se desarrollaron a 4 y 15 °C, pero s6lo las cepas 148 y 177 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. sake productora.

3).- L. sake 148 es capaz de desarrollarse y producir actividad antimicrobiana
cuantificable a 4, 8, 16, 25 y 32 °C. La producion de esta sustancia depende de la composicién
del medio de cultivo, se detecta al poco tiempo de iniciarse el crecimiento microbiano y alcanza

sus niveles optimos a las 16 horas de incubacién a 32 °C.

4).- Cuando la sustancia antimicrobiana exocelular de L. sake 148, se purifica por
liofilizacién y cromatografia de filtracién en geles, aumenta muy poco su actividad inhibidora
especifica (7 veces), siendo muy pequena la recuperacidn de la actividad inhibidora original

(8%).

5).- La sustancia antimicrobiana parctalmente puriticada de L. sake 148 tiene
naturaieza proteica, €s estable a valores de pH comprendidos entre 2,6 y 12, resistente al caior
y bacteriostatica frente a los microorganismos sensibles, caracteristicas que comparte con otras
bacteriocinas de las bacterias l&cticas. La fraccion acuiva de la sustancia antimicrobiana

parcialmente purificada por cromatografia de filtracion en geles, reveld que tiene un peso
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molecular de 4.640 daltens. La sustancia parcialmente purificada se compene de 13
aminodcidos; ademads, y por cromatografia HPL.C, se aprecia un pico gque perienece a un
aminoécido distinto de los utilizados como patrones. Esta compuesto desconecido eluye junto

a la glicina, lo mismo que el aminodcido lantionina.

6).- Consideramos que la sustancia antimicrobiana de L. sake 148 es bacteriostdtica,
ya que detiene el crecimiento de los microorganismos sensibles, pero no su viabilidad. Su
concentracién inhibidora minima varia entre 1 y 18 mg/ml, dependiendo de los

microorganismos ensayados.

7).- La inoculacién de la sustancia antimicrobiana a los animales de experimentacidn
(conejos) originé una respuesta inmundgena débil. El desarrollo y puesta a punto de un ELISA
indirecto no permitié la deteccién de la bactertocina parcialmente purificada en un medio de

cultivo semidefinido (medio de MM-triptosa).

8).- Las caracteristicas fisico-quimicas de la bacteriocina producida por L. sake 148 y
su accién antimicrobiana frente a bacterias patégenas Gram-positivas de gran interés en la
industria alimentaria, hacen concebir esperanzas sobre la posible utilidad de las bacterias
lacticas o de sus bacteriocinas, como factores de seguridad tanto en la carne y productos

camicos como en otros sustratos alimentarios diversos.
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Las cepas de L. sake con actividad antimicrobiana exocelular aisladas y caracterizadas
parcialmente, pueden ser de gran utilidad en la inhibicién del desarrollo de microorganismos
alterantes y patdgenos de la carne y productos carnicos, asi como de otros alimentos. Sin
embargo, las condiciones de un sustrato alimentario sélide como la camne, son distintos de las
que se dan en los medios de cultivo liquidos. Por ello, la sintesis y la actividad de las
sustancias antimicrobianas de las bacterias ldcticas descritas, deben examinarse en sistemas
alimentarios reales, mixime teniendo en cuenta la incapacidad de L. sake 148 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

estimulacion o represion de la sintesis o actividad de estas sustancias antimicrobianas.

El empleo de cepas bacteriocinogénicas de L. sake, como cultivos iniciadores en la
elaboracién de productos cdrnicos, presupone tanto la prevencién del desarrollo de
microorganismos indeseables, como una mayor homogenidad del proceso fermentativo. Por
ello, el desarrollo y puesta a punto de sistemas novedosos de transformacién genética de las
bacterias ldcticas, como la electroporacidn, permitiria introducirles genes que codifiquen
propiedades de importancia tecnolégica. Gracias a la tecnologia del ADN recombinante, los
determinantes genéticos de la produccién de bacteriocinas y de la resistencia a las mismas
podrian utilizarse como marcadores genéticos o como genes de interés para la produccion de
bactertiocinas como aditivos alimentarios. De aqui que constituya un objetivo prioritario de
nuestro trabajo futuro el estudiar, con la mdxima amplitud posible, las caracteristicas genéticas
de los determinantes que codifican la producién de bacteriocinas cn las cepas de L. suke de

interés,

Otra hinea de investigacion que seria importante desarrollar en el futuro es la
determinacién de la secuencia aminoacidica de la bacteriocina de L. sauke 148, ya que el

conocimiento de su estructura proteica permitiria elucidar el papel que €sta desempena en su
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mecanismo de accion, favoreceria el estdio de los determinantes genéticos responsables de su
sintesis y regulacion y, por dltimo, permitiria comparar las relaciones existentes entre

estructura-actividad en las distintas bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas.

De otra parte, el bajo poder inmunégeno mostrado por la bacteriocina de L. sake 148
dificulta su deteccidn en los alimentos por métodos inmunoenzimdticos (ELISA), este aspecto
es fundamental, ya que uno de los requisitos que es mds importante cumplir para que se
autorize la adicion 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 inmunizacién alternativos, entre
los que se incluirfa su conjugacién a otras moléculas e, incluso, Ia obtencién de anticuerpos
monoclonales especificos. Es necesario desarroilar y poner a punto otras variantes de las
técnicas inmunoenzimdaticas (ELISA) empleadas en el presente trabajo para permitir la
deteccion y cuaatificacidén de la sustancia antimicrobiana de interés en diversos sustratos
alimentarios. Asimismo,. los anticuerpos especificos podrian permutir la purificacién a
homogeneidad de la sustancia antimicrobiana, por cromatografia de afinidad, lo que permitiria
su purificacién en un solo paso y evitaria la utilizacién de otros procedimientos de separacién

proteica menos eficaces.
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