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EXP.GRALDEL PROBLEMAA INVESTIGAR

1 - EXPOSICIONGENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

Durantecientosde añoslos microorganismoshandesempeñadoun papelimportante

en la obtencióny producciónde la mayorpartede los alimentosfermentadosqueactualmente

se consumen,entre los que se incluyen el yogur, quesos,embutidoscrudoscurados,

encurtidosy otros. En estecontextolas bacteriaslácticasdesempeñanun papelfundamentalen

la tecnologíade los alimentos fermentados,siendo algunasespeciesde los géneros

Lacrococcus,Lacrobacillus,LeuconostocyPediococcuslas másutilizadasen laelaboración

deestosalimentos.La industrialácteafue laprimeraen emplearestosmicroorganismoscomo

cultivos iniciadores;sus productosfermentadosrepresentan cercade 20% del comercio

mundial de los alimentosfermentados(Sharpe,1979a). No obstante,antesde estaexitosa

inversiónindustrialy comercial,fue necesarioaislar,caracterizary selecciónarlas bacterias

lácticasde mayor interésen la obtencióndeproductosfermentadosestandarizadosde alta

calidad.Ello haconducidotambiénal conocimientodelmetabolismoy de otrascaracterísticas

fisiológicas, bioquímicas, inmunológicasy genéticasde dichas bacterias; sin estos

conocimientosel avanceexperimentadoporla industrialáctea,seguramenteno seríael mismo.

Lasbacteriaslácticasno solo soninteresantesen la industriaalimentariaporinducirel

desarrollode característicasorganolépticasy estructuralesdeseablesen los alimentos,sino

también,por inhibir en ellosel desarrollode microorganismosperjudiciales,alterantesy

patógenos;porello sepensóen la posibilidaddeutilizarlasparaextenderla vida útil de los

alimentosy mejorarsu calidadhigiénica(Raccachy Baker, 1978; Rodriguezy col., 1989;

Schillinger y Lucke, 1989). Su antagonismomicrobiano se debeprincipalmentea la

disminucióndel pH y ala utilizaciónde los carbohidratosdisponibles,en la producciónde

ácidos(Daeschel,1989).Se sabeademásque las bacteriaslácticasproducen,no solo ácidos

orgánicos,sino otrassustanciasantagonistascomoperóxidode hidrógeno,radicaleslibres,

diacetilo,acetaldehido,isómerosD de los aminoácidosy otrosmetabolitoscomomoléculas
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pequeñasno proteicas y bacteriocinas(Daeschel,1989; Klaenhammer,1988; Piard y

Desmazeaud,1991, 1992).

De las sustanciasantimicrobianasproducidaspor las bacteriaslácticas, las

bacteriocinassonlas másinteresantestecnológicamente,yaquedebidoasu naturalezaproteica

(Taggy col., 1976),las inactivanlos enzimasproteoliticosdel tractogastrointestinaly no son

tóxicas,ni inmunógenasen los animalesde experimentación(Bhuniay col., 1990),lo quelas

convierteen candidatosadecuadosaconservadoresde los alimentos.Debido ala preocupación

constanteque en la sociedadactual planteanlos conservadoresquímicos, las bacterias

productorasdebacteriocinaso las bacteriocinasproducidasporellaspodríandesempeñarun

papelimportanteen el procesadoy conservaciónde los alimentos.De otraparteconviene

recordarlos buenosefectosnutricionalesde la ingestiónde bacteriaslácticasviablesen los

consumidores;seha sostenidoy, existenpruebasafavorquelas bacteriaslácticasincrementan

la calidad nutritiva de los alimentos,controlanciertasinfeccionesintestinales,facilitan la

digestiónde la lactosa,actúancomo antimutagénicas,inhibenel desarrollodealgunostipos de

cáncery reducenel colesterolsanguíneo(Fernandesy Sahani,1990;Gillilaud, 1990; Hosoda

y col., 1992).

En los últimosañosla industriacárnicavieneexperimentandounoscambiossimilares

a los experimentadospor la industrialáctea,con eldesarrollodemétodosy procesoscadavez

másautomatizadosy modernos.La finalidad es poner a disposicióndel consumidorun

productode calidaddefinida en cuantoa suscaracterísticasorganolépticasy, sobretodo,

exentode riesgoshigiénico-sanitarios.Por ello, la utilización de bacteriaslácticascomo

cultivos iniciadoresseestáconvirtiendoen unaprácticacadavezmáshabitualen la elaboración

deembutidoscrudoscuradosy en otrosderivadoscárnicos.
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Desgraciadamentesesuelenutilizarcomocultivos iniciadoresbacteriaslácticasno bien

caracterizadaso aisladasde alimentosdistintosde aquellosenlosquesepretendeemplearlas.

Se piensaque las bacteriaslácticas aisladasde la carne o de sus derivados,serán

probablementelas máseficacesparaasegurarsu calidadmicrobiológica,al estarmejor

adaptadasa dichossustratospor lo que seránmáscompetitivasque las bacteriaslácticasde

otrasorígenes.Es evidenteque el aislamientoy caracterizaciónbioquímica,inmunológicay

genéticade las bacteriaslácticasde origencárnicoproductorasde bacteriocinaasícomode las

bacteriocinasqueproducen,soncondicionesindispensablesparaevaluarsupotencialcomo

factoresdeseguridadenel controldelacalidadhigiénicade lacarney derivadoscárnicos.

En estetrabajose proponeel aislamientoy caracterizaciónparcialde aquellasbacterias

lácticas,que aisladasde embutidoscrudos curados,manifiestenuna mayor actividad

inhibidora de diversosmicroorganismosindicadores.Las bacteriasselecionadas,serán

sometidasaunaidentificacióny caracterizaciónbioquímica,asícomoa unaevaluaciónde sus

parámetroscinéticosdecrecimiento.De especialinterés,esla identificacióny detecciónde las

que producenbacteriocinascon capacidadinibidora del desarrollode microorganismos

patogénosy alterantesquepuedanencontrarseen las carnesy sus productosderivados.Se

pretendepurificary caracterizarlas bacteriocinasselecionadasutilizandotécnicasbioquímicas

e inmunológicas.

Parala consecuciónde los objetivospropuestossenecesitanalcanzarlos siguientes

objetivosparciales:

1 - Aislarlasbacteriaslácticasde los embutidoscrudoscurados,queson teóricamente

los sustratoscámicosmásadecuadosparasu desarrollo,selecciónandolasquepresentenuna

actividadinhibidoramáximade los microorganismosindicadoreselegidos.
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2 - Identificaciónmorfológicay caracterizaciónbioquímicade estasbacteriasy estudio

de susparámetroscinéticosde crecimiento.

3 - Evaluaciónde la actividadinhibidora de las bacteriaslácticasproductorasde

bacteriocinas,frentea microorganismossaprófitosde diversosorigenes,asícomo frente a

bacteriaspatógenascomoListerias monocytogenas,Staphylococcusaureus,Salmonella sp.,

Clostridium botuliniwn yClostridiumpefringens.

4 - Purificacióny caracterizaciónbioquímicae inmunológicaparcial,de la bacteriocina

de mayorpoderinhibidor frenteal desarrollode microorganismospatógenosy alterantes,

potencialmentepresentesen lacarney derivadoscárnicos.
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II. 1. - LAS BACTERIAS LACTICAS

Estegrupodebacterias,probablementeseael másabundantey másdifundido en la

naturaleza,debidoa la capacidadque poseende creceren una variedadde sustratosy en

diversascondicionesbiológicas.Seencuentranen sustratosde origenanimalde un pH neutro,

asícomoen los deelevadaacidezcomoson,normalmente,los de origenvegetal.Tambiénse

encuentranbacteriaslácticasen ambientesde elevadastemperaturasy de altasconcentraciones

decloruro sódico;su adaptacióna estasdosúltimas condicionespuededebersea la necesidad

del hombrede conservarsus alimentos.Afortunadamente,estasbacteriasproducenácido

láctico comoproductofinal de su metabolismo, que esteademásde no sertóxico parael

hombrey deposeerun saboragradable,influyeen el pH del medioreduciendoloe impidiendo

asíel desarrrollode microorganismosperjudiciales(Can, 1973).

II. 1. 1. - Definición y característicasgenerales

Los microorganismosque poseenla característicacomúnde producir ácido láctico

comoproductofinal de la fermentacióndelos carbohidratos,seconocengenéricamentecon el

nombrede bacteriaslácticas.Estetérmino fue utilizado porprimeravezporWeigmamnen

1899, aunquelasprimerasreferenciasaestetipodebacteriassedebena Hueppe(1884)que

denominó “Milchsauerbazillus” a la flora microbianaresponsablede la acidificación y

coagulaciónde la leche.Desdeentoncessehanidentificadoy descritoestosmicroorganismos

en tan diversasfuentes,como la lechey productoslácteos,carney derivadoscárnicos,

vegetales,tracto gastrointestinaly urinario de hombresy animales,aguasresidualesy

estiércol,etc.

Esta diversidadecológicase correspondecon una gran diversidadmorfológica y

fisiológica; las bacteriaslácticassecomponende cocos,cocobacilosy bacilosGram-positivos,
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no esporulados,microaerófilos,catalasanegativos,inmóviles y no reductoresde los nitratos

(Sharpe,1979b).Sin embargo,estascaracterísticasestansometidasa discusión,debidoa una

seriede factores,entrelos quedestacanla excesivaespecializaciónde los mediosde cultivo y

la arbitrariedaden la elecciónde las pruebasde identificaciónde lascepasaisladas(Ingram,

1975).Porotro lado,existenpocosestudiosacercade las bacteriaslácticasqueno procedende

la leche, lo que ha llevado a algunasinterpretacionesequivocadasal asumir,para las

procedentesde otrasorigeneslas mismascaracterísticasque las que poseenlas de origen

lácteo(Egan,1983).

Se admiteque las bacteriaslácticasno producenendosporas,sin embargo,algunos

investigadoreshan citado la presenciade esporasen lactobacilosaparentementetípicos

(Thornleyy Sharpe,1959; kitaharay Suzuki, 1963). Es de destacarque,en todos los casos,

las esporasseproducíanen mediosde cultivo con cantidadesmuy pequeñasde carbohidratos,

lo que dificultaba el desarrollomicrobiano.A esterespecto,se ha sugeridoque el uso

generalizadode mediosde cultivo con altasconcentracionesde carbohidratospodríainhibir la

formacióndeendosporasen cepascon dichapropiedad(Kitaharay Suzuki, 1963).

El caráctermicroaerofílicode las bacteriaslácticasestambiénvariable,si bienciertas

especiesnecesitancondicionesaerobiaspara desarrollarseen determinadossustratos

(Whittenbury, 1963). Estas diferenciasde comportamientorespectoal oxígeno son

especialmentenumerosasentre los lactobacilosheterofermentativosy en las especiesdel

géneroLeuconosroc (Ingram, 1975).

Aunquelas bacteriaslácticassoncatalasanegativas,sesabequemuchascepasde los

génerosPediococcusy Lactobacillus producenuna “pseudocatalasa”que descomponeel

peróxidode hidrógeno ( Felton y col, 1953; Dacre y Sharpe, 1956; Vankova, 1957).

Whittenbury (1964)demostróqueestareaccióndependede doscatalasasdistintas: 1) una
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pseudocatalasa,estableal cianuroy a la azidade sodio;y 2) lacatalasaclásica,sensiblea estas

dossustanciasy quesolamenteseproducesi el mediocontienehemocomogrupoprostético.

De hecho,algunasbacteriaslácticastienencapacidadde sintetizarla apocatalasaperono su

grupoprostético(Ingram,1975).Recientemente,Hastingsy Holzapfel(1987)hanobservado

la presenciade unapseudocatalasaen 100 cepasde LactobaciUussake aisladasde carne

radurizada.

Lasbacteriaslácticasse consideranmicroorganismosinmóviles. Sin embargo,también

sehan aisladoy descritocepasmóviles, generalmentede fuentesdistintasde la lechey sus

derivados(Manny Oxford, 1954; Vankova, 1957; Deibely Niven, 1958).Entre las especies

móvilesseencuentranEnterococcusfaecalis,Enterococcusfaecium,Lacrobacillusplanrarum,

Lactobacilluscurv’atusyLacrobacillusruminis (Stamer,1979).

Hasta muy recientementese ha sostenidoque las bacteriaslácticasno reducianlos

nitratos,porello no sehaconsideradolaposibilidadde quelo hiciesendurantela maduración

delos embutidos,porejemplo,en la maduraciónde los embutidos. Estopuededebersea que,

tradicionalmente,la reducciónde los nitratosno se ha admitidocomorasgoimportanteen la

caracterizaciónde las bacteriaslácticas(Sharpey col., 1966).Rogosa(1961)observó,queen

muchoscasosestapropiedad,se inhibepor la acidezdesarrolladacuandoel mediode cultivo

contieneconcentracioneselevadasde glucosa;dicho investigadorsugirió emplearparala

realizaciónde estapruebaun 0,1 % de glucosaen vezdel2 % habitual.Con estamodificación,

Spencer(1969)y Dempster(1972),observaronque variascepasaisladasde carnesfrescas

erannitrato-reductoras.Ingram (1975),tambiénha señaladoquelamayorpartede las bacterias

lácticasaisladasdecarnescuradasreducenlos nitratoslo mismoqueL. plantarum (Smith y

Palumbo,1978).
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II. 1. 1. 2. - Taxonomia

Debido a los recientesavancescientificosy a la mejorade las técnicasanaliticas,la

taxonomíabacterianaha adquiridoun grandinamismoy las bacteriaslácticasno constituyen

una excepcióna estaregla.A pesarde ello, las lineasmaestrasindicadasporOrla-Jensen

(1919),todavíaproporcionancritei-ios racionalesparasu identificacióny clasificación.Estos

criterios incluyen principalmentediferenciacionesfisiológicasy morfológicas,utilizando

propiedadescomo el metabolismofermentativo y su producto final, temperaturade

crecimiento,motilidad,coloraciónde Gram, requerimientosnutricionalesetc.

Actualmenteel grupocomprendecocosde los génerosLactococcus,Streptococcus,

Pediococcusy Leuconosíocy, bacilos,del géneroLactobacillus.Los estreptococosdel grupo

serológicoD deLancefleldsehan excluidode lasbacteriaslácticasy los del gruposerológico

N sehan transferidoal géneroLactococcus (Schleifery Kilpper-Báilz, 1984; Schleifery

Col.,1985),mientrasquelas especiesLactobacillusdivergensy Lactobacillus cartzis se han

incluido en un nuevo génerodenominadoCarnobacterium (Collins y col., 1987). La

identificacióndelas especiessebasaen los siguientesaspectos:

a) Diferenciaciónnorla morfolo2ia

Aunquela morfologíade las bacteriaslácticascorrespondea la esférica(cocos)y de

baston(bacilos),algunasvecesla interpretaciónfinal de estacaracterísticaesdificil e incluso

frustrante(Stamer,1979); porello con el intento de caracterizarmejormorfológicamentelas

bacteriaslácticasse utilizaron términos como “cocobacilos” (Perry y Sharpe. 1960) y

“cocoides”(Buchanany Gibons, 1974).
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b) Diferenciaciónporla fisiogía

Las bacteriaslácticasse han dividido en dos grandesgrupos,de acuerdocon los

productos finales de la fermentaciónde la glucosa. Las especiesque producían

fundamentalmenteácido láctico sedenominaronhomofermentativas,mientrasque las que

producíanuna mezclade productosfinales(lactato,acetato,etanol, CO2) se consideraron

heterofermentativas.La configuraciónde los esteroisómerosdel ácido láctico (D, L o DL)

producido durantela fermentacióndel carbohidrato,tambiénpuedeser utilizada en la

clasificación(Tabla11-1) de algunasbacteriaslácticas(Sharpe,1979b).

En realidad,la distinciónentrebacteriaslácticashomo y heterofermentativasresideen

los enzimasasociadoscon la fermentaciónde la glucosa.De estamanera,Buyzey col.,(1957)

dividieron las bacteriaslácticasen tres gruposfisiológicosdiferentes:1) Heterofermentativos

obligados,que poseenlos enzimasglucosa-6-fosfatodeshidrogenasay 6-fosfogluconato

deshidrogenasa,pero no fructosadifosfato aldolasa,2) Homofermentativosobligados,que

carecende las dos deshidrogenasaspero poseenaldolasa, y 3) Homofermentativos

facultativos,queaunqueposeenlas dosdehidrogenasasdegradanla glucosapreferentemente

como los homofermentadoresobligados.

Ademásde estoscriterios, la utilización en los últimos añosde nuevastécnicas

bioquímicasy debiología molecular,como la determinaciónde la estructuray composición

químicade las paredesy membranacelularesy la homologíaDNA-DNA y DNA-RNA, asi

como la determinaciónde los porcentajesde guaninamáscitosinaen el DNA y la regulación

enzimáticade la glicolisis, han clarificado mucho mejor tales relacionestaxonómicas,

concluyéndoseque los génerosStreptococcus,Pediococcus,Leuconostocy Lactobacillus

formanpartedel mismogrupofilogenético(London, 1976).
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Tabla 11.1.-Tipos de fermentación y productos finales de los géneros

microbianos que integran el grupo de las bacterias lácticas.

Género

(Subgénero)

1-CQC~

Tipo de

fermentación

Productofinal Configuración

mayoritario del lactato

1. 1. Lactococcus Homofermentativa lactato L(+)

1.2. Leuconosíoc Heterofermentativa lactato:acetetato:C02 D(-)

1 .3. Pediococcus Homofermentativa lactato DL,L(+)

1.4. Streptococcus Homofermentativa lactato L(±)

2- BACILOS

2.1. L.actobacillus

Thermobacteriumn Homofermentativa lactato

Streptobacteriunz Homofermentativa lactato D(-lhL(+tDL

Heterofermentativa lactato:acetato(1:1) D(-), L(+),DL

Betabacterium Heterofermentativa(1) lactato:acetato:C02 (1:1:1)DL

2.2. Bzfidobacterium Heterofermentativa lactato:acetato:C02 (2:3)L(+)

2.3. Carnobacteriwn Heterofermentativa

(1) Utilización de pentosas

Fuente:adaptadode Kandler(1983)y Collins y col., (1987)
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11.2. - BACTERIAS DEL GRUPOCOCOSGRAM-POSITIVOS

El ManualBergey(Bergev’sof DeterminativeBacteriolo~v,1986),agrupaalos cocos

Gram-positivosen 15 génerosfilogenéticamentey fenotípicamentemuydistintosqueposeen

pocascaracterísticasmorfológicasy fisiológicascomunes,entreellasserGram-positivas,

quimioorganotrófilas,mesófilasy no sporuladas.No obstante,su morfologíay ordenación

celular, necesidadesde oxígeno y actividad catalasaconstituyencaracterísticasmuy

interesantesen la separacióninicial de los distintosgéneros.

La posesióno no de catalasasy citocromosseparaa los cocosGram-positicosen dos

grupos. A su vez los cocosGram-positivos,catalasa-negativosse dividen en otros dos

grupos,uno quecomprendelos microorganismosmicroaerofiloso anaerobiofacultativosy

otro formadopor los anaerobiosobligados.El géneroPediococcus.pertenecealprimerode los

gruposiiltimamentecitados.

II. 2. 1. - El géneroPediococcus

II. 2. 1. 1. - Morfología

El géneroPediococcuscomprendelos microorganismospertenecientesal grupode los

cocosGram-positivos,catalasanegativos.Se tratade bacteriasesféricascuyadivisión tiene

lugaren dosplanosen angulosrectoscon lo quese formantétradas,si bienno siempresucede

así, observandosesolamenteparejasde células.Esrarala existenciadecélulasaisladasy no

formancadenasni esporas.A vecesseobservancadenascortas,que se debena parejas

celulares y no a su división en un solo plano. El tamañocelular varia de 0,6-1,0 pm

dependiendode las cepasperoen un mismocultivo estacaracterísticaesuniforme.
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II. 2. 1. 2. - Paredy membranacelular

El peptidoglicanode la paredcelular de los pediococosestá formado por los

aminoácidosL-Lys-L-Ala-D-Asp, salvoen el casode Pediococcusurinae-equi quecareceen

su paredcelulardel aminoácidoD-Asp.

II. 2. 1. 3. - Característicasde las colonias

En mediossÓlidoslas coloniassonde unos1-2,5 mm de diámetro,lisas, redondasy

decolor blancogrisaceo.

U. 2. 1. 4. - Nutrición y condicionesde cultivo

Los pediococoscrecenlentamente,aunquebien, en el medio MRS tanto líquido

(caldo)como sólido (agar),sin embargo,algunascepasrequierenmodificacionesespeciales

(Back y Stackebrandt,1978).La lecheesun medio de cultivo pobre debidoa la falta de

algunosfactoresde crecimiento.Algunasespeciesde estegéneropuedensepararseen función

de su toleranciaa la temperatura,pH y clorurosódico.P. pentosaceusy 1’. acidilactici crecen

rápidan-tenteen mediosde cultivo apropriadosasícomoen la superficiede agaren aerobiosiso

cuandoseincubanen atmósferasde H2 + 10 % de COzTodavía,no seconocenbien sus

requerimentosde aminoácidos,aunqueparasucrecimiento9. pentosaceusy 9. acidilacticí

exigen la mayoriade los aminoácidos.Algunascepasde 9. pentosaceusrequierenácido

fólico, quepuedeserparcialmentesustituidopor tiamina(Nakagaway Kitahara,1959;Jensen

y Seeley,1954).Esterequerimientode ácidofólico no escompartidoporningunaotraespecie

(Deibely Niven, 1960;GuntheryWhite, 1961).
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II. 2. 1. 5. - Metabolismo

El desarrolloy crecimiento de los pediococosdependede la presenciade un

carbohidratofermentable;si bien la glucosay la mayoria de los monosacáridosson

fermentables,la capacidadde utilizar las pentosasselimita a?.pentosaceus,9. acidilactici, 9.

urinae-equi y algunascepasde 9. halophilus.Los polisacáridosgeneralmenteno los utilizan,

conexcepciónde la dextrinaque es fermentadapor9. dextrinicus.Existe pocainformación

acercade las rutas metabólicasde fermentaciónde los carbohidratos,pero se sabeque

algunasespeciescontienenaldolasa(Londony Chace,1976)y que todaslas cepasposeenel

enzimalactatodeshidrogenasa(LDH). La tasade D¡L lactatoformadopuedevariarcon las

condicionesdecrecimientode los microorganismos.Aunqueel lactatoesel productoprincipal

de la fermentaciónde los carbohidratos,algunasespeciescomo?.daninosuspuedenformar

acetato/diacetilo.Este hecho,raramenteocurrecon otrasespecies.En la mayoriade las

bacteriaslácticas,la reducciónde piruvatoa lactatoestácontroladoporel requerimientode

NAD. El crecimientode pediococosenmediosde cultivo quecontengancantidadesadecuadas

de glucose,pero faltando otros nutrientes.puedellevar a la conversióndel piruvatoen

acetato/diacetilo.

II. 2. 1. 6. - Ecolo2ía

Los pediococoscrecenbajocondicionesmicroaerofílicaso anaeróbicasfacultativasen

todos los habitatsque les proporcionencarbohidratos,productosdel catabolismoproteico,

nucleótidosy vitaminas.Las temperaturasmesófilasles son favorables,y solamente9.

aciclllactici crecea 50 0C.

Los pediococosson generalmenteacidúricoso acidófilos, disminuyendoel pH de los

sustratosen los que crecenhastapordebajode 4.0, debidoa la formacióndeácido láctico,
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previniendo así, o al menos retrasandoconsiderablemente,el desarrollo de otros

microorganismoscompetidorese incluso patógenos.Estaspropiedadeshan convertido

últimamentea los pediococosen elementosimportantespara el control de la calidad

microbiológicay tecnológicade la carney de los productoscárnicos.En estesentido,9.

pentosaceusy P. acidilactici sonutilizados,principalmenteen Norteamerica,comocultivos

iniciadoresen la elaboraciónde los productoscárnicosfermentados(Garvie,1986).

II. 2. 1. 7. - Taxonomia

Dificilmente se confude a los pediococoscon otras bacteriaslácticas,pues

morfológicamentesondistintas.A vecesseconfundencon bacteriasdelgéneroMicrococcus

en función de la morfologíay de quepresentana vecesunadebil reaccióncatalasa-posiriva..

Los micrococosson tolerantesa la sal y seconfundencon 9. halophilus.Sin embargo,los

micrococossonfrecuentementepigmentadosy no producengran cantidadde ácido láctico

(Garvie,1986).Los pediococosocurrenjuntos con lactobacilosy leuconostocsen las plantas.,

teniendo por ello mucho más afinidad fisiológica con estos dos génerosque por los

estreptococosqueson microorganismosespecíficosdeambientesanimales.

II. 2. 1. 8. - Diferenciaciónentrelas esfleciesdel géneroPediococcus

Las característicasfisiológicasy bioquímicasde las diferentesespeciesdel género

Pediococcussemuestranen laTabla11-2.Estascaracterísticaspuedenserutilizadasparaun~L

separacióninicial entreestasespecies.

II. 2. 1. 8. 1. - Pediococcusdamnosus

Estemicroorganismocrecelentamenteexigiendode 2-3 dias y temperaturasde 22 0C
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paraun buendesarrollo.En caldo de cultivo, estecrecimientomejoracon la adición de

cisteina.En placassedesarrollapeor, a menosque seincubeen condicionesanaeróbicas.

Durantela fermentaciónde la cerveza,puedeproducir acetonao diacetilo rápidamente,

causandoun olor similar a la mantequilla.

II. 2. 1. 8. 2. - Pediococcusvarvulus

La adiciónde Tween80 y cisteinamejoransensiblementesu crecimientoen caldosde

cultivo; normalmenteforma colonias muy pequeñasen agar con jugo de tomate. La

distribuciónde estemicroorganismono se conocesuficientemente.

II. 2. 1. 8. 3. - Pediococcusinoninatus

Existeuna similitud taxonómicade estemicroorganismocon E. parvulus dadoque se

encuentranen el mismo habitat. Porhibridizacióndel DNA/DNA se liá determinadouna

cenacorrelaciónentreestasespeciesy tambiéncon?.damnosus(Back y Stackebrandt1978).

Por electroforesisdel isómerodel acetatoproducidoL-(±)o D-(-) se puedemejorar la

identificaciónentreestasespecies.Estemicroorganismose aislafacilmentede vegetalesy

bebidas.

II. 2. 1. 8. 4. - Pediococcusdextrinicus

Se aislade vegetalesfermentadosy cerveza. En caldoMRS el pH final del medio

desciendepor debajode 4,4 y su crecimientoóptimo se sitúa en torno a 6,5. En agarlas

coloniassedesarrollanen aerobiosis, aunquesu crecimientomejoraen atmósferasde H, +

CO9.
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TablaII. 2. -

Características

Característicasfisiológicas y bioquímicas de

especiesdel géneroPedioCoccus.

las diferentes

Especiede Pediococcus(a)

Pd Pp Pi Pde Ppe Pa Ph Pu

Crecimientoa:
35 0C
40 0C
45 0C
50 0C
pH 4,2
pH 7,5
pH 8,5
4% NaCI
6,5% NaCí
10% NaCí
18% NaCí

Catalasa
Hidrólisis Arginina
Fermentaciónde:

Arabinosa
Ribosa
Xilosa
Rammosa
Lactosa
Maltosa
Melezitosa
Trealosa
Ulicerol
Manitol
5orbitol
a-Metilgíucosido

Lactato

— + +

+ +
— + d

— + +
— + d

- - ND

d
d
+

d
DL

+

d

d
DL

+
+

+

d
DL

+ + +
+ + +
— d +

+
— + +
+ + +

— d d
+ + +

— + +
— d —

— + +
— + +

— +
— +
— d
— d
d d
+ +

— +

+
L(+) DL

a) Símbolos:Pd=P. damnosus,Pp=P. parvulus, Pi=P. inopinatus,Pde=E.

dextrinicus, Ppe=P. pentosaceus,Pa=P. acidilactici, Ph=P

halophilus, Pu=P. urinaeequi, ND= No Detectabley d=débi].
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II. 2. 1. 8 .5. - Pediococcusnentosaceus

La morfologíay aparienciade lascoloniasseajustana la descripcióngeneraldel género

Pediococcus.No senecesitaincubaciónanaeróbicay las coloniassonvisiblesen el agar

despuésde24 h en incubaciónaeróbicaa30 0C. El requerimientode ácidofólico variade unas

las especiesa otras. London y Chace(1976), en un estudiosobre aldolasasdel género

Pediococcusseñalavonque 9. pentosaceusy 9. acidilactici sonespeciestaxonómicamente

relacionadas.

El crecimientoen caldosde cultivo ésmásrápidoy el pH final normalmentedesciende

por debajode 4,0. El pH óptimo de crecimientoesde 6,0-6,5 y la temperatura28-32 0C.

Presentabajaresistenciaal calory las célulasse inactivan en 8 minutosa 65 0C. Un rápido

crecimiento,asícomoun bajopH final y la ausenciade citocromosdistinguea9. pentosaceus

de las especiesdel géneroMicrococcus.

II. 2. 1. 8. 6. - Pediococcusacidilacticí

Suspropriedadesmorfológicas,fisiológicasno seseparanmuchode las descritaspara

9. pentosaceus.Su temperaturaóptima de crecimientoesde 40 0C y resistena 70 0C

durantelOminutos,aunquealgunascepasson más tolerantesal calor, sobre todo recién

aisladas(Garvie,1986).

Backy Stackebrandt,(1978)y Dellagioy col., (1981),handemostradopor estudiosde

hibridizaciónDNA/DNA que9. acidilactici y 9. pentosaceusconstituyenespeciesdistintas,

mientrasque los resultadosde afinidad electroforéticade las aldolasas,sugierenque son

especiestaxonómicamenterelacionadas.No obstante,en cuantoa la caracterizaciónde la cepa

tipo, existeuna polémicano solucionadatotalmente.Así la cepaNCDO 1859 designada
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anteriormentecomo9. acidilacticí se vió, trasestudiosdehibridizaciónDNA/DNA, queen

realidades 9. pentosaceus(Garvie, 1986). Por otro lado, los últimos trabajoscon estas

especiesindicanqueesmuy dificil separarclaramentelas dosespecies.

II. 3.- LAS BACTERIAS LÁCTICAS DE LA CARNE Y PRODUCTOSCÁRNICOS

La carne fresca se altera rápidamentedebido al crecimiento de bacterias

Gram-negativas,por lo que se handesarrolladomuchosmétodosparapreservarla,incluidas

las decuradoy fermentación.Las bacteriaslácticaspertenecena lamicrofloranormal de las

carnesy demuchosproductoscárnicos,siendolos lactobadiossucomponentepredominante,

aunqueacompañadosde microorganismosestrechamenterelacionadoscomo pediococos,

leuconostocos,enterococosy Rrochothrixthermosphacta.

Las bacteriaslácticassedesarrollanen condicionesque impiden el crecimientode

microorganismosaerobiosGram-negativoscomo las pseudomonas.No requierenoxígeno

paracrecer,sontolerantesalC02,nitritos, humo y concentracionesde sal relativamentealtas

y, además,toleranvaloresde pH bajos. Por ello, las condicionesexistentesen las carnes

desecado-saladas,en las envasadasa vacíoy en los productoscárnicoscurados,favorecenel

crecimientode estosmicroorganismos.Los lactobacilosson frecuentesen los embutidos

curadoso madurados.Las especiesmásfrecentementeaisladassonE. plantarun,E. brevis,L.

Jarciminis,E. alimentarius y los lactobacilos“atípicos” (Reuter,1975); estosúltimos se han

identificadorecientementecomoE. sake y L. curvatus (Shillinger y Lticke, 1987W Rodriguez

y col. 1989).

En la modernatecnologíade los alimentosfermentados,las bacteriaslácticasseutilizan

comocultivos iniciadores.Estautilización se reconocióinicialmenteen los EstadosUnidos

(EE.UU.) cuandoJenseny Paddocken 1940obtuvieronpatentesparael usode Lactobacillus
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plantarun,Lactobacillus brevis y LactobacWusfermentumenestos alimentos.

Niven y col., (1955) aislaronPediococcuscerevisaecomo un contaminantenaturalde

varios productoscárnicos.Posteriormenteutilizaron este microorganismocomo cultivo

iniciador, en la elaboraciónde un tipo de embutidoestadounidensedenominado‘Summer

sausage’ , lo que contribuyóa mejorar la texturay el saborde esteproductos.Como

consecuenciade los resultadosobtenidos,estosinvestigadoresdesarrollaronun cultivo

iniciadorcomercialque conteníaPediococuscerevisae,cuyautilización presentabaen los

productoscárnicosfermentadoslas siguientesventajas: 1) Disminuyeel periodode ahumado;

2) La calidadde la partidaesmásuniforme; 3) No seproducen ablandamiento,ni gasesni

coloracióndesfavorabledurantela maduracióny 4) Podría inhibir el desarrollodebacterias

productorasde toxiinfeccionesalimentarias.Más tarde,Eversony col., (1970) clasificaron

estemicroorganismocomoPediococcusacidilactici.

Sin embargo,en Europaseprefierenlos embutidoscrudoscuradosmenosácidosque

se elaboranutilizandoel nitrato comoagentede curadoy semaduranvariassemanaseincluso

hastameses.Porello en 1966,ademásde Pediococcusacidilactici, se introdujo comocultivo

iniciador de embutidosfermentadosLactobacillusplantarum , tanto en Europacomo en

EE.UU. (Eversony col., 1974).

La elecciónde los pediococosen la tecnologíade elaboraciónde embutidoscrudos

curadosen EstadosUnidos,sédebió más a la excelenteresistenciay supervivenciade este

microorganismoala liofilización y congelación,quea la acciónquedesarrollaen el procesode

fermentaciónde estosproductos(Hammesy col., 1990).
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11.4. - EFECTO BENEFICIOSO DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS EN LOS

ALIMENTOS

II. 4. 1. - Extensiónde lavida útil

Un aspectointeresantedelas bacteriaslácticas,essu capacidadde prolongarla vida útil

de determinadosalimentos,al inhibir el desarrollode los microoganismoscausantesde

alteraciones.Mathery Babel(1959)demostraronque la alteracióndel quesotipo Cottagepor

Ps.fragi y Ps. putrefaciens,se retrasabaconsiderablementesi durantesu elaboraciónse le

adicionabaun cultivo de Str. citrovorus. Elliker y col. (1964)observarontambiénen el queso

Cottagequeel aumentode su vida útil se debiala inhibiciónde las bacteriasalterantesporel

desarrollode las bacteriaslácticas; la inhibición estabadirectamenterelacionadacon la

concentracióndeLact. lacticssusp.diacetilactis en el productofinal. Gilliland y Speck(1975)

confirmarony ampliaronestasobservaciones,demostrandoqueen un medio a basede leche.

desnatadaL. bulgaricus inhibia rápidamenteel desarrollode Ps.fragi y de otrasbacterias

Gram-negativaspsicrotrofas.

Otros investigadoreshanestudiadotambiénla inhibicióny el retrasode la alteraciónde

las carnes,especialmentede las frescas,porla acciónde las bacteriaslácticas.Reddyy col.

(1970; 1975) han demostradounaprolongaciónde la vida útil de la carnepicadade vacuno

inoculadacon Lact. lactis y Leuc. citrovorun y almacenadaa7 0C. Gilliland y Speck(1975)

han descritofenómenosde antagonismofrente a Ps.fragi, inclusocuandoel inóculo de

bacteriaslácticas(L. bulgaricus y 9. cerevisiae)no sedesarrollabaactivamente.Roth y Clark

(1975) observaronquelas bacteriaslácticasinhibíanel crecimientode Br. thermosphactaen

las carnesenvasadasavacio.

Raccachy col. (1979)demostraronque los cultivos iniciadorescomercialesde 9.
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cerevisiaey L. plantarum incrementabanla vida útil de la carnedepolío. No obstante,Smith

y col. (1980) han señaladoque la inoculacióncon bacteriaslácticasno mejorabala vida de

almacénde lacarnede vacuno.

Las bacteriaslácticasprolonganlavidaútil de las carnesy productoscárnicosdebido,

principalmente,a la acidificaciónqueoriginan.La acidezdel medioinhibe el desarrrollode los

microoorganismosindeseablesy permiteunabuenadeshidratacióndel alimento,con lo quesu

vida útil no seve limitadaporel deteriorobacteriano,sino porotrasalteracionesde naturaleza

química o física (Bacusy Brown, 1981). Actualmenteseadmiteque las bacteriaslácticas

tienengran interéscomoagentesqueprolonganla vidaútil de los alimentos(Gibbs,1987).

II. 4. 2. - Controldemicroorganismospatógenosy de sustanciastóxicas

II. 4. 2. 1. - Bacterias

Gilliland y Speck(1972),Parky Marth (1972)y Rubin y Vaughan(1979),utilizando

cultivos mixtos de bacteriaslácticasy salmonelas,observaronen la lechedesnatada,queel

efecto inhibidor de las bacteriaslácticassobrelas salmonelasdependíade la bacterialáctica

empleada.Cuandoen laelaboracióndel quesoCamembertseutilizabancultivos iniciadores

lácticoscomerciales(Parky Marth, 1973.; Franky Marth, 1977;Franky col.,1978)se inhibía

significativamenteel desarrollode Escherichiacoli enteropatógeno.Asimismo,Ahmedy col.,

(1986) han observadoqueel escasodesarrollode Y. enterocolitica enel yogur sedebea su

pH ácidoy a otros fenómenoscompetitivosgeneradospor el cultivo iniciador. Westhoffy

Engler(1972)detectaron,en los requesones,unarápidainactivación,tantode S. yphirnuriunz

comode Staph.aureus,y sugirieronque sedebíaal bajo pH (4,5-4,6) que las bacterias

lácticashabíandesarrolladoen el sustrato.
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Debido al peligro que la carney los diversosproductoscárnicosrepresentancomo’

fuentesde toxiinfeccionesalimentarias,sehanrealizadoun gran númerode investigaciones.

paradeterminarel efectode numerososparámetrosen el desarrollode los microorganismos

patógenosdel hombre.Goepferty Chung (1970)observaronque el númerode salmonelas

disminuíadurantela maduraciónde los embutidoscorrectamenteformuladosy adicionadosde

cultivos iniciadoresde Pediococcus sp. o Lactobacillus sp. Riemann y col. (1972),

analizandolos resultadosde diversosinvestigadores,concluyeronque el desarrrollode Staph.

aureus enlos alimentosy su síntesisde enterotoxinasdependíande la interacciónentrepH y

concentraciónde sal. Daly y col. (1972)observaronque los cultivos iniciadorescomerciales

no inhibian completamenteel desarrrolllo de Staph. aureus,pero sí lo reducían

considerablemente,de tal maneraqueseeliminabala síntesisde enterotoxinas.Resultados

similaresfueron obtenidosporBarany Stevenson(1975)y Niskaneny Nurmi (1976) (Tabla

11.3).

Las bacteriaslácticasen presenciadeconcentracionesadecuadasde sacarosao glucosa

inhibenel desarrrolloy laproducciónde toxinasde Clostridium botulinum (Christianseny

col., 1975; Tanakay col., 1980)(Tabla11.4).Esteefectosemanifiestainclusoenausenciade

nitritos, por lo que algunosinvestigadoreshan postuladosque lasconcentracionesde nitritos

empleadosen ciertosproductoscárnicospodríandisminuirse significativamentesin que

disminuyesesu seguridad,siempreque se añadierandeterminadasbacteriaslácticas y

carbohidratos(Tanakay col., 1980).Tambiénse ha demostradola eficaciade las bacterias

lácticasparael controldel desarrollode Y. enterocolitica en la carney en diversosproductos

cárnicos(Raccahy Henningsen,1984).

En los últimos añosla detecciónde varios brotesde listeriosishumanaasociadosal

consumode alimentos contaminadoscon Listeria monocytogenes ha hechoque se

multipliquenlas investigacionesparacontrolar estemicroorganismoen los alimentos.A este
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Tabla 11.3. - Producciónde enterotoxinasestafilocócicasen embutidoscrudos

curados.

Despuésde 7 días

Log ECPa pH Enterotoxina

8,88 5,7 +

Despuésde 3 días

Formulación Log ECPa pH Enterotoxina

Sin cultivo iniciador 8,84 5,9 +

Con cultivo iniciador 6,78 5,6 — 7,53 5,3 —

ECP:estafilococoscoagulasa-positivos

Fuente:adaptadode Niskaneny Nurmi, 1976

TablaII. 4. - Producciónde toxinasbotulínicasen embutidoscrudoscurados..

Formulación N~ de muestras

Nitrito (ppm) Cultivo iniciador Dextrosa
tóxicasde25
totales

o + 8
o + 22
o + + 2

50 + + O
150 14

150 + + O

Fuente:Christianseny col., 1975.
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respectose ha observadoque muchasbacteriaslácticas,de las utilizadascomocultivos

iniciadores,ejercenunaimportanteactividadinhibidoradel desarrollode List. monocytogens

en los alimentos.En la mayoríade los casosesta acciónsedebe,en parte,a las bacteriocinas

elaboradaspor las bacteriaslácticasinhibidoras(Bhunia y col., 1988; Hoovery col., 1988;

Pucci y col., 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y Lucke, 1989; Rodriguezy col., 1989;

Carminatiy col., 1989).

II. 4. 2. 2. - Virus

Tantola lechecruda,como lapasterizadadeficientemente,han trasmitidovirus a los

consumidores(Cliver, 1976). Cliver (1973) comprobóque los virus de la poliomielitis,

influenzahumanay de la estomatitisvesicularbovinapresentesen la leche de vaca,no se

destruíandurantela maduracióndelquesotipo Cheddar,ni siquieracon el empleode cultivos

iniciadores.

De otra parte, los avataresde los virus potencialmentepresentesen las carnes

empleadasen la obtenciónde productoscárnicoscuradoshan recibido muy pocaatención.

Hermanny Cliver (1973)observaronquela concentraciónde coxackievirusdisminuíamucho

durantela maduraciónde los embutidosde tipo Thuringeren los queunacepade Lactobacillus

bajóelpH de 6.2 a4,8. Kantor y Potter(1975)observaronquelos virus de la polio perdíansu

infectividad durantela maduracióndel salamielaboradocon cultivos inicadoresde L.

plantarurn y P. cerevisiae.En embutidoscrudos curadoscon un cultivo iniciador de

Fediococcussp.Mckerchery col., (1978)observaronqueel virus de lapesteporcinaafricana

perdíasu infectividadal final de su maduración.

De los trabajoscitadosse deducequedurantela elaboraciónde los productoscárnicos

curadossedestruyela infectividad de varios virus; sin embargo,las pocasinvestigaciones
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realizadashastael momentono permitengeneralizar.

II. 4. 2. 3. - Hongosy micotoxinas

Coallier-Ascahy Idziak (1985)observaronque al inocular esporasdeAspergil/us

flavus en un cultivo de Lact. lactis, la acumulacióndeaflatoxinasB1 y G1 eramínimao no se

detectaba.Los nivelesde aflatoxinastambién se reducíansignificativamentecuandose

inoculabaLact. lactis en un cultivo de A.flavus ; EI-Gendyy Math (1980) y Wisemany

Marth (1980)habíanobtenidopreviamenteresultadossimilares.Sin embargo,Coallier-Ascah

e ldziak (1985)observaronque lacepadeLact. lactis utilizadaposeíatambiénla capacidadde

degradarlas aflatoxinasya preformadas.Utilizando el ensayo de Ames, estos autores

demostraronque los sobrenadantesde los cultivosmixtosde Lact. lacás y A.flavus carecían

de actividadmutagénicaresidualy, por lo tanto,de actividadcarcinogénicapotencial.

Karunaratney col. (1980)hanobservadoque cuandosecultivan enmedioslíquidos,

tres especiesde Lactobacillus(L. plantarum,L. acidophilusy L. bulgaricus) seinhibe el

desarrollode Aflavus subsp.parasitícus lo que disminuyela cantidadde aflatoxinasB1 y

G1 producidas.Esteefectoseha relacionadocon la disminucióndel pH y con fenómenosde

competiciónmicrobianatodavíano bienconocidos.

II. 4. 2. 4. - Trichinella soiralis

En los embutidoscrudoscurados,Bacus y Brown (1981) han sugerido que los

cultivos inicadorescontribuyenindirectamentea la inactivaciónde las larvasde T. spiralis,

debidoa una fermentacióninicial controlada,rápiday consistente.Esteparásitoseafectapor el

descensodel pH (Castro y col., 1973), por lo que es posibleque las bacteriaslácticasy
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principalmentelos pediococos,en presenciade carbohidratosfermentables,contribuyan

considerablementea la inactivacióndelvane.

Childersy col. (1982)hanestudiadola inactivaciónde T. spiralis en salamielaborado

con un cultivo iniciadorde 9. cerevisiaeconcluyendoqueel factormásimportanteparala

inactivacióndel parásitoes la concentraciónde CíNa; lamentablemente,estosautoresno

estudiaronel efectode la bacterialácticaen el procesode inactivación.

II. 4. 2. 5. - Nitrosaminas

Los nitratosy nitritos seadicionana los productoscárnicosparainhibir el desarrollode

Cl. botuliniun y paraestabilizarel color de las carnescuradas.Sin embargo,el nitrito residual

reaccionacon las aminas secundariasformando nitrosaminas, sustanciasaltamente

carcinogénicas(Seny col., 1974).

Varias bacteriaslácticasempleadascomocultivos iniciadores,entreellasL. plantarurn

reducenlos nitratosa nitritos, tanto en mediosde cultivo líquidoscomoen la carne(Smith y

Palumbo,1978). La capacidadde estosmicroorganismosde reducirlos nitratos a nitritos

podríafavorecerla formaciónde nitrosaminas.Tal formacióndeberiaocurrir sobretodoen

embutidosformuladoscon nivelesaltos de nitratos. Sin embargo,un estudiorelativament.e

recientecon un gran númerode productoscárnicosfermentadoscuradosha puestodLe

manifiestoque no habianivelesdetectablesde nitrosaminasvolátiles(Anónimo,1980).Otros

estudiosrealizadosconproductoscárnicosformuladoscon nitratoso nitritos y conbacterias

lácticas de origen natural o de cultivos iniciadores,han demostradobajos nivelesde

nitrosaminasen dichosalimentos(Palumboy col., 1974; Dethmersy col., 1975).

El nivel que alcanzala N-nitrosopiíTolidinaen el baconestádirectamenterelacionado
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con la concentraciónde nitritos (Gray y Randalí, 1979). Sin embargo,la concentración

residualde nitritos en dichoproductodisminuyecuandoseempleancultivos inicadoreslácticos

(Bacus,1979) (Tabla11.4). Durantela elaboracióndel bacon,las bacteriaslácticascreceny

utilizan los carbohidratosexistentes,reduciendoel pH de la carne;de otra parte,el bacon

aciduladopor la presenciade L. plantarum y un 0,5 % de sacarosao glucosaimpidiria el

desarrollode Cl. botulinum en el casode que seprodujeraun abusoen la temperaturade

almacenamientoinclusocuandoel contenidode nitrito del bacones escasoo inexistente

(Tanakay col., 1980).En EstadosUnidosel USDA (Depto.de Agricultura) autorizael empleo

de cultivos iniciadoresde bacteriaslácticasenel baconparainhibir o disminuir la formaciónde

nitrosaminas.Tras un añodeproduccióncomercialde bacon,Brown (1980)ha señaladoque

dichamedidaezmuyeficaz.

II. 4. 2. 6. - Aminasbiógenas

La producciónde aminasbiógenasen los alimentossedebea la actividadmetabólicade

los microorganismosy especificamentea la acciónde las descarboxilasasmicrobianasque

transformanlos aminoácidosen aminaspotencialmentetóxicas(Smithy Palumbo,1983). Las

aminasbiógenaso vasoactivaspuedenoriginargravescrisis hipertensivasen pacientestratados

con inhibidoresde la monoamino-oxidasa(MAO). Los sintomasincluyen hipertensión,

cefalea,fiebre, sudoración,vómitosy, en algunoscasos,inclusomuerte(Blackwell y col.,

1967).

Ricey Koehler(1976)demostraronquela actividadtirosinadescarboxilasae histidina

descarboxilasade 9. cerevisiae y L. plantarum, integrantescorrientesde muchoscultivos

iniciadores,era muy baja.La actividaddescarboxilasaesmuchomayorcuandolos embutidos

crudoscuradosse somentena fermentaciónnaturalque cuandose debe a los cultivos

iniciadoreslácticos(Taylor, 1978; Eitenmiller y col., 1978). El empleo en los productos
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cárnicosfermentadosde 9. cerevisae y de ciertasespeciesdelgéneroLactobacillus disminuye

o inhibe el desarrollode otros microorganismospresentesnaturalmenteen la mezclacárnica

dotadosde actividadproteolíticao aminoácidodescarboxilasa.La inhibición de estamicroflora

indeseableimpide la formaciónde nivelespeligrososde aminasbiógenas(Eitenmillery col..,

1978).

IL 5. - SUSTANCIAS ANTIMICROB lANAS PRODUCIDAS POR LAS

BACTERIAS LÁCTICAS

II. 5. 1. - Acidos orgánicos

La supervivenciay el desarrollode los microorganismosen los alimentosestán

gobernadospormuchosparámetros,uno de los cualesesel pH. Unamaneraeficazde limitar

el desarrollode muchosmicroorganismosesaumentandola acidezdel alimento,con lo quese

creaun ambientedesfavorableparasu crecimiento.Ello puedeconseguirsemediantela adición

de un acidulanteo facilitando el desarrollode fermentacionesmicrobianasnaturaleso

controladas.El efectode los ácidosorgánicosen los microorganismosdependede la especie

microbianay del tipo y concentraciónde ácido,del tiempo deexposición,de la capacidad

neutralizanteo tampóndel alimento y de las condicionespreexistentes,que hacena la.s

bacteriasmáso menossensibleso resistentesa la acidez.

Lasbacteriaslácticasno sólo toleranlos ácidosdébileslipofílicos, sino que,de hecho,

las producendurantesumetabolismo(sección11.2.5.).El ácidoláctico eselque producenen

mayor cantidad las bacteriaslácticas; su efecto inhibidor del desarrrollo de otros

microorganismosse ha estudiadoen fermentacionescontroladasen las que se acelerala

producciónde tal ácido,con lo que seretrasao inhibe el crecimientode los microorganismo:s

patógenosy alterantescomo,Staph.aureus(Genigeorgisy col., 1971; Barbery Deibel, 1972;

Daly y col., 1973; Metaxopoulosy col., 1981),Salmonella sp. (Goepferty Chung, 1970;
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Parky Marth, 1972; Masters,y Col., 1981), Cl. botulinurn (Christianseny col., 1975;

Tanakay col., 1980),Br. therrnosphacta(Grau, 1980) y Y. enterocolitica (Ahmedy col.,

1986).

Otros ácidosorgánicosproducidospor las bacteriaslácticas y que tambiénson

antagonistasdel desarrollode diversosmicroorganismoisalteranteso patógenosson el ácido

cítrico (Subramaniany Marth, 1968),el acético(Daly y col., 1972) y algunosácidosgrasos

volátiles(Goepferty Hicks, 1969).

II. 4. 2. - Peróxidode hidrógeno

.

En la Figura 2.1 se muestranlas reaccionesmetabólicasqueconducena la produción

deperóxidodehidrógenopor las bacteriaslácticas.La acumulaciónde peróxidode hidrógeno

en los mediosde cultivo sedebeaque las bacteriaslácticas,en general,no poseencatalasa

(Kandler y Weiss, 1986).La actividadantimicrobianadel peróxidode hidrógenoestábien

documentada.El efecto antagónicode este compuesto se observa en muchos

microorganismos,entre los que se encuentranStaph. aureus (Dahiya y Speck, 1968) y

Pseudoínonassp. (Pricey Lee, 1970).

El peróxidode hidrógenopuedereaccionarcon otros componentespara formar

sustanciasinhibidoras.En la lechecrudael peróxidode hidrógenogeneradopor las bacterias

lácticasreaccionacon el tiocianatoendógenoen un reaccióncatalizadapor la lactoperoxidasa,

lo que generaproductosintermediariosde la oxidaciónqueinhiben el desarrollode muchos

microorganismos.Estemecanismode inhibición seconocecomo “sistemaantibacteriano

lactoperoxidasa’(Reiter y Harnulv, 1984; Banksy col., 1986).
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Piruvato + 0, +P04
3-

4k
acetil fosfato + C02+H 202

piruvatooxidasa

Lactato+ 0 2

4
L- lactato oxidasa

— piruvato + H202

Lactato+ 02

*
: piruvato + H202

D- lactato deshidrogenasa
NAD-independiente

+
NADH+H +0~

2
— NAD+H02

~1

NADI-{ oxidasa

Figura2. 1. - Producciónde peróxido de hidrógenopor las bacteriaslácticas.

Fuente:Kandler, 1983.
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II. 5. 3. - Diacetilo

El diacetilo (2,3 - butanodiona)que procededel piruvatoes otro de los productos

finalesdel metabolismode las bacteriaslácticas(Kandler, 1983).Muchasespeciesde bacterias

lácticasposeenla capacidadde sintetizarestecompuesto.El diacetiloesbienconocidoporel

aromaque imparte a los productoslácteos sobretodoa la mantequillay porquees un

antagonistadeldesarrrollomicrobiano.

Jay (1982) demostróque el diacetilo inhibía a las levadurasy a las bacterias

Gram-negativasa unaconcentraciónde 200 gglml, y a las bacteriasGram-positivasa una

concentraciónde 300 gglml. Las bacteriaslácticasno seinhiben a concentracionesmenoresde

350 ~ig/ml.

El diacetiloesbacteriostáticofrentea las bacteriasGram-positivasy bactericidafrentea

las Gram-negativas,sin embargola pequeñacantidadde estecompuesto,producidopor las

bacteriaslácticas,y supotencialmutagénico(Jay,1982; Piardy Desmazeaud,1991), dificultan

suutilización en la industriaalimentaria.La acciónantagonistadel acetaldehidooriginado

fundamentalmenteporLactobacillusbulgaricusestápocoestudiada(Kulshresthay Marth,

1975).La produccióndealgunosisómerosD de los aminoácidospor las bacteriaslácticases

discutibledadoquecarecende actividadracemasa(Piardy Desmazeaud,1991).

II. 5. 4. - Compuestosantimicrobianosno oroteicos

Algunosestudioshandestacadola importanciaparael controlde los microorganismos

alterantesde los alimentosde ciertasmoléculaspequeñas,no proteicas,producidaspor las

bacteriaslácticas.Así porejemplo, Pulusaniy col. (1979), señalanque Sfr. rherrnophilus

produce un compuesto,de unos 700 daltons, que es un antagonistade las bacterias
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Gram-positivasy Gram-negativas,mientrasque Abdel-Bar y col. (1987), han descritoun

compuestosimilaren Lacrobacil/us bulgaricus.

De las sustanciashastaahoradescritasdestacala reuterina,producidapor Lactobacillus

reuterí que ha sido aisladodel tractogastrointestinaldepersonasy animales.Su actividad

antimicrobianaes extraordinariamenteamplia afectandoa bacteriasGram-positivas,

Gram-negativas,levaduras,mohosy protozoos. La reuterinaseformadurantela utilización

anaerobiadel glicerol porLacrobacillusreuteri e inhibe la actividaddel enzimaribonucleotido

reductasa(Talaricoy cdl., 1988)queestáinvolucradoen la síntesisdel DNA, lo quedetermina

su amplio espectroantimicrobiano.Sin embargotodaviano seha estudiadosu potencial

tóxico, pero dadasu naturalezaexistendudasrazonablesacercade su posibleutilidad en la

industriaalimentaria(Talaricoy Dobrogosz,1989).

II. 5. 4. - Compuestosantimicrobianosproteicos

De las sustanciasantimicrobianasproducidasporlas bacteriaslácticas,las bacteriocinas

sonlasmásinteresantestecnológicamente,yaquedebidoasunaturalezaproteica(Taggy col.,

1976),las inactivanlos enzimasproteolíticosdel tracto gastrointestinaly no son tóxicasni

inmunógenasenanimalesdeexperimentación(Bliunia y col., 1990),lo quelasconvierteen

candidatosadecuadoscomo conservadoresde los alimentos.Debido a la preocupación

constanteque en la sociedadactual planteanlos conservadoresquímicos, las bacterias

productorasde bacteriocinaso las propiasbacteriocinasproducidaspodríandesempeñarun

papelimportanteen elprocesadoy conservaciónde los alimentos.Tampococonvieneolvidar

el buen efecto nutricional derivado de la ingestión de bacteriaslácticas viables; se ha

hipotetizadoy, algunasveces,demostradoque las bacteriaslácticasincrementanla calidad

nutritiva de los alimentos,controlanlas infeccionesintestinales,facilitan la digestiónde la

lactosa,sonantimutagénicas,inhibenel desarrrollode algunostipos de cáncery reducenel
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colesterolsanguíneo(Gilliland, 1990; Hosoday col., 1992)

II. 6. - BACTERIOCINAS

Las bacteriocinassedefinencomosustanciasproteicasantimicrobianasproducidaspor

un gran númerode especiesbacterianas(Tagg y col. 1976).Estassustanciasconstituyenun

grupoheterogéneode proteínasquevaríanmuchoen su espectroantimicrobiano,propiedades

bioquímicas,mecanismode accióny característicasgenéticas(Piardy Desmazeaud,1992;

Taggy col. 1976).La actividadantimicrobianay su estructuraproteica,probablementesean

las únicas característicascomunesa todas ellas (Stiles y Hastings, 1991). El término

“bacteriocinogenicidad”se empleaparadescribirla capacidadde lasbacteriasde sintetizary

eliminaral exteriorproteínasantagonistasdel desarrollodeotrosmicroorganismos(Daeschely

col., 1990).

Estassustanciasse detectaronpor primeravezen E. coli (Hardy, 1975)y más tardeen

algunasbacteriasGram-positivas(Taggy col., 1976).La producciónde bacteriocinasde un

espectroantibacterianorelativamenteamplio, espropiade las bacteriaslácticasde origen

alimentarioincluidas las de la carney los derivadoscárnicos(Lewusy col., 1991).Ciertas

investigacionesindican que la producciónde bacteriocinasconstituyeun fenotipobastante

extendidoen las bacteriaslácticas(Nielseny Zeuthen,1985; Piardy Desmazeaud,1992).

II. 6. 1. - Biosíntesisy uroducciónófltima de bacteriocinas

La biosíntesisde bacteriocinasocurreo en la faselogarítimicadeldesarrollobacteriano

o al final de la mismay, en la mayoríade líos casosguardarelacióncon la biomasaproducida

(Piard y Desmazeaud,1992),si bien la producciónmáximaen los mediosde cultivo puede

ocurriren diferentesfasesdel ciclo de crecimiento(Taggy Col., 1976).
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Algunosinvestigadoreshanseñaladoqueciertoscomponentesespecíficosdelmediode

cultivo interfierensensiblementeen la producciónde algunabacteriocinaindividual. Así,

varios trabajosindican la necesidadde algunos nutrientes,como extractode levadura,

aminoácidos,manganesoy manitol paraaumentar,disminuir o suprimir la producciónde

diversasbacteriocinas(Rogers,1972; Clarke y col., 1975; Hale y Hinsdill, 1973 y Tagg y

col., 1975).

Las variacionesde las condicionesde cultivo, comoporejemplotemperaturay tiempo,

ejercenun profundo efectoen la producciónde bacteriocinasactivas. Generalmente,se

producenmás bacteriocinacuandola cepaproductorasecultiva a su temperaturaóptimade

crecimiento(Taggy Col., 1976).El desarrollode lacepaproductoraatemperaturaselevadas

puedesuprimircompletamentela producciónde bacteriocina(Dajoni, 1974. Taggy col.,

1975) y, algunasveceseliminar irreversiblementeestapropiedad(Dajoni, 1974; Jetteny

Vogels, 1973). Schlegely Síade,(1973)demostraronque la producióndeestreptocinaera

máxima en la fase logaritimica desciendendoalgo cuandoel cultivo entrabaen la fase

estacionaria.Porotro lado,Taggy Col., (1976)observóquela producciónde estreptococcína

A seiniciabaal final de la faselogarítimicadel desarrollode la cepaproductoray quedicha

actividaddisminníalentamentetras un períodode incubaciónprolongado.Similarmente,la

produccióndeestafilococcinaC55 comiezaen la faseexponencialde desarrolloalcanzandola

producciónmáximaentrelas 24 y 48 h de crecimientopara,después,declinargradualmente

(Dajoni y Wannamaker,1969). Otras investigacionestambién han descrito pérdidas

sustancialesen la actividadde las bacteriocinasde cultivosincubadosdurantemuchotiempo.

Esteefectopuededebersea la existenciade inactivadoresespecíficosde las bacteriocinas,

digestiónenzimáticao a la reabsorciónde la bacteriocinapor lacepaproductora(Taggy Col.,

1976).
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II. 6. 2. - Toleranciade las bacteriocinasal calor,acidezy enzimas

De acuerdocon su definición,las bacteriocinasse inactivan,al menosporun enzima

proteolítico, entre los que conviene citar los de origen pancreático (tripsina y

alfa-quimiotripsina)y gástrico(pepsina).Algunasbacteriocinassonsensiblesa otrosenzimas

comolipasas,amilasasy fosfolipasas,lo queindica la heterogeneidadde las bacteriocinasy la

influenciade los compuestosno proteicosen su estructuray actividad(Jimenezy col., 1990;

Lewusy col., 1992; Upreti y Hindilí, 1973).

Generalmentelas bacteriocinasproducidas por las bacterias lácticas son

termorresistentes,lo que les permitemantenersu actividadantimicrobianaa temperaturas

similaresa lasdepasterizacióny esterilizaciónde la leche(Piardy col., 1992).Esto sugiere

quesu actividadrecaeen estructuraspequeñasy pococomplejas,probablementesin estructura

terciaria.Sin embargo,la helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1990),y las bacteriocinasde

Ib. casei (Rammelsbergy Radíer,1990) y Lb. delbrueki subsp.lactis (Tobay col., 1991)

sonmuy sensiblesal calentamiento,lo indicaqueposeenunaestructuraproteicamáscompleja.

Las bacteriocinasson generalmenteestablesa pH ácido o neutro, aunqueexisten

excepcionesinteresantes.Así porejemplo,la solubilidady estabilidadde la nisinadecrece

desdeun pH óptimo de 2 a un pH de 6, lo que constituyeun incovenientetecnológico

importanteparasu utilizacióncomo aditivo en los alimentosno ácidos,comocarney pescados

enlatadosy derivadoslácteos.

II. 6. 3. - Prouiedadesde las bacteriocinas

Con el objetode poseerunabuenainformaciónsobrela composicióny estructurade las

bacteriocinas.convienedeterminary conocerel mayornúmeroposiblede sus propiedades
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fisico-quimicas.Pordesgracialas técnicasde detenninaciónde estaspropiedadestodaviano

estánestandarizadas,lo que imposibilita la comparaciónpura y simple de las diversas

bacteriocinasaisladas.Por ello, para que su identificaciónseaeficaz, la caracterización

bioquímicade las bacteriocinasdebeincluir su purificacióna homogeneidad,y sucomposición

y secuenciaaminoacidica.No obstante,existendiferenciasque sonfácilmentedetectablesentre

las bacteriocinasproducidaspor unamismaespeciebacterianay a veces,porla mismacepa.

II. 6. 3. 1. - Característicasbioquímicasy fisicas

La sensibilidad a enzimas específicos(proteinasas,lipasas, etc.) se utiliza

frecuentementeen la identificaciónde los componentesquímicosde las bacteriocinas.Así, por

ejemplo,del estudiode la sensibilidadde la estreptocinaSTH a diversosenzimas,sededujo

que poseíaunamoléculacomplejaque conteniaen su estructuraademásde proteina,grupos

lipidicos y fosfatos (Schlegel y Síade, 1972). Estos resultadossugierenque algunas

bacteriocinasson proteínassimples,o moléculasmáscomplejasque llevan en suestructura

proteicacomponenteslipídicos y glucídicos.

Aunqueseconocenpocolas característicasde lasbacteriocinasaisladas,Klaenhammer,

(1988) sugiereque se clasifiquenen tres grupos: (a) proteínasde bajo pesomolecular,

resistenteal calore hidrofóbicas,(b) proteínasde alto pesomoleculary sensibleal calory (c)

lantibióticos muy modificados,como la nisina. Sin embargo, los ultimos resultados

disponibles,sugierensu clasificaciónen solo dosgrupos:1) bacteriocinascon aminoácidosno

modificadosy 2) bacteriocinascon aminoácidosmodificados.

En la Tabla 11.5 se muestranlas característicasmás significativas de algunas

bacteriocinasde las bacteriaslácticas.
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Tabla 11.5.- Principalescaracterísticasde algunasbacteriocinasde las bacterias

lácticas.

Inactivación Termorresistenciaa
Bacteriocina enzimática Toleranciaa la acidez Referencia

PediocinaPA- 1 a-quimiotripsina,
pepsina,papaina

+ (10 mm, 100 0C)
- (15 min, 121 0C)

Pucci y col. (1988)

PediocinaAcH

PediocinaA

Tripsina

Pronasa

+ (1 h, 100 0C, pH7)
Inestablea pH 11

+(1 h, 100 0C)

Ray y col. (1989a)

DaesehelyKlaenhainmer(1985)

Brevicina 37

Lactocina5

SakacinaA

Plantaricina5

Tripsina,pronasa

Tripsina,proteasa
XIV

Tripsina,pepsina

a-quinllOtripsina
ficina, pronasa,
proteasaK, tripsina
termolisina,dextrasa,
a-amilasa,fosfolipasa

+ (lh,121 0C, pH 2 a 4)
Estable24 h pH 1 a 11

50%inactivadadespués

de 1 ha 100 0C

+ (20 mm, lOO 0C)

+ (1 h, 100 0C)

Rammelsbergy Radter(1990)

M0rtvedty Nes (1990)

Schillingery Lúcke(1989)

Jiménez-Díazy col. (1990)

Nisina a-quiml otnpSma
nisinasa

+(115 0C,pH 2)
- (pH neutro)

HelveticinaJ Tripsina,pronasa - (30 mm, 100 0C) Joergery Klaenhammer(1986)

ficina, proteasaK,
subtilisina,pepsina,
tripsina

LactacinaF

PlantaricinaA

Tripsina,ficina

proteasaK

Tripsina,pepsina

+ (15 mm, 121 0C)

+ (30 ruin, 100 0C)

Murianay Klaenhammer(1987)

Daeschely col. (1990)

a+: Estable,-: Inestable

Hurst(1981)
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II. 6. 3. 2. - Antigenicidad

Dadasu estructuraproteicaesmuy posiblequealgunasbacteriocinasfuncionencomo

antígenos(Tagg y Col., 1976). Se ha visto que las bacteriocinasproducidaspor algunas

bacteriasGram-positivas.como Staphiyococcusaureus (Gaglianoy Hinsdill, 1970) y

Clostridiu,npe¡fringens tipo A (1’ubylewicz, 1970),y Gram-negativascomoEscherichiacotí

(Tzannetisy col., 1972)son antigénicasen los animalesde experimentacion.

II. 6. 3. 3. - Estabilidadde las bacteriocinas

La estabilidadde las bacteriocinasdisminuyea medidaque aumentasu purificación

(Ellison y Kautter, 1970; Mahony, 1974; Tagg y col., 1975).La adición de sero-albumina

bovinaprotegede lapérdidaexcesivade actividadexperimentadaporalgunasbacteriocinas

durantesu purificación.La mayoria de las bacteriocinasson muchomás tolerantesa los pHs

muy ácidosque a los alcalinos(Barrow, 1963; Ellison y Kauter, 1970). Los criterios de

termoestabilidadde las bacteriocinassondificiles de definir, puesdependende supurificación

y de factorestaJescomopH, fuerzaionica y presenciade moléculasprotectoras.

II. 6. 4. - Esuectroantimicrobianode las bacteriocinas

El espectroantimicrobianode las bacteriocinaspareceestarasociadoa presenciade

receptoresapropiadosen los micoorganismosreceptores(Taggy col., 1976).Sin embargo,la

mayoría de las bacteriocinasproducidaspor las bacteriasGram-negativasactúan

fundamentalmentesobreespeciesmicrobianasrelacionadastaxonómicamentecon ellas,

mientras que las bacteriocinasde las Gram-positivasson antagonistasde una mayor

diversidad de especiesGram-positivas(Tagg y Col., 1976). Además, las bacterias

Gram-positivascorno Lactobacillus acidojñhilus (Vicent y col., 1959),Bacillus cereus
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(JohsoÑy col., 1949),Srreptococcussp. (Dajoni y col., 1976),Staphylococcussp. (Hsun

y Wiseman,1967)yCo’ynebacteriumsp. (Meitert, 1969),producenbacteriocinasqueinhiben

el desarrollode bacteriasGram-negativas.Asimismo, aunquelas bacteriasGram-negativas

son resistentesa la nisina, sesensibilizana la misma al permeabilizarsede su membrana

externabajo la acción de compuestosquelantes,shockosmótico o por la formación de

vesículasen las membranascitoplásmicas.Klaenhammer,(1988) ha clasificado las

bacteriocinasproducidaspor las bacteriaslácticas en dos clases,segúnsu espectro

antimicrobiano:a) bacteriocinasactivasfrenteabacteriastaxonómicamenterelacionadasy b)

bacteriocinascon un amplio rangode actividadfrenteabacteriasGram-positivas.

II. 6. 5. - Mecanismode acciónde las bacteriocinas

Taggy col, (1976)señalanquela acciónde las bacteriocinassobrelas célulassensible:s

ocurreen dosetapas.En la primerafase,la bacteriocinaseadsorbeen receptoresespecíficosy

no especifícosde lacélulahospedadora.En esteestadio,las bacteriocinasson sensiblesa las

proteasas.En una segundafase,éstaya irreversible,la bacteriocinaorigina alteraciones

celularesen lascélulassensiblesde acuerdoconcadatipo de bacteriocina.No obstante,no está

suficientementeclaro que estemodo de acción,descritode una manerageneralpara las

bacteriasGram-positivas,seaaplicablealas bacteriocinasproducidasporlas bacteriaslácticas

(Piardy Desmazeud,1992).

Algunos investigadoreshan demostradoque las bacteriocinasproducidaspor las

bacteriaslácticas,no son adsorbidasespecíficamentepor las bacteriasGram-positivas

sensibleso resistentesa la bacteriocinaestudiada(Upreti y Hinsdill, 1975; Davey y

Richardson,1981; Zajdely col., 1985; Bhuniay col., 1991).Asimismo, Piardy Desmazeud

(1992)sugierenquela actividadde las bacteriocinasno dependede su adsorciónespecíficaen

la superficiede las célulassensiblesy que la adsorcióninespecificaderivade su naturaleza
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hidrofóbica,mientrasquela inmunidadde las cepasresistentesala bacteriocinasedebe,mása

laproducciónde un enzimaimplicadoen la inmunidadquea la alteraciónde los receptores.

Con excepciónde la lactocina27, queesbacteriostática(Upreti y Hinsdill. 1975), la

actividadde las bacteriocinasproducidasporlas bacteriaslácticasposeeun efectobactericida

(Anderssony col., 1988; Pucci y col.. 1988; Piardy col., 1990).La acciónlítica esrápida,

disminuyendolas célulasviables de un cultivo tras algunosminutosde tratamientocon la

bacteriocina(Barefooty Klaenhammer,1983; Zajdel y col., 1985; Piard y col., 1990); su

efecto letalesmayoren la faselogarítimicaqueen la estacionaria.

De las dos bacteriocinasmejor conocidas,la nisina se sabe que actúa como

despolarizantede las membranasbacterianasenergizadasproduciendoporosen la membrana

lipídica (Sahíy col., 1987).La lactocinaA, actúacomola nisina,al aumentarla pernieabilidad

de la membrancitoplasmáticay disiparel potencialde membranade las célulassensibles(Van

Belkeny col., 1991).Con el microscopioelectrónicono seobservalisis celularde lascélulas

sensibles,lo queindicaquela permeabilizaciónde la membranaocurrepor la formaciónde

poros.

II. 6. 6. - Purificaciónde las bacteriocinas

En la Tabla 11.6 se muestranla purificación, la composiciónaminoacidicay otras

propiedadesde variasbacteriocinas.La mayoríade los investigadoresprimero sometena

pré-purificaciónlos sobrenadantestrassu precipitacióncon saleso solventes.La Lacticina481

y Lactocina B aumentaron450 vecessu actividad biológica tras el tratamientode sus

sobrenadanteslibres de célulascon altasconcentracionesde sulfato amónico(Piard y col.,,

1991; Murianay Klaenhammer1986;Piardy Desmazeaud,1992).Estosinvestigadorescreen

quela salesactuaríantanto disociandola bacteriocinanativaen monómerosmásactivos,como
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cambiandosu conformación.Las bacteriocinas,en forma nativa,producidaspordiversos

lactobacilos,tiendea formaragregadosproteicosde un pesomolecularde 1110.000a300.000

Daltons.Estosagregadosse disocianpor ultrafiltración(Murianay Klaenhammer,1991)o por

tratamientoscon SDS (Upreti y Hinsdill, 1973; Joergery Klaenhammer,1986; Muriana y

Klaenhammer,1991),con urea(Barefooty K]aenhammer,1984)o condiversosdetergentes

(Murianay Klaenhammmer,1991).

La purificación del precipitadoactivo de los sobrenadantespor cromatografíade

intercambioiónico, hapennitidounabuenarecuperaciónde la nisina(Bailey y Hurst, 197 Ii,

diplococina(Davey y Richardson,1981) y lactocinaA (Holo y col. 1991).Sin embargo,este

métodono sirve parala purificaciónde la lactocinaB (Barefooty Klaenhammer,1984)ni de la

lactocina481 (Piard y col. 1992).La purificaciónde la caseicina-80por cromatografíade

intercambioionico, no dió resutadossactisfatorios,ya que afectabasensiblementea la

recuperaciónde la actividadbiológicadedichabacteriocina( Rammelsbergy col., 1990).

La cromatografíadeinteracciónhidrofóbicaseha utilizadoconéxito en la purificación

de la nisina,lactocinaA y lactocina5. No obstante,estatécnicano sirve parala purificaciónde

las bacteriocinasde gran hidrofobicidad,como la lacticina 481 y la plantaricina5, queen

ausenciade sal reaccionanespontáneamentecon la matriz del gel (Piard y col., 1992;

Jimenez-Diazy Piard, comunicaciónpersonal).Otros investigadoreshan utilizado en la

purificacióndebacteriocinasla cromatografíade fasereversa,queesunatécnicamásadaptada

a las moléculashidrofóbicas.Estemétododió un buenresultadoen lapurificación final de la

nisina, lactacinaE, lacticina481 y lactosina5 (Tabla11.6).

Aunquees difícil generalizary establecerun métodoúnico de purificación de las

bacteriocinasde las bacteriaslácticas,los mejoresresultadosseobtieneconel basadoen: 1)

concentraciónde los sobrenadanteslibresde célulascon sulfatoamónico,2) cromatografíade
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intercambioiónico, 3) cromatografíade interacciónhidrofóbicay 4) cromatografíaen fase

reversa.

II. 6. 7.- Composiciónaminoacídicay secuenciasde las bacteriocinasde las bacterias

lácticas

Los análisisde la composicióny secuenciasaminoacídicasde las bacteriocinasde las

bacteriaslácticasindican que existen 3 gruposde moléculas:a) lantibióticos, que son

polipéptidosde bajo peso molecularcon aminoácidospocousualescomodeshidroalanina

(Dha),deshidrobutirina(Dhb),lantionina(Dha+ cisteina)y B-metil-lantionina(Dhb + cisteina)

y enestegruposeencuentranla nisina, lacticina481 y sakacinaM; grupob) constituidopor

péptidosde bajo pesomolecularsin aminoácidosmodificados, incluyendo lactocina A,

lactocinaF y diplococcina;y grupoc) formado por proteínasde pesomolecularmás alto

(10.000- 100.000Da) comola caseicina80 (Piardy Desmazeaud,1992).

La nisinaquefue el primerlantibióticoestudiadopresenta5 tiposdiferentes( A, B, C,

D y E), que puedenser producidospor la mismacepade Loa. lactis (Tabla 11.6). Las

diferenciasentreellasprocedende su composiciónde aminoácidos,asi como de los niveles

específicosdeactividadbiológica.Sin embargo,no estáclaroquelas nisinasB, C, D y E sean

variantesprocedentesde la nisina A, o seanbacteriocinasdistintas (Chany col., 1989).

Recientementeseha caracterizadootra variantenaturalde la nisinadenominadanisina Z

(Muldersy col., 1991).
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II. 6. 8. - Bacteriocinasproducidasporlas bacteriaslácticas

II. 6. 8. 1. - Bacteriocinasproducidasporespeciesdel géneroLactococcus

En la Tabla 11.7 se muestranlas bacteriocínasmás relevantesproducidaspor

lactococos.Los estreptococosdel grupo N de Lancefield, actualmenteen el género

Lactococcus,se conocen bienen la industrialácteapor su utilidad comocultivos iniciadores.

El primercompuestoantimicrobianodescritoproducidoporlasbacteriaslácticasfué la nisina

que producenlas cepasde Lactococcuslactis, cuyoespectroantimicrobianofrenteabacterias

Gram-positivasesmuy amplio.La nisina seobtienecomercialmentey algunospaísespermiten

su utilizaciónen los alimentos(Delves-Broughton,1990).

La nisinaesun lantibiótico,esdecir, un polipéptidoantimicrobianoconaminoácidos

pocousuales.Las proteínasquecontienenaminoácidosno codificadosensuDNA proceden

de rutas metabólicascomplejas,activadaspor complejos multienzimáticos,o de una

modificaciónpost-translacionaldel péptido precursor(Harris y col., 1992), lo que parece

ocurrir en el casode la nisina.El determinantegenéticodel genestructuralde la nisinase ha

donadoy caracterizadoen trescepasdiferentesdeLact. lacris, ATCC11454(Buchanany col.,

1989),6F3 (Kalletay Eutian, 1989)y NCFB894(Doddy col., 1990). En la cepaNCFB894,

cercadel gen estructuralde la nisina se detectaun elementode inserción(1S904),todo ello

incluido en el elementogenéticotrasponibleTn5301(Hom y col., 1991).Aunque la nisina

poseeun espectroantimicrobianomuy amplio frenteabacteriasGram-positivas,interacciona

fuertementecon los fosfolípidos lo que limita su utilización en alimentosque contienen

emulsionantes.Además,la nisinaesmenossolublea pH neutroo ligeramentealcalino lo que

limita su utilizaciónen muchossustratosalimenticios(Stilesy Hastings,1991).Finalmente,el

microorganismoproductorno sedesarrollabienen sustratosno lácteos.
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Tambiénconviene destacarque, ademásde la nisina y lacticina 481, que son

]antibióticos,los lactococosproducenotrasbacteriocinassin aminoácidosmodificadoscomo la

diplococina(Davey, 1984) y lactococinaA (Rolo y col., 1991; Van Belkum y col., 1991),

producidasen diversascepasde Lact. cremoris y Lact. diacetylactis (Stoddardy col., 1992).

Es interesanteseñalarqueen las cepasdeLact. cremoris y Lact. diacetylacfis analizadas,el

genestructuralde la lactococinaA poseela mismasecuencia,aunqueselocalizaen plásmidos

de tamañomoleculardiferente.

4,7
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II. 6. 8. 2. - Bacteriocinaproducidasporespeciesdel géneroLactobacillus

LaTabla11.8 muestralas bacteriocinasmássignificativasproducidaspor lactobacilos.

Algunasbacteriocinasprocedende lactobacilosde origenlácteopero otrasaisladasde otros

sustratosalimenticiosposeenun espectroantimicrobianomásamplio. Sesabequela carney

derivadoscárnicosconstituyenun sustratoexcelenteparael aislamientode lactobacilos

productoresde bacteriocinas,segúnlos resultadosobtenidospor Schillingery Lúcke, (1989)

en Alemania,Rodriguezy col., (1989)y Sobrino y col., (1991)en Españay Lewus y col.,

(1991)en EE.UU.Onóslactobacilosaisladosdurantela fermentaciónde aceitunas(Jimenezy

col., 1990),pepinillos(Daschely col., 1990)y otrosproductosvegetales(Tobay col., 1991),

y del intestinode niños lactantes(Tobay col., 1991)producentambiénbacteriocinas.

Lasbacteriocinasoriginadasporlactobacilosde origencárnicoy, concretamentepor Ib.

sake,podríanutiizarsecomo factoresde seguridadhigiénicaen lascarnesfrescasrefrigeradas

y enotrosderivadoscárnicos.De las descritas,hastaahorala sakacinaA y lactocina5 poseen

un espectroantimicrobianoreducido,mientrasla sakacinaM esactivafrentea otrasbacterias

lácticasy frentea bacteriasGram-positivasde los génerosClostridium,Propionibacterium,

Listeria y Staphylococcus,pero no frentea Bacillus ni frentea bacteriasGram-negativas

incluidasS. typhirnurium y Y. enterocolitica (Cintasy col., 1992; Sobrino y col., 1992).

Convienedestacarquela lactocina5 y la sakacinaM (Sobrinoy col., 1992)sonlantibióticos

queparecenposeerla misma secuenciade aminoácidos.Estaobservaciónpermitesurgerirla

existenciaen elgéneroLactobacillusde bacteriocinas,cuyapresenciaya seha demostradoen

Lactococcus.Asimismo, las bacteriocinasproducidaspor lactobacilosde origenvegetal

podríanutilizarsepara aseguraruna fermentaciónsegurae higiénicaen la obtenciónde

alimentosvegetales.
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II. 6. 8. 3. - Bacteriocinasproducidasporespeciesdel géneroLeuconostoc

Se ha observadoque hay especiesdel géneroLeuconostocque tambiénproducen

bacteriocinas(Tabla11.9). Diversascepasde Leuc. gelidum producenbacteriocinasactivas

frente a otras bacteriaslácticasy frente a List. monocytogenes(Ahn y Stiles, 1990a;

Charmaigney Shaw, 1990); la leucocínaA de Leuc. gelidum UALI87 esun péptidode 37

aminoácidosy un pesomolecularde 3.930daltonscuyasíntesisestámediadapor un plásmido

de 76 megadaltons(Hastingsy Stiles, 1991; Stilesy Hastings,1991).

Se hacomprobadorecientemente,queunacepade Leuc. mesenteroidesproduceuna

bacteriocina,mesentericina5, cuyoespectroantimicrobianoesmuy reducidopero esactiva

frenteaList. monocytogenes (Dabay col., 1991);otracepade la mismaespecieproduceun

leuconocina8, con un espectroantimicrobianomásamplio, al pareceresuna glucoproteina

porquesuactividadseinactivaporel enzimaalfa-amilasa(Lewusy col., 1992).

II. 6<8. 4. - Bacteriocinasproducidasporespeciesdel géneroCarnobacteriunz

Los microorganismosdel géneroCarnobacteriumproductoresde bacteriocinasse

muestranenla Tabla11.10. Schillingery Holzapfel.(1990), fueronlos primerosen describirla

producciónde bacteriocinaspor estegénero.Posteriormente,se ha señaladoque Cariz-

piscicola UAL26 produceun bacteriocinaactivafentea bacteriasGram-positivasincluidas

especiesdeBacillus y Clost¡idium (Ahn y Stiles, 1990a), mientrasCariz. piscicola LVI7

origina dos bacteriocinas,una mediadaporun plásmido de 40 MDa y la otra por otro de

49-MDa. Los últimos resultadosde lapurificaciónde estascarnobacteriocinasA y B, indican

queen mediosde cultivo apropiadosambaspresentantresformasactivasduranteel desarrollo

del microorganismoproductor(Stilesy Hastings,1991).
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Sttoffelsy col., (1992),han descritootra bacteriocina,lacarnocinaU149, producida

porunacepano biencaracterizadade Carnobacteriumsp. Estabacteriocinaesun lantibiótico

de 35 a37 aminoácidosy un tamañomolecularde4.635daltons.

II. 6- 8. 5. - Bacteriocinasproducidasooresneciesdel géneroPediococos

La Tabla11.11 muestralascaracterísticasmásrelevantesdelas bacteriocinasproducidas

por los pediococos.LapediocinaA deP.pentosaceusFBB6í la origina unacepaaisladade

pepinillosfermentados,cuyaproduccióne inmunidada labacteriocinaestácodificadaen un

plásmidode 13,6 MDa. Estabacteriocinaesactivafrentea otrasbacteriaslácticasy frentea

microorganismospatógenoscomo CI. botulinuin,Liszt monocytogenesy Staph. aureus

(Daeshely Klaenhammer,1985Klaenhammer,1988).

La pediocina“Bac” producidaporP. pentosaceusFBB63,tambiénde origenvegetal,

estáasociadaa un plásmidode 10,5 MDa, aunquesedesconocesí su inmunidadseencuentre

asociadaal mismo plámido.Estabacteriocinaesantagonistade diversosmicroorganismos

patógenosquepuedenpresentarseen los alimentos,entrelos que seincluyen Staph.aureus,

fi. cereus y Str.faecalis (Flemingy col., 1975).

De embutidoscrudoscuradossehaaisladoPediococcusacidilactici H, cuyapediocina

AcH poseeactividadantimicrobianafrente a diversasbacteriasGram-positivasentrelas quese

incluyen Cl. perfringens,List. monocytogenesy Staph. aureus, así como bacterias

Gram-negativascomoA. hydrophita y Rs.putida.La bacteriocinaseencuentracodificadaen

un plásmidode 7,5 MDa y poseeun tamañomolecularde 2.700 daltons(Bliunia y col., 1987;

Biswasy col., (1991)).La adsorciónde la pediocinaAcH en la paredcelularde las células

sensibles,pero no de las resistentes,originarápidamentela muertecelular (Bhunia y col.,

1991).Además,es activaen un rango de pH de 2,0 a 9,0, y permaneceestabledespuesde
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tratadaa95 0C durante15 minutos(Stilesy Hastings,1991).Laactividadantimicrobianadela

pediocinaAcH se pierdeal tratarlaconlas proteasasIX, IV y K, cripsina, quimiotripsinay

ficina. Sin embargo, los enzimasRNasa,lipasay algunossolventesorgánicosno influyen en

su actividadinhibidora.

Finalmente,convieneresaltarque los resultadosde Mortlagh y col. (1992) han

demostradoque la pediocinaAcH consisteen un prepétidode 62 aminoácidos,de los que44

constituyenla bacteriocinaactiva. La secuenciade nucleótidosdel gen estructuralde la

pediocinaAcH esigual quela delapediocinaPA-1, a] igual quela secuenciaciónparcialde los

primeros23 aminoácidosde la pediocinaAcH conrelaciónala PA-1.

La pediocinaPA-1 producidapor P. acidilactici PAC 1.0 procedentede un cultivo

comercial,estámediadapor un plásmidode 6,2 MDa llamadopSQII y poseeun tamano

molecularde unos 16.500daltons(Gonzalezy Kunka, 1987).Estacepa,al contrarioqueP.

pentosaceusno utiliza los azúcaresmelobiosao rafinosa.Existenpruebaqueindicanquela

utlilización de la sacarosaporP. acidilactici PAC 1.0 y la producciónde la bacteriocinase

encuentrancodificadosen diferentesplásmidos.La bacteriocinaesactivafrentea diversas

cepasde P. acidilacticí, P. pentosaceus,Ib. plantarum,L. casel,Ib. bifernzentans,y Leuc.

mesenteroidessubesp,dextranicumy List. monocytogenes(Pucci y col., 1988 ). Sin

embargo,no es activafrente a Lact. lactis, Lact. lactis subespdiacetylactis,Str. ci’-emoris o

Str. thermophilus.

Pucci y col., (1988),han observadoque la pediocinaPA-l es activa frente a muchas

bacteriaslácticas y List. rnonocytogenes.La inhibición de List. monocytogenspor esta

bacteriocinaseha observadoen salchichas(Berry y col., 1991)y en carnerefrigerada(Nielsen

y col., 1990).
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Los últimos resultadosexperimentalesindican que la pediocinaPA-1 posee44

aminoácidosno modificadosy un tamaño molecular de 4.640daltons, mientrasla zona

N-terminalde su secuenciaes similara las de la sakacinaA, leucocila A y curvaticina A,

poseyendoen comúncon las 2 últimas bacteriocinas,16 y 13 aminoácidosrespectivamente

(Nieto y col., 1992).Maruggy col., (1992)han señaladoque son4 los genesinvolucradosen

la síntesisy expresiónde la pediocinaPA-1 P. acidilactici PAC 1.0 de los que uno es

estructural.

II. 7. - BACTERIAS LÁCTICAS PRODUTORASDE BACTERIOCINAS EN EL

CONTROL DE MICROORGANISMOS ALTERANTES Y PATOGENOS

Comosededucede lo descritoanteriormente,la ideade utilizar bacteriaslácticasenel

controlde microorganismosalterantesy patógenosde los alimentosno esnueva.Los primeros

resultadosexperimentalesse obtuvieronutilizandobacteriaslácticasantagonistasdeldesarrollo

de otros microorganismos,por mecanismoshastaentoncesdesconocidoso poco estudiados

(Raccachy Baker, 1978). Posteriormenteseutilizaron en diversosproductoscárnicoslas

bacteriaslácticas comoalternativaal empleode nitratos y nitritos estudiandosesu acción

antagonistatanto en la síntesisde toxinasbotulínicas(Okerekey Montville, 1991; Tanakay

col., 1980), como en la inhibición del desarrollode microorganismosproductoresde

toxiinfeccionesalimentarias(Harding y Shaw, 1990; Nielseny Zeuthen, 1985) y en la

produccióndeaflatoxinaspormohostoxigénicos(Karunaratney col., 1990).En los ultimos

años,se ha determinadola actividadantagonistade las bacteriaslácticasproductorasde

bacteriocinasy de suspropiasbacteriocinasendiversossustratosalimentarios.Deestamanera

se ha evaluadosu potencial tanto en las carnesfrescascomo en los derivadoscánicos

(Foegedingy col. 1992; Schillinger y col., 1991). Con el mismoenfoqueestosestudiosse

han extendidoa la lechey derivadoslácteos(Pucci y col., 1988), y a diversosproductos

vegetales(Harrisy col., 1992).
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No obstante,a pesar de los resultadostan esperanzadoresobtenidos,existe la

convicciónexpresadapor algunos investigadores,de que la actividadantagonistade las

bacteriaslácticas y de sus bacteriocinas,se está evaluandosin conocertodavía sus

característicasbioquímicas,inmunológicasy genéticasmásrelevantes(Hernándezy col..

1993).De ello se derivanuna seriede cuestionescomo:

a) demostrarexperimentalmentela síntesisde bacteriocinasen los sustratos

alimentanos,

b) averiguar la existenciade posiblessistemasde regulaciónde la síntesisde

bacteriocinasen dichossustratos,

c) conocersu cinéticade destrucciónporenzimasproteolíticosendógenosde los

alimentos,

d) estudiarla actividadantimicrobianaconjuntadedoso másbacteriocinasparaevitar

el desarrollode microorganismosresistentesacadaunadeellas,

e) profundizarmás en las relacionesde estructura/actividad,para construirasí

péptidossintéticoscon actividadantimicrobiana,realizar fusionesgenéticasde

variasbacteriocinas,o aplicartécnicasde ingenieríade proteínasparaincrementar

su actividad,

f) mejorarlos conocimientossobreala inmunidady resistenciaa las bacteriocinasde

las bacteriaslácticas,

g) construir vectoresgenéticosque expresenvarias bacteriocinasy que sean

fácilmentetransmisiblesa las bacteriaslácticas.

De acuerdocon lo anteriorpodrianbuscarsesolucionesa los problemasdetectados.

Así, por ejemplo, se sabeque la nisina es poco soluble a un pHs próximos a 6, que

interaccionacon los fosfolipidos,y queno difundefácilmente,queesinactivafrenteamuchos

microorganismosalterantesy patógenosy queel microorganismoquela produceLact. lactis,
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no sedesarrollaenmuchossustratosalimentarios.Uno delos mayoresproblemasdelposible

empleode la nisinaen la carney derivadoscárnicos,essupocasolubilidadal pH de lacarne

y, suproducciónin situ, porunacepaque no sedesarrolla,ni sintetizanisinaa temperaturas

de refrigeración.En el casode la sakacinaA deL.sake Lb706,se ha demostrado,queademás

deposeerun espectroantimicrobianomuy reducido,su actividadesmenoren los sustratos

cárnicosqueen los mediosde cultivo y que suactividaddecrececon el tiempo (Schillingery

col., 1991). Además,estemicroorganismoes acidúricoy rebajamuchoel pH final de los

sustratosen que seencuentra,lo que puedelimitar su utilidad en los productoscái-nicos no

fermentados.Los microorganismosdelgéneroCarnobacterium,aunquesonmenosacidófilos,

sonheterofementativosy producenpequeñasconcentracionesde CO2.

II. 8. - TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS DE INTERÉS EN LA DETECCIÓN Y

CARACTERIZACIÓN DEBACTERIOCINAS

La industria alimentariademandasistemascadavez mássensiblesy rápidos,para

detectary cuantificaren los alimentosla presenciade contaminantesbióticos o abióticosy la

existenciade componentesañadidosintecional o fraudulentamente.Paraello, se han

desarrolladotécnicasque puedenutilizarsecon estefin. Este es el casode los métodos

inmunológicosque empleanreactivosmarcadosy que hanadquiridoen los últimos añosuna

importanciaconsiderablecomo métodosanáliticos.Los métodosinmunoenzimáticos(ELISA)

seestánempleandoen áreasquepreviamenteestabancubiertaspor los métodosradiométricos

(RíA) y de inmunofluorescencia(IF).

Convieneseñalarque los resultadosobtenidoscon la inmunofluorescenciason

subjetivos,difíciles decuantificary ademássu manejorequiereun personalmuy cualificado;

porel contrario,el radioinmunoensayoesobjetivoy automatizable,perotieneel inconveniente

del posible riesgo de contaminaciónde los operariosy de los alimentoscon materiales
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radioactivos,ademásde la posible contaminacióndel ambienteal eliminarselos residuos

radiactivos.Los métodosinmunoenzimáticos(ELISA) sonobjetivosy automatizables,están

exentos de riesgospara los operariosy los reactivos utilizados son estables.Estas

características,ademásde la utilizacióndeequipossencillosy baratos,permitenel desarrollo

de las técnicasinmunoenzimáticasen laboratorioscon recursoseconómicoslimitados.

II. 8. 1. - Métodosinmunoenzimáticos(ELISAi

Los métodos inmunoenzimáticos,conocidos como ELISA (Enzvme-Linked

ImmunosorbentAssavs\se basan(Engvall y Períman,1972;VanWeemeny Schuurs,1972)

enque tanto los antígenoscomo los anticuerpospuedenunirsea un enzima,lo queles confiere

actividadinmunológicay enzimática.En estosensayosel antígenoo el anticuerpose unen

corrientementea un soportesólido, lo que facilita la separaciónde los reactivoslibres. Se ha

observadoquetanto los antígenoscomolos anticuerposseadsorbeneficazmentea Jacelulosa,

poliacrilamida,nylon, poliestireno,polivinilo, y polipropileno, empleadosen formade tubos,

bolitas,discoso microplacas.

Como se hamencionado,unaparteesencialdel métodoesla conjugación(unión) del

anticuerpoo del antígenocon un enzima.Porello esconvenientequeel enzimaestépurificado,

que seamuy activo, barato,fácil de obtenery queal reaccionarconel sustratoorigine un

productofácilmenteobservabley medible.Aunquepuedenemplearsemuchosenzimas,los

másutilizados paraestefin sonla peroxidasade rábano,la 13-galactosidasay la fosfatasa

alcalina(Voller y col., 1986).

La eleccióndel sustratoestambiénimportanteen las metodologíasELISA. El sustrato

debeserestabley soluble,antesy despuésde la degradación.El enzimaperoxidasaderábano
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utiliza comosustratoel peróxidode hidrógeno,requeriendola presenciade un donantede

hidrógeno que, al oxidarse, origina un compuestocoloreado que puede medirse

espectrofotométricamentey cuyaconcentraciónesproporcionala la actividaddel enzimasobre

el sustrato.Los donantesde hidrógenomásempleadossonla o-fenilendiainina(OPD),el ácido

2,2’-azino-di- (3-etil-benzotiazolina)sulfónico (ABTS), el ácido5-aminosalicílicoy la 3,3’,

5,5’ - tetrametilbenzidina,aunqueexistenmuchosmás.En el casode la 13-galactosidasa,el

sustratomásutilizado esel Q-nitrofenil-13-D-galactopiranósido(ONPG) y parala fosfatasa

alcalinael~-nitrofenil fosfato (PNPP)(Tijssen, 1985).

De los métodosinmunoenzimáticos(ELISA) existenvariantesmetodológicasdistintas

paradetectare identificar los antígenoso anticuerposen las solucionesbiológicascomplejas.

Deellaslas másutilizadassonelELISA indirecto,el competitivoy el sandwich.En la técnica

del ELISA indirecto (Figura 2.2), el antígenoseinmoviliza por adsorciónpasivaen una

superficieinerte; los anticuerposespecíficosreconocenal antígenoy el complejoformadose

detectacon un segundoanticuerpomarcadocon un enzima,quereconocecomoantígenoal

anterior,o biencon un conjugadodeProteínaA-enzima. La reacciónsevisualizaporqueel

enzima,al actuarsobreel sustrato,libera un compuestocoloreado.

En la técnicadelELISA competitivo(Figura2.3),el anticuerpoespecificoseinmoviliza

sobreuna superficieinerte, luego se añadeun conjugadoenzima-antígenode concentración

conocidamezcladocon la muestraproblema.Utilizandocomocontrol otropocillo, al queno se

añadela muestradespuésde adicionadoel sustrato,ladiferenciade colorentreambospocillos

es indicativade la concentraciónde antígenoen la muestraanalizada.

En la técnicadel ELISA sandwich(Figura2.4), el anticuerpoespecífico(Ac- 1) se

inmovilizaen una fasesóliday actúacomo anticuerpodecapturadel antígenoproblema.El
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produciabacteriocinas.

De acuerdocon los resultadosobtenidospor el personalde esteDepartamento,los

métodosinmunoenzimáticos(ELISA) sonmuy útiles paradetectary cuantificaranticuerpos

policlonalesde los componentesde los alimentos.Porello, pensamosque la caracterización

inmunológicade lasbacteriocinaspermitiriaconocerlaexistenciade regionesdehomología

antigénicacon otrasproducidasporbacteriaslácticasdistintas,ademáspermitiriadetectaríasen

los sobrenadantesde los mediosde cultivo y en sustratosalimenticioscomola carney diversos

derivadoscárnicos.
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1.- Antígeno adsorbido al pocillo

2.- Anticuerpos específicos que
reconocen al antígeno

3.- Antiinmunoglobulinas o Proheina
A, conjugadas a un enzima y que
reconocenel complejo antígeno-
anticuerpo

• u
E U

E E

má.
4.- Adición del sustrato enzímátuico

Figura2. 2.- Diagramaesquemáticode la técnicadelELISA indirecto.

E
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1— Anticuerpo adsorbido al pocillo

9
¡

2a.— Adición de la mezcla
antígeno—enzima con
la muestra problema

lEte

$
2b.- Adición del conjugado

antígeno-enzima

E E E

E FE EE E

3a.- Adición del sustrato
enzimático

U
ME

u
~E4=EU~

3b.- Adición del sustrato
enzimático

U... ml
E E.

E4EE4 FE fE

Diferencia de color entre 3a y 3b Antígeno desconocido

Figura 2. 3.- Diagrama esquemático de la técnica del ELISA competitivo.
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1.- Anticuerpo adsorbido al pocillo

2.- Anticuerpo capturado por un
anticuerpo especifico

L- Anticuerpos espec{ficos marcados
con un enzima que reconoce al
antígeno anclado

4.- Adición del sustrato enzimático

Figura2. 4. - Diagramaesquemáticode la técnicade ELISA sandwich.

E
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1.- Anticuerpo adsorbido al
pocillo

2.- Anticuerpos específicos,
conjugados a la biotina,
que reconocen al antígeno.

E174-E

E

E E

3.- Avidina mar
enzima,que
biotina

cada con un
reconoce la

U• E~vN~E
ME E

E EM

4.- Adición del
enzimático

Figura2. 5. - Diagramaesquemáticode la técnicadel ELISA indirecto, utilizando

anticuerposbiotinizados.

sustrato
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III. 1. - MATERIALES

III. 1. 1. - Material biológico

III. 1. 1. 1. - Microorganismosempleados

Las bacteriaslácticasutilizadasen la realizaciónde estetrabajoseaislaronde embutidos

crudoscurados,elaboradossin añadirlesningúncultivo iniciador industrial,en la Escuelade la

Carnede la FederaciónMadrileñade la Carne,Madrid. Las cepasseaislaronsiguiendoun

métodoaleatorioy lamayorparteseidentificarontentativamentecomoPediococcussp. según

elesquemade identificacióndeSchilingery Lucke(1987b).

LaTabla111.1 muestralos microorganismosutilizadoscomo indicadoresparaevaluarla

actividadantimicrobianade las bacteriaslácticasde los embutidoscrudoscurados,asícomoel

origende aquéllos.Todos los microorganismosseconservaronliofilizados en un medio de

lechedescremadaal 10% y, a veces,congeladosa - 20 0C encaldonutritivo con un 15% de

glicerol. Cadadosmesesserevitalizabanmediantedoso trespasesen caldonutritivo.

III. 1. 1. 2. - Enzimasy proteínas

Los enzimasproteoliticosempleadosen la caracterizaciónde la sustanciaantimicrobiana

producidaporPediococcussp 347 fueron suministradospor “Merck” y “Sigma”(’).

Las proteínasestándar,de pesomolecularconocido empleadasen las técnicas

electroforéticas,fueronsuministradaspor “Pharmacia”.

<1) La cita de marcas comerciales no significa que el autor las recomiende con preferencia a otras del
mercado.
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III. 1. 1. 3. - Obtenciónde los inmunosueros

Los inmunosuerosse obtuvieronpor inoculaciónde la sustanciaantimicrobiana

parcialmentepurificadadePediococcussp. 347 en conejosmachosde raza“New Zealand”,

de 2,5 - 3,0 Kg de pesovivo, cedidospor el animalariodel Departamentode Cirugía

Experimentaldel HospitalMilitar Central “GomezUlla” de Madrid

III. 1. 1. 4. - Productosy reactivos

Los productosquímicosutilizadosen las experienciasdescritasen estetrabajo fueron

de calidadreactivoy procedíande las siguientesfirmas: “Merck”, “Probus”, Sigma’, “Fluka”

y “Panreac”.

Los productosutilizadosen las experienciasmicrobiológicasprocedíande las firmas

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

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

En las técnicas cromatográficasy electroforéticasse emplearon productos

suministradospor “Pharmacia” y “Bio-Rad” y los utilizadosen los ensayosenzimáticos,

inmunológicose inmunoenzimáticos,lo fueron por “Sigma”, “Difco”, “Pharmacia” y

“Nordik”.

III. 1. 2. - Materialde laboratorio

En lapreparaciónde los mediosde cultivo y solucionesacuosasseha empleadoagua

destilada,obtenidacon un destilador“Afora” y desmineralizadaen un intercambiador“Seta”

mod. R600.
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TablaIII. 1. - Microorganismosindicadores empleadospara evaluar la actividad

antimicrobianade las bacterias lácticas aisladasde embutidoscrudos

curados.

Microorganismoindicador Cepan9 Origena

Bacterias Gram-nos¡tivas

Bacillus cereus 9139 ATCC
Bacillus subtilus OGí CPB
Bacillus subtilus BD630 CPB
B. stearotermophilus 49 CEO’
Brochotrixthennosphacta 10018 NCIB

Carnobacteriumdivergens Lvl3 FRIB
Carnobacteriumpiscicola MR371 FRIB
Clostridiumbotulinuni 551 CECT
Clostridiun¿peífringens 376 CECT
Closrridiumsporogenes C522/10 CPB
Clostridium tyrobut9ricurn 3,5CT CPB
Clostridium yrobutvricum 1754 NCDO

Enterococcusfaecalis FF1 CPB
Enterococcusfaecalis(y. liquefaciens) 184 CECT
Enterococcusfaeciuni 410 CECT

Lactobacillusacidophilus 4356 ATCC
Lactobaciltusbrevis Lb226 IMTH
Lactobacillusbulgaricus 11842 ATCC
Lactobacilluscarnis Lv6l FRIB
Lactobacilluscasei 334 ATCC
Lactobacilluscurvatus 2739 NCFB
Lactobacillusfarciminis Lb34 IMTH
Lactobacillusfermentum 9338 ATCC
Lactobacillusfermentum 285 CECT
LactobacillusI2elveticus 15009 ATCC
Lactobacillusmesentericus 394 CECT
Lactobacillusmesenteroides MR364 FRIB
Lactobacillusplantarurn 221 CE~T
Lactobacillusplantarum Lb577 1 MT H
Lactobacillusplantarunz MR371 FRIB
Lactobacillusplantaruni 1193 NCDO
Lactobacillusí-euteri 20016 DSM
Lactobacillussaliva’-ius 2747 NCFB
Lactobacillussake Lb684 [MTH
LactobacillussaLe 2714 NCFB
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TablaIII. 1. - (continuación)

Microorganismoindicador Cepan~ Origena

Lactococcuscreniol-is 117 CPB

Leuconosíoccreinoris 1275 CPB

Listeria innocua
Listeria tnonocytogenes
Listeria rnonocytogenes
Liste¡-¡a monocytogenes
Listeria rnonocvtogenes
Listeria nwnocytogenes

86/26
5105
7973
Ll5svl/2
LIlsv4
ScottA

CPB
NCTC
NCTC
FVM
FVM
CEO’

Micrococcusvarians 230 CEO’

Pediococcuspentosaceus
Pediococcuspentosaceus

FBB63
PCi

CPB
CPB

Propionibacteriumacidipronic
Propionibacteriumsp.
Propionibacteriuin sp.

563
P4
P6

NCDO
CPB
CPB

Staphylococcusxylosus
Staphylococcusaureus
Staphvlococcusaureus
Staphylococcusaureus
S¡aphvlococcusaureus
Staphylococcusaureus
Staphvlococcuscarnosus

237
137
196E
349
361
472
Mcl

CEO’
FRI
FRI
FRI
FRI
FRI
CPB

Strejnococcusthermophilus
Streptococcusthermophilus

ST112
5T20

CPB
CPB
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TablaIII. 1. - (continuación)

Microorganismoindicador Cepan9 Origena

Bacterias G ra¡n-nei~ativas

Enterobacter cloacae
Escherichiacoli
Escherichia coli enteropatógeno

194
BW545
B41

CEO’
MIT
IEKC

Pseudomonasfluorescens
Pseudo¡nonasfluorescens
Pseudomonasfluorescens

DC5
DC7
NTl 9

FRIB
FRIB
FRIB

Scslmonellarhvphi
Salmonetíathyphimurium
Saltnonellaíhvphimu¡-ium

409
443
T91

CEO’
CEO’
CENAN

Yei-siniaeníerocolitica
Yersiniaenterocolítica
Yersiniaenterocolítica

WA
E20
14405

DHHS
NCTC
IPP

Abreviaturas:CECT, ColecciónEspaÑoladeCultivos Tipo (Burjasot,Valencia); CENAN.CeníroNacional de
Alimentacióny Nutición (Majadahonda,Madrid); CPB,ColecciónProyectoBridge; DHHS,p=~iof HcalÉhand

ibirnanThyL’ (WashingtonDC. USA>; FRI, FoodResearchInstitute IMadison, USA); FRIB, Foed
ResearchInstitute (Bristol, Gran Bretaña);FVM, Facultadde Veterinaria (Madrid); IEKC. International
EseherichiaandKlebsietlaCentre(Copenhage,Dinamarca);IMTH, InstituteOir Mikrobiology. Toxicology and
Histotogy(Kulmbach.RFA); tPP. Instituto Pasteur(Paris. Francia); MIT. MasachussetsInstitute of
Technology(Boston.USA); NCIB, NationalCoUectionof Industrial and Marine Bacteria(Aberdeen. Gran
BretaÑa); NCTC, NationalCollectionof typeCultures(Londres,GranBretaña).
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Las pesadasordinariasserealizaronen balanzasmonoplato“Sauter” mod. S-l000y las

de precisiónen balanzasanalíticas“Sartorius” mod. 2443 y “Microwa” mod. 6620. Para

equilibrarlas muestrasa centrifugarseutilizó unabalanzabiplato “Cobos” mod 28.

Los ajustesy determinacionesde pH sellevarona cabocon pH-metros“Crison” mod.

Digit 501 y “Radiometer”mod.28.

Las esterilizacionesde los mediosde cultivo y de las solucionescuyanaturalezaasílo

permitíaserealizaronen autoclaves“Averly” y “Selecta” mod. 437-U. La esterilizacióndel

materialde vidrio seefectuóporcalor secoen una estufade aire forzado“Heraeus” mod.

KFTU-K . La esterilizaciónde otrassolucionessellevaron a cabopor filtración con filtros

“Millipore” de 0,22 y 0,45 gm de diámetrode poro.

Las homogenizacionesserealizaronen un homogenizadorStomacher“Colworth” mod.

400.

Las centrifugacionesse efectuaronen una centrífugarefrigerada“Sorvalí” mod.

RC-5B, equipadacon rotoresSS-34y USA y en la microcentrífuga“Heraeus”Christ, mod.

Biofuge,equipadacon un rotor tipo 1220.

Las siembrasmicrobianasseefectuaronen unacámarade flujo laminar “Telstar” mod.

CE-A. Las incubacionesseefectuaronen estufas “Heraeus” , mods. KB-500 y 86200 y

“Selecta”, mod. Termotronie338, termostatadasa la temperaturadeseada.Los tratamientos

térmicose incubacionesquerequeríanun controlmásprecisode la temperaturaserealizaronen

bañosde aguao de glicerinaprovistosde termostatos“Selecta”,mod.Tectron.
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El crecimientode los cultivos microbianosseestimópor turbidometría,utilizando un

colorímetro “Klett-Summerson”mod. 800-3.Los recuentosmicrobianosse efectuaronen un

contadordecolonias“WTW” mod. BZG-24.Las observacionesmicroscópicasse realizaron

en un microscopioóptico “Nikon”, mod. L-Ke, equipadocon un dispositivode contrastede

fases.

Las determinacionesespectrofotométricasse llevarona caboen espectrofotómetros

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

impresoratérmica“Kontron”, mod.Uvikon LS Thermoprinter4B.

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

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

AKR y “Liebherr” y en un armariofrigorífico termostatadoa4 0C±1 0C construidopor una

firma local.

Las liofilizacionesseefectuaronen un aparato“TerruzziMelvisa”, mod. TP-3.

Las cromatografiasdefiltración en gelesserealizaronutilizandocolumnasde diferentes

dimensionesde las marcas“Pharmacia” y “Wright”. Las fraccionescromatográficasse

recogieronen colectoresde fracciones“ LKB-Bromma”, mod.7000Ultrarac,y 2212Helirac.

La electroforesisen gelesde poliacrflamidacon dodecil sulfatosódicose realizaronen

una cubeta de electroforesis“Bio-Rad”. mod. ProreanII, empleandocorno fuentede

alimentaciónun aparato“Shandon”,mod. SAE 2761.
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En los ensayosinmunoenzimáticos(ELISA), se emplearonplacasde ELISA marca

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

ELISA “Titertek Multiskan” mod. Plus.

En la determinaciónde la composiciónaminoacfdicade la sustanciaantimicrobiana

parcialmentepurificadaporcromatografíalíquida de alta resolución(HPLC), seempleóun

cromatógrafoBeckmanmod. 332, dotadode unacolumna(25 cm x 4,6 mm) de fasereversa

SpherisorbODS-2 (Supelco)y un detectorU.V. Beckmanmod. 160. El cromatogramase

obtuvo en un integradorHewletPackardmod. HP-3394A.

Comomaterialgeneralde laboratoriosehanutilizadopipetas,micropipetasautomáticas

“Uilson”, mods. P20, P-200, P-l000, agitadores,mecherosde gas, termómetros,etc. El

materialdevidrio empleadofué siempredeltipo “Pirex”.
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111.2. - MÉTODOS

III. 2. 1. - Medios de cultivo parael crecimientode los microorganismos

III. 2. 1. 1. - Medios de cultivo empleadosen el crecimientode las bacterias

lácticas

1. - Mediode Man.Ro~osay Sharoe(MRS. de “Oxoid”’>

g/l

10,0Peptona

Extractode carne 8,0

4,0Extractode levadura

Dextrosa

Acetatosádico

Fosfatodipotásico

Citrato triamónico

Sulfatomagnésico

Sulfatode manganeso

Tween80

pH 6,2

20,0

5,0

2.0

2,0

0,2

0,05

1 ml

Preparación

Sesuspenden52 g del medio MRS en 1000ml de aguadestiladacalentandola solución

hastasudisolucióny esterilizándolaen un autoclavea 121 0C durante15 minutos.Cuandoel

medio sedepositabaen placasdePetri, a los componentescitadosseles añadía10,0 g de agar

Contiene:
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bacteriológico(“Difco”) y 7,5 g cuandoseelaborabael agarde MRS semisólidoparalos

experimentosde inhibición.

2 - Medio mínimo-Triotosa<MM-Triytosa’

>

Contiene: g/l

Triptosa 15,0

Dextrosa 10,0

Extractode levadura 5,0

Clomrosódico 2,0

Citrato amónico 2,0

Fosfatopotásicodihidrogenado 1 ,0

Fosfatodipotásico 1,0

Sulfato magnésico 0.20

Sulfato manganeso 0,05

Sulfato ferroso 0,01

Tween80 lml

pH 6,1

Una vez disueltoslos componentescitadosen 1000 ml de agua destilada, la

preparaciónde estemediosecontinúasiguiendolas instruccionesdescritasparael medioMRS

(SecciónIII. 2. 1. 1.). Se empleóestemedioporque carecedecomponentescomplejos,lo

que facilita la purificaciónde las sustanciasantimicrobianasproducidaspor las bacterias

lácticas.
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III. 2. 1. 2. - Medio de cultivo carael crecimientode microorganismosindicadores

distintosde lasbacteriaslácticas

1. Caldode infusión de cerebroy corazón(BHI. “Oxoid”)

g/lContiene:

Extractode cerebro

Extractode corazón

Proteasa-peptona

Cloruro sádico

Dextrosa

Fosfatodisódico

12,5

5,0

5,0

5,0

2,0

2,5

pH 7,4

P¡rparación

Sesuspenden37 g delproductodeshidratadoen polvo en un litro de aguadestilada.Se

continúacomosedescribea propósitodel medio MRS (SecciónIII. 2. 1. 1.).

III. 2. 1. 3.- -Medio oaracultivos mixtos de bacteriaslácticasy microorganismos

osicrotrofos

1. CaldoconTweenparatodoslos propósitos(APT. “Difco”

)

Contiene:

Triptona

Dextrosa

g/l

12,5

10.0
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Extractode levadura 7,5

Citrato sódico 5,0

Cloruro sódico Si)

Fosfatodipotásico 5,0

Sulfatomagnésico 0,8

Cloruro de manganeso 0,14

Sulfatoferroso 0,04

Clorhidratode tiamina 0.001

Tween80 0.2

pH 6,7

Preparación

Se suspenden46,2 g del polvo deshidratadoen un litro de agua destilada,

suplementandoel medio con 10 g de peptona(“Difco’) y 8 g de extractode carne(“Oxoid’).

Lapreparaciónulteriordel medioesidénticaa la señaladaparael medio MRS (SecciónIII. 2.

1. 1.1). Cuandoel mediosedepositabaen placasde Petri seles añadían12 g de agar(”Difco”)

por litro.

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

curados

Parael aislamientode las bacteriaslácticasserecogieronasépticamente20 g de la

porcióncentralde los chorizos, que sehomogenizarondurante10 minutosen 180 ml de un

medioque conteníapeptona(1 g) y cloruro sódico(8,5 g), en aguadestilada.A continuación,,

se sembraronalícuotasde las muestrashomogenizadasen sistemade doblecapa.en placascon
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MRS-agar.

De las coloniascrecidas,sereplicaron800 siguiendoel métodoaleatoriodescritopor

Ordóñezy col., (1979)evaluandosu actividadantimicrobianadirectafrentea L.frrmemurn

CECT285.Las coloniasseleccionadasde la forma descritaen la sección111.2.3.2.1por su

actividadantimicrobianadirecta,serecogieroncon un asade platino y sesembraronen tubos

que conteníancaldo MRS, manteniendolos tubos durante16h a 32 0C. A los cultivos

obtenidosseles adicionéun 15%de glicerol estérily se almacenaronencongelacióna -20 0C

hastasu posteriorutihzac¡on.

III. 2. 3. - Actividadantimicrobianade las bacteriaslácticasselecionadas

III. 2. 3. 1. - Solucionestampónemoleadas

1) Tampónde fosfato4 mM, pH 7,0.

a. Soluciónde Na
2HPO4:

Contiene0,76 g de Na2HPO4en 1 litro de aguadestilada.

b. Soluciónde NaH2PO44 mlvi:

Contiene0,55 g de NaH2PO4en 1 litro deaguadestilada.

Preparación

Seañadela solución(b) a la (a) hastaquesu pH alcanzael valorde 7.0.
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III. 2. 3. 2. - Pruebadirectade antagonismo

III. 2. 3. 2. 1. - Pruebadirectade antagonismoporsiembraen picadura

Estatécnicaseempleóparaevaluar la actividadinhibidora de un gran númerode

bacterias.Las coloniasdesarrolladasen placasde agarMRS serecogieroncon palillos estériles

y se replicaronpor siembraen picaduraen dos placasde agar MRS. En cadaplaca se

depositaron24 cepasy las placasseincubarondurante6 horasa 32 oc parapermitir a los

aisladosreiniciar su crecimiento.Después,en una de las placasen las que sembraronpor

picaduralas coloniasseleccionadas,sedepositólacepaindicadorade L.Jérrnentun CECT285

en 6 ml del agar MRS (0,8% de agar),a una concentraciónde aproximadamente3 x i0~

células.Unavez incubadaslas placasdurante24 h a32 0C, serecuperaronal azar, para su

posteriorestudio,las cepasque exhibíanmayoresy mejoreshalosde inhibición.

III. 2. 3. 3. - Detecciónde la actividadinhibidorade los sobrenadantesconcentrados

libres de células

III. 2. 3. 3. 1. - Prenaraciónde los sobrenadantes

Lasbacteriaslácticasseleccionadassecultivaronen caldoMRS durante16-18 h a 32

0C, mientrasque los sobrenadanteslibresdecélulasseobtuvieroncentrifugandolos cultivos a

12.000g durante10 minutos.El pH de los sobrenadantesseajustóa6,2 con NaOH 1 N y,

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

liofilizaron y antesde suutilizaciónseconcentraron20 veces,resuspendiéndoseen el tampón

de fosfato4 mM, pH 7,0.
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III. 2. 3. 3. 2. - Actividadinhibidoraporel métododedifusión en agar

Estatécnicaconsisteen sembrar2 x 106 ufc/ml del microorganismoindicadoren 20 ml

del medio de cultivo correspondiente,depositándoloen una placade petri. Las placasse

mantienea 37 0C durante1 h y en el agarsehacenpocillos de 6 mmde diámetro,en los quese

vierten50 ~.i1del sobrenadantelibre de células.Posteriormente,las placasse incubarona4 Oc’

durante2 h y luego a 32 0C durante48 h. La actividad inhibidora de los sobrenadantesse

cuantificómidiendolas zonasde inhibición alrededorde los pocillos. Paraello seutilizó la

expresión:Diámetrodelhalode inhibición = (Radiode la zonade inhibición x 2 + diámetrodel

pocillo (ómm).

III. 2. 4. - Identificacióny caracterizaciónbioquímicade lasbacteriaslácticascon~

actividadantimicrobiana

Las bacteriaslácticasseleccionadasporsuactividadinhibidorademostradafrentea

diversosmicroorganismosindicadores,se sometierona las pruebasde identificación y

caracterizaciónrecomendadasporSchillingery Lucke(1987b).

III. 2. 4. 1. - Morfolo2íay tinción porel métododeGram

Lasbacteriaslácticasseleccionadasse tiñeronporel métodode Gramy se observaron

microscópicamenteparadeterminarsu morfología,asícomo susafinidadestintoriales.
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III. 2. 4. 2. - Pruebade lacatalasa

La produccióndecatalasaseevaluóañadiendounagotade peróxidode hidrógeno(110

vol) a una alícuotadel cultivo a analizar.Comocontrol positivo seempleó un cultivo de:

Staph.aureus.La pruebase basaen la descomposicióndel peróxidode hidrógenopor la

catalasadandoaguay oxigeno,manifestándoseesteúltimo por la apariciónde burbujas.

III. 2. 4. 3. - Crecimientoa diversastemperaturas

El crecimientoadiversastemperaturasde las cepasseleccionadasseevaluódepositando

alícuotasde cadaunade ellos en tubos de ensayoque conteniancaldo MRS. Los tubos se

incubarona las temperaturasde 4, 8, 16, 25 y 32 0C duranteperiodosvariablesde tiempo. El

desarrollode los cultivos se determinóa intervalosde tiempo regularesmidiendo su

absorbanciaen UnidadesKlett.

III. 2: 4. 4. - Toleranciaal clorurosódico

La toleranciade las bacteriasseleccionadasa la sal se evaluó en caldo MRS

suplementadocon un 7 y un 10 % de NaCí, respectivamente.El medio, unavez inoculado,se

incubó durante4 diasa 32 0C.

III. 2. 4. 5 - Toleranciaal pH de 3.9

El crecimientode los cultivos a pH 3,9 seevaluó en caldo MRS cuyo pH sehabía

ajustadoa 3,9con HCI iN. El medioseincubódurante5 díasa 32 C.
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III. 2. 4. 6 - Hidrólisis de la ar2inina

1) CaldoArginina

.

Condene: g/l

Peptona 10.0

Extractodelevadura 4,0

Fosfatodipotásico 2,0

Acetatosódico 5,0

Citrato sódico 2,0

Sulfatomagnésico 0,2

Sulfatode manganeso 0,05

L - Arginina 3.0

Tween80 1,0

Preparación

Una vez disueltoslos componentesdel medio, éstesedistribuye en tubos que se

esterilizanenautoclavea 121 0C durante15 minutos.

2.) Reactivode Nessler

a.) Solución 1.

Condene:

Yoduropotásico 7g

yoduromercúrio 10 g

Aguadestilada 40 ml
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b.) Solución2.

Contiene10 g de NaOH en 50 ml de aguadestilada.

Preparación

Unavez preparadaslas dossoluciones(y dejadaenfriarla solución2), se mezclanen

un matrazaforadode 100 ml y seañadeaguadestiladahastaenrasar.Se dejaquesedimenteeL

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

precipitado.

Sembradaslas bacteriaslácticasde interésen caldode Arginina, se incubana 32 O(

durante2 días;a 1 ml de estoscultivos se le añade1 ml del reactivode Nessler.La hidrólisis

de la arginina,con formaciónde amoniaco,produceunaalcalinidadque se manifiestapor el

desarrollode un colorentreanaranjadoy marrón.

III. 2. 4. 7. - Producciónde 2asapartir de 2lucosa

La producciónde CO2apartirde la glucosase evaluóde tresmaneradiferentes:

1.) Introduciendocampanasde Durhamen tuboscon caldoMRS decuyacomposición

se suprimeel citrato. Si las cepasproducengasdurantela incubaciónde los tubos, éstese

manifiestaporla presenciade burbujasen la campana.

2.) Colocandoen los tubosde caldoMRS taponesde agar(0,75%p/v) y observando

si durantela incubaciónde los tubos, aparecenacúrnulos(burbujas)de las quepuedenincluso

desplazarel tapónde agarde los tubos.
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3.) Observandola presenciade burbujasal desarrollarselos cultivos seleccionadosen

tuboscon agarhierrodeKlieger(“Difco”); que,

Contiene: gil

Peptona 5,0

Proteasa 5,0

Extractode carne 3,0

Extractode levadura 3<)

Lactosa 10,0

Dextrosa 1,0

Cloruro sódico 5,0

Tiosulfatosódico 0,3

Sulfatoferroso 0,2

Rojofenol 0,024

Agar 12,0

pH 7,4 ±0,2

Preparación

Sesuspendenlos ingredientedel medio en aguadestiladay secalientahastaebulición,

distribuyéndoloposteriormenteen tubosque seesterilizanen autoclavea 121 0C durante15

minutos. A continuaciónse dejansolidificar en pendiente.La producciónde gasse observa

por la fomaciónde burbujasen el medio.
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III. 2. 4. 8. - Producciónde ácidosulfídrico

III. 2. 4. 8. 1. - Técnicade Shavy E~an (1981’

>

1. Agarbase

Contiene:

de acetatode plomo(Difco).

Peptona

Proteosa

Dextrosa

Acetatode plomo

Tiosulfato sódico

Agar

gí

15,0

5,0

1,0

0,2

0,08

15,0

pH 6,6

Preparación

Se suspenden36 g del medio deshidratado,1 ml de Tween80 y 0,05 g de sulfato de

manganesoen 1 litro de aguadestilada.La suspensiónsecalientahastala ebulición y se

esterilizaenautoclavea 121 0C durante15 minutos.El medioesterilizadosedejaenfriarhasta

45 0C paradistribuirlo finalmenteen placas.

Si lascoloniasdesarrolladasen las placasincubadasa 32 0C durante3 dias producen

ácidosulfidrico,seobservaun ennegrecimientodel medio.

III. 2. 4. 8. 2. - A2ar hierrode KlieEer

Los cultivos seleccionadosse inocularonen tubos inclinadosde agarhierro de Klieger.,
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g/l

7,0

n

tanto en picaduracomo en estría. Los tubos se incubarondurante 7 días a 32 0C.

manifestándosela producciónde ácidosulfhídricopor un ennegrecimientodel medio.

III. 2. 4. 9. - Pruebade Voges-Proskauer

a.) CaldoMR-VP.

Contiene:

Peptona

Fosfatodipotásico

Dextrosa

pH 7,5

b.) Soluciónde a-naftolen etanol.

Contiene:

a Naftol

Etanol

c.) Soluciónde hidróxidopotásico.

Contiene:

KOH

Aguadestilada

5 0

6g

lOGmí

40 g

100 ml

Preparación

Unavezdilsueltoel medio (a) se distribuyeen tubosquese esterilizanen autoclavea

121 0C durante15 minutos.Sembradoel inóculo de lacepaproblemae incubadoslos tubosa
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32 0C, a 5 ml de los cultivos seañaden0,5 mIdela solución(b) y 0,5de la (c) y seobservael

cambiode coloracióndel medio..El desarrollode un color rojo intensosedebea la producción

de acetil metil carbinol a partir de la dextrosaque, en presenciade KOH, reaccionacon el

a-naftol.

111. 2. 4. lO. - Fermentacióndecarbohidratos

1)M~iQAPI

Contiene:

CHI. (“BinMérieiix’>

Peptona

Extractode levadura

Tween80

Fosfatodipotásico

Acetatosádico

Citratodiamónico

Sulfatomagnésico

Sulfatode manganeso

Bromocresolpúrpura

g/l

10,0

5,0

1,0

2,0

5,0

2,0

0.20

0,05

0,17

pH 6,9 - 7,0

2) TirasAPI 50 CH (“BioMérieux”’

>

Cadatira contienelos sigientescarbohidratos:0. control; 1. glicerol; 2. eritritol; 3.

D-arabinosa; 4. L-arabinosa;5. ribosa; 6. D-xilosa; 7. L-xilosa; 8. adonitol; 9, f3 - metil

D-xilósido; 10. galactosa; 11. glucosa; 12. fructosa; 13. manosa: 14. sorbosa; 15.
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ramnosa;16. dulcitol; 17. inositol; 18. manitol; 19. sorbitol; 20. a- metil O - manósido; 21.

a-metil O-glucósido;22. N-acetil glucosamina; 23. amigdalina; 24. arbutina. 25. esculina;

26. salicina; 27. celobiosa; 28. maltosa; 29. lactosa; 30. melibiosa; 31. sacarosa; 32.

trehalosa;33. inulina; 34. melecitosa; 35. rafinosa; 36. almidón; 37. glucógeno; 38. silitol:

39. gentibiosa;40. 0-turanosa;41. 0-lixosa; 42. 0-tagatosa;43. D-fucosa;44. L-fucosa; 45.

D-arabitol; 46. L-arabitol; 47. gluconato; 48. 2-cetogluconatoy 49. 5-cetogluconato.

Procedimiento

Los cultivos seleccionados,desarrolladospreviamenteen caldoMRS, secentrifugaron

a 12.000 g durante10 minutos y el sedimento(las células)obtenido seresuspendióen el

medio API CHL. El sedimentoresuspendidose depositóen microtubos en los que se

encuentranlos carbohidratos.La zonaaeróbicade los microtubos(superficie)se cubrió con

aceitede parafinaparacrearlas condicionesde anaerobiosisrequeridas.Las tiras con los

distintosmicrotubosseincubarona32 0C, realizandodoslecturasde las mismasa las 24 y 48

h, respectivamente.La fermentaciónde los carbohidratossemanifiestapor un cambiodecolor

del contenidodel microtubo,debidoa laproducciónanaeróbicade ácido,queesdetectadopor

el indicadorde pH incluidoen el medio API CHL.

III. 2. 5. - Esoectroantimicrobianode la sustanciainhibidoraproducidaporlas ~

de Pediococcussv. números209. 211. 241. 346. 347 y 438

El espectroantimicrobianode la sustanciainhibidoraproducidapordiversascepasde

Pediococcussp., se determinéevaluandola actividad inhibidora de su sobrenadante

concentrado libre de células,frentea los microorganismosindicadorescitadosen la TablaIII. 1
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y segúnsedescribeen la secciónIII. 2. 3. 3. 1. La actividadinhibidorasedeterminómidiendo

los halos de inhibición alrededorde los pocillos y se expresóde la maneradescritaen la

secciónIII. 2. 3. 3. 2.

III. 2. 6. - CrecimientodePediococcussp. 347. cinéticadel desarrolloy producción

de la sustanciaantimicrobianaadiversastemperaturas

III. 2. 6. 1. - Crecimientode los cultivos

Alícuotasde 100 .tl de un cultivo dePediococcussp n0 347 se inocularonen tuboscon

caldoMRS y MM-Triptosay seincubarona4, 8, 16, 25 y 32 0C durante7 días,5 días,30 h,

16 h y 12 h respectivamente.El desarrollode los cultivos seestimóporturbidometriay con los

datos obtenidosse calcularonlos parámetroscinéticosdel desarrollomicrobianoque se

describenenla sección111.2.6.2.En los mismosintervalossedeterminóel pH de los cultivos.

La actividadantimicrobianade los sobrenadantesobtenidosen cadaintervalo, se

determinócomoseindicaen la secciónIII. 2. 3. 3. 2., utilizando Lactobacillusjermentum

CECT285comomicrorganismoindicador.

III. 2. 6. 2. - Parámetroscinéticosdeldesarrollomicrobiano

III. 2. 6. 2. 1. - Velocidadespecíficade crecimiento<it

)

Sedefinecomoel incrementode lamasacelularde los cultivos con respectoal tiempo

de incubacióny secalculaa partir de la ecuaciónde la rectade regresióndeunagráficaque

representalamasacelularde los cultivos enfuncióndel tiempode incubación(figura 3.1).
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c

t

Figura 3. 1.- Representacióngráfica teóricadel incrementode lamasacelularde los

cultivos en funcióndel tiempode incubación.

De la figura 3.1 sededuceque:

dx

dt

siendo“x” la densidadópticade los cultivos en unidadesKlett, “t’ el tiempode incubaciónen

horasy ‘4’ la velocidadespecíficade crecimiento.
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Asimismo,

X2 dx

~xi

In = l.tt; portanto,

xi

III. 2. 6. 2. 2. - Tiempo de duplicación (td

)

X2

5

1’

t

o

X2
In

xl

t

Se define como el tiempo que tardanlos cultivos en duplicarsu masacelular a una

temperatura de incubación determinada. Así, partiendo de la expresión:

x2
In ____ = gt; cuando X2 = 2X1;

x
xl

III. 2. 6. 2. 3. - Número de

2X1
td =

xl1

generaciones nor hora (~/h’>

Este término indica el número de generaciones microbianasde los cultivosen unahora

a una temperatura determinada, y su valor se corresponde con el inverso del tiempo de

duplicación (td).

0,693
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III. 2. 6. 2. 4. - Determinacióndel resocelularseco

El pesocelularsecosedeterminóporinterpolaciónen unagráfica(figura 3.2) en la que

serepresentael pesocelularsecocon respectoa la absorbanciaen UnidadesKlett.

III. 2. 6. 2. 4. 1. - Elaboraciónde la rectapatrónparala determinacióndelpesocelular

seco

Paradeterminarla rectapatrónse prepararonunaseriede tuboscon mediosde cultivos

estérilesde MRS y MM-Triptosa, que se inocularoncon Pediococcus sp flú 347 y se

incubaron a 32 0C.

La absorbanciade los cultivos se determinéa ciertosintervalosde tiempo al progresar

el tiempo de incubación;paraello setomabanalícuotasde 5 ml de los mediosde cultivo a

intervalos regularesen los que se determinaronlas unidadesKlett hastaque éstasse

estacionaron(ya no aumentabanmás).

Las alícuotasse filtraron por filtros Millipore, de 0,45 j.tm de diámetro de poro,

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

introdujeronen placasdePetride vidrio y se desecarondurantelO h a 80 0C. El pesocelular

seco(ng/mi), correspondientea cadaabsorbanciaseestableciódeterminandola diferenciaen

pesodel filtro, con y sin microorganismos,dividida por 5. La absorbanciaen UnidadesKlett

serelacionécon el pesocelularsecomedianteunarectade regresión(fig. 3.2).
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0,5 1,0 1,5 2,0

Peso celular seco (ng/mi)

Figura 3. 2.- Rectapatrónparala determinacióndelpesocelular secoen virtud de la

absorbancia del medio de cultivo.
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III. 2. 7. - Caracterizaciónparcial de la actividadantimicrobianaexocelularde

Pediococcus sp.347

III. 2. 7 1 - Efecto dela composicióndel medio de cultivo en la actividadinhibidora

dePediococcussp.347

Paraestudiarel efecto del medio de cultivo en la actividad antimicrobianade

Pediococcussp 347,estese sembróendiversosmediosde cultivo quese incubarondurante

16 h a 32 0C. Los mediosempleadosfueron los siguientes:

1.) Medio de APT

2.) Medio de APT, suplementadopor litro:

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

b) con 10 g de proteosa-peptona(APT-Proteosa)

e) con 10 g de peptona(ART-Peptona)

d) con 10 g de extracto de carne (ART-Extracto de carne)

3.) Medio BRI

4.) Medio BHI, con las suplementaciones descritas:

a) BHI-Triptosa

b) BHJ-Proteosa

c) BHI-Peptona

d) BHI-Extracto de carne

96



MATERIALESY MÉTODOS

5.) Medio base, suplementado por litro:

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

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

c) con 15 g de peptona (MM-Peptona)

d) con 15 g de extracto de carne (MM-Extracto de carne)

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

O con 15 g de triptona (MM-Triptona)

Terminadala incubaciónseprepararonlos sobrenadantesconcentradoslibres de células

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

utilizandoa L.fermentumCECT285comomicroorganismoindicador.

III. 2. 7. 2. - Efecto de diversos enzimas en la actividad antimicrobianade

Pediococcus sp. 347

Paradeterminarla sensibilidadde la actividadinhibidora a los enzimas tripsina,

pepsina,papaína,proteasaII, proteasaXIV, a—amilasa,lipasa1 y lipasaVII, 60 gí de los

sobrenadantesconcentradoslibresde células,sedepositaronen pocillos deplacasde ELISA

quecontenían60 gí de solucionesde los distintosenzimas,de tal maneraquela concentración

final del enzimaen los pocillos fuesede 1 y 5 mg/ml. Laactividadantimicrobianaresidualde

los pocillos se determinótras 2, 8, y 20 h de incubaciónde las placasa 37 0C, segúnel

métododescritoen la secciónIII. 2. 3. 3. 2; como microorganismoindicadorseutilizó L.

fermentumCECT285.
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III. 2. 7. 3. - Cinética de termodestrucción de la actividad inhibidora de Pediococcus

50. 347

III. 2. 7. 3. 1. - Tratamiento térmico

Vialesde vidrio (10 x 30 mm) herméticamentecerradoscon 0,1 ml del sobrenadante

concentrado de Pediococcussp. 347, secalentarona 80, 100, 121, 135 y 150 0C en un baño

de glicerina termostatado, durante intervalos de tiempo variables en función de la temperatura

de calentamiento. Finalizado el tratamiento térmico las muestras se enfriaron rápidamente en un

baño de hielo picado determinandose la actividad antimicrobiana residual de las muestras de la

manera descrita en la sección III. 2. 3. 3. 2., empleando como indicador a L. fernientum

CECT285.

III. 2. 7. 3. 2. - Parámetros cinéticos de termodestrucción

A) Valor “D’ o tiempo de reducción decimal

Se define, arbitrariamente,como el tiempo necesarioparareduciren un 90 % la

actividad inhibidora inicial del sobrenadante concentrado de Pediococcussp 347 a una

temperatura determinada, y se corresponde con el tiempo en el que la curva de supervivencia

atraviesaun ciclo logaritmo. El término secalculaa partir de la ecuaciónde la recta de

regresión de un gráfica de termodestrucción, que representa el logaritimo del porcentaje de la

actividad inhibidora inicial en función del tiempo de calentamiento (figura 3. 3).
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-————7

a>
o

t

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

temperaturadecalentamiento.

De la figura 3. 3, se deduce que:

log x = - Kt + C

siendo‘x’ el % de actividadinhibidoraresidual; “k” la constantede inactivaciónen mm

-1 y “t” el tiempode calentamientode las muestras.

o

k
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Asimismo:

(logx2 - logx¡) = -K (t2 - t1)

Iog x2 - Iogx1 1 log x2 - Iogx1

D

ti - t2

O =

ti - t2 ti - t2 og x2 - Iogx1

B) Tiempomedio(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 gráficamente (figura 3. 4),

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

calentamiento,o bienmatemáticamente,asumiendoqueel cambiode la actividadinhibidoracon

respectoal tiempoesfunciónde la actividadinhibidorainicial (ecuaciones1 y 2)

dX

__ -kX
dt (1)

dX

— kdt

x (2);

donde“x’ representala actividadinhibidora,“t” el tiempode calentamientoa unadeterminada

temperaturay ‘k” la constantede inactivaciónde la actividadinhibidoraen min
1.

Integrandolaexpresión(2) entredosvaloresde x diferentes(x
0 y x) a (t<3 y t) y siendo
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x0 la actividadinhibidorainicial en el tiempo t0, resulta:

-s x t

dx = k j.
xto

loo
Six=50, 2,3log

50

100

‘u

0
u>
a>5-

50

2,3 log 2
tl/2 = _______

k
t1¡2 ~Lñ22

k

Figura 3. 4.- Representacióngráficateóricade la actividadinhibidoraen funcióndel tiempo de

calentamiento.

x

‘u
a
>1

-d

o
MC

t 1/2 1
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C) Valor ‘7

”

Sedefinecomo la temperaturanecesariaparadisminuir el valor ‘D” en un 90 %, y se

calculaapartir de la ecuaciónde la rectaderegresión,obtenidaal representargráficamenteel

logarítimode los valores“O” en función de la temperaturaa la quefueronobtenidos(figura

3.5).

o
o>o

T

Figura3. 5. - Representación gráfica teórica de los valores “O” en función de

la temperatura.

— 1

z

a
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De la figura 3.5 se deduce que:

log D = a T + C

donde “D” es el tiempo de reducción decimal a una determinada temperatura y ‘T’ es la

temperatura del tratamiento térmico en 0C.

1
Si por definición, a = - ___

z

—1
logD=- T+C

z

1 1
logD~-logD~ =-— (T

2-Tí), logD~-logD~ = (T1 -T2)
z z

Iog D2 - Iog D1

III. 2. 7. 4. - Mecanismo de acción de la sustancia inhibidora de Pediococcussu.347

A 5 mIdemedioATP reciénsembradoconL.fermentunCECT 285 (5 x í0~ ufc/ml)

se le añaden0,5 ml del sobrenadanteconcentradode un cultivo de Pediococcussp. 347. Los

cultivos se incuban a 32
0C durante 5 h y, a continuación, se depositan alícuotas de dicho

cultivo en placasde MRS. Comocontrolserealizaunaexperienciasimilar en la queal cultivo

del microorganismoindicadorsele añaden0,5 ml del sobrenadanteconcentradode un cultivo

de Pediococcussp. 32, microorganismocuyossobrenadantesconcentradosno mostraron

actividadinhibidoradetectablealguna.

El mecanismode acciónde la sustanciaantimicrobianade Pediococcussp. 347 se

considerarlabactericidasi seobservaunadisminuciónen la viabilidad del microorganismo
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indicador y, bacteriostática, cuando el número de ufc/ml del microorganismo indicador se

estacionarespectode su cifra inicial.

III. 2. 8. Purificación parcial de la actividad antimicrobiana exocelular de

Pediococcussu. 347

III. 2. 8. 1. - Cromatografia de filtración en geles

Estatécnicacromatográficase basaen la separaciónde las moléculasporsu tamaño

molecular.

III. 2. 8. 1. 1. - Soluciones tamnón emoleadas

1.) Tamuónde ácidocítrico-fosfato,oH 5.6

(a) Solución de ácido cítrico, 0,1 M.

Contiene 21,01 g de ácido cítrico por litro de agua destilada.

(b) Solución de Na2HPO4 0,2M.

Contiene 28,4 g de Na2HPO4por litro de agua destilada.

Preparación.

Se mezclan 42 mIde ácido cítrico 0,1 Mcon 58 ml de Na2HPO4, 0,2 M.
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2.) Tampón de ácido cítrico-fosfato, pH 5.6. con urea 0.1 M. 1 M y 6 M

A lasoluciónbase(III. 2. 8. 1. 1.). se le añadenrespectivamente,6 g. 60 g o 360 g de

urea por litro de solución.

IIL 2. 8. 1. 2. - Geles

El Sephadexesun polímeroresultantede la formación de enlacescruzadosentrelas

moléculasdedextranoy de epiclorhidrina.Debido al gran númerodegruposhidroxilo de su

molécula,estepolímeroesmuy hidrofflico y sehinchafácilmenteen el aguay en soluciones

electrolíticas. Los tipos de Sephadex difieren en su grado de entrecruzamiento, por lo que se

utilizan para alcanzar fraccionamientos con diversos intervalos de tamaño molecular; en el caso

de los SephadexG-150,0-75 y 0-50 son, respectivamente,de 5.000 a 300.000daltons,de

3.000 a 80.000 daltons y de 1.500 a 30.000 daltons.

Los geles seprepararony activaronsegúnlas normasde la casasuministradora

(‘Pharmacia Fine Chemicals”). Los geles hidratados se conservaron en refrigeración hasta su

utilización.

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

El sobrenadante libre de células y liofilizado de Pediococcussp 347, desarrolladoen

MM-triptosa, se resuspendióen tampónde ácido cítrico-fosfatode pH 5,6 y urea 1 M,

mientrasque,comotampónde elución,seempleótampónde ácidocítrico-fosfatode pH 5,6 y

urea0,1 M. La cromatografiase realizó en unacámaratermostatadaa O - 4 0C y el eluato

cromatogafiadoserecogióen un colectorde fracciones.
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El sobrenadanteconcentradode Pediococcussp 347 seresuspendióen tampónde

ácidocítrico-fosfato,depH 5.6 y urea1 M, hastaunaconcentración20 vecesmayorque la

inicial y 20 ml deestasoluciónsedepositaronen unacolumna(3,2x 40 cm)de SephadexO -

150, previamenteequilibradacon tampónde ácidocítrico-fosfato,de pH 5,6 y urea0,1 M. El

contenido proteico del eluato se determinónen alícuotasde 5 mí, mediante lectura

espectrofotométricaa 280 nm, mientrasque su actividadinhibidora se evaluóde la manera

descritaen la secciónIII. 2. 3. 3. 2. Comomicroorganismoindicadorseutilizó L.fermenturn

CECT28S. Las fraccionescromatográficascon actividad antimicrobianase juntaron,

liofilizaron y resuspendieronen el tampón de elución para depositaríasde nuevoen una

columna(2,5 x 90 cm ) de Sephadex0-75,previamenteequilibradaconel tampónde elución.

Las fraccioneseluidasdotadasde actividadantimicrobianasemanipularoncomo sehadescrito

antesy se depositaronde nuevoen unaterceracolumna(1,6 x 90cm)de Sephadex0-50.Las

fraccionescromatográficascon actividad antimicrobianasejuntaron, liofilizaron y se

mantuvieronen un desecadora4 0C hastasu utilizaciónposterior.

III. 2. 8. 2. - Determinación de la proteína

Se realizó por la técnica de Lowry, según la modificación de Markweli y col. (1978).

La técnica se basa en el desarrollo de color al poner en contacto las proteínas con los reactivos

que se detallanmásadeñante.El desarrollodel color sedebea unacombinaciónde reacciones:

a.) Formaciónde un complejoentrelos enlacespeptídicosde lasproteínascon el cobre

en un medio alcalino (reacción tipo Biuret).

b.) Reducción del reactivo fosfomolíbdico-fosfotúngstico por la tirosina y el triptófano.

Esta técnica pone de manifiesto los grupos fenoles presentes en las proteínas; por ello
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es necesario extrapolar los resultados a una curva patrón construida con anterioridad. Como

proteína estándar para construir la curva patrón se empleó. la seroalbúmina bovina fracción y

de Cohn (figura 3. 6).

Reactivos:

- Solución A: Na2CO3 al 2 %, NaOHal 0.4 % y tartrato sódico potásico

(NaKC4H4O6)(4H20) al 16 %en agua destilada.

- Solución B: CuSO4(5H20) al 4 %en agua destilada.

- Solución C: Se obtiene mezclando 100 volúmenes de la solución A con 1 volumen de

la solución B.
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Proteína (gg/mI)

Figura 3. 6. - Rectapatrónpara la determinaciónde proteínapor el método de Lowry

modificado.
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- SoluciónO: Reactivode Folin-Ciocalteaudiluido en aguadestiladaen unaproporción

1:1 (y/y).

Procedimiento.

A 1 ml de unamuestraquecontengaentre10 y 100 gg de proteínasele añaden3 ml de

la soluciónC; la mezclasedejaen reposoa temperaturaambientedurante10 minutos.A

continuaciónseadicionan0,3 ml de la solución O, agitándolainmediatamentey dejándola

reaccionardurante45 minutos, al término de los cualesse mide el incremento de la

absorbanciaa 660 nm con referenciaa un blancopreparadode la mismamaneraperoconagua

destilada.

III. 2. 8. 3. - Determinacióndel pesomolecularde la sustanciainhibidora por

cromatoerafíade filtración en Sephadex6-50

paraLadeterminacióndelpesomolecularde lasustanciaantimicrobianaparcialmente

purificadade la maneradescritaen la secciónIII. 2. 7. 3., serealizópor cromatografiade

filtraciónen Sephadex6-50. Paraello 20 mg deestasustancia,disueltosen 3 ml de tampónde

ácidocítrico-fosfatode pH 5,6 y urea 1M se depositaronen la columna(1,6 x 90 cm) que

conteníael Sephadex6-50,determinándoseposteriormentela absorbanciaa 280 nm y la

actividadantimicrobianade las fraccioneseluidasresultantes.

A continuaciónen la mismacolumnasedepositaron3 ml de unasoluciónde 5 mg de

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

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

tampónen el quelo fué la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadade Pediococcussp.
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cromatografía

para la determinación de

de filtración en Sephadex 6-50.

pesos moleculares por

(A) a-quimo-

tripsinógeno,(B) RNAsapancreáticabovina, (C) vitaminaB
12.

5

A

B
1~

4>
o
E
o
u,
4>

o

4

3

c

2
0 lo 20 30 50 60

110



MATERIALESY MÉTODOS

347. La absorbanciade las fraccioneseluidas sedeterminóa 280 nm, mientrasel peso

molecularde lasustanciaproblemasedeterminóporinterpolaciónen unagráfica (figura 3. 7),

en la que serepresentabael logaritmo de los pesosmolecularesde las proteínasestándaren

funciónde la fraccióncromatográficaen la queseencontraban.

III. 2. 8. 4. - Electroforesisen gelesdepoliacrilamidacon dodecil sulfato sódico

(SOS-PAGE

)

Estatécnicapermitesepararmezclascomplejasde polipétidosen funciónde su tamaño

molecular. La electroforesisen geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico

(SDS-PAGE) serealizó segúnlas técnicasde Swank y Munkres (1971)y de Laemli (1970).El

dodecil sulfatosódicoesun detergentequecon otros agentes,comoel mercaptoetanoly el

calor,intervieneen la formaciónde subunidadesproteicasy ademásproporcionaa lascadenas

polipeptidicasunadensidadde cargasimilar. De estaformacuandoel complejoSOS-proteína

se sometea electroforesisen un gel que contieneSDS. su velocidadde migración viene

determinadaprincipalmentepor la masade la partículaSDS-polipétidosegúnel principio de

exclusiónmolecular.El campoeléctrico,en estecaso,sólo suministrala fuerzaimpulsora.
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III. 2. 8.4. 1. - Técnicade Swanky Munkres(1971’

>

III. 2. 8. 4. 1. 1. - Tampones,pelesy solucionesemuleadas

1.) Tampónparasolubilizarlas muestras

Contiene:

Urea

~-mercaptoetanol

Dodecilsulfatosódico

Completar con ácido ortofosfórico0,01M hasta10 ml.

2.) Tampóndeácidofosfórico 1 M-SDS. oH 6.8

Contiene:

Acido ortofosfórico(85%)

Dodecilsulfatosódico

Completar con aguadestiladahasta

El pH seajustaa6,8 conTris.

3.) Solución de acrilamida-bisacrilamida

Contiene:

Acrilamida

N,N’-metilén-bisacrilamida

Completar con agua destilada hasta

4,8

10,5

0,25

g

ml

g

33,7

5,0

lTd

g

ml.

g

gy

ml.

500

18,75

1,87

50
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de separación

contiene:

Solucióndeacrilamida-bisacrilamida

Tampónde ácidofosfórico 1 M-SDS

Urea

Aguadestilada

Temed(N,N,N’,N’, tetrametilén-etilen-diamina)

Persulfatoamónico(6 %)

6.) Tampónde electroforesis

Contiene:

Tampón de ácido fosfórico 1 M-SDS

Aguadestilada

9,99

3

14,4

29,0

ml

ml

g

ml

ml9

0,1 ml

0,225

2,225

7.) Soluciónde fijación

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

8.) Soluciónde tinción

Consisteen unasoluciónde azul brillantede Coomassieal 2 % en ácidoacéticoal 7 %.

9.) Soluciónde lavado

Es unasoluciónal 7 % de ácidoacéticoen aguadestilada.

4.) Gel
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III. 2. 8. 4. 1. 2. - Preparaciónde lasmuestras

Las muestrassolubilizadasen el tampónde solubilización,con 50, 100 y 200 gg de la

sustanciaantimicrobiana,parcialmentepurificada,semantuvierondurante5 minutosen un

bañode aguahirviendoantesde depositar30 gí de cadasoluciónen el gel de concentración.

III. 2. 8. 4. 1. 3. - Preparaciónde los i~eles

Los gelesseprepararonde la maneradescritapor Swanky Munkres(1971). El gel

constadedosporciones:faseinferior (gel de separación)y superior(gel de concentración).

Los gelesseprepararoncornosedescribeen las seccionesIII. 2. 8. 1. 4 y III. 2. 8. 1. 5. Para

evitar en los gelesla presenciade burbujasde airela mezclasedesgasificópor sonicaciónen

un baño, durante5 minutos,antesde añadirleel TEMED y el persulfatoamónico. Los

receptáculosde formaciónde los gelesse llenaronprimerocon los componentesdel gel de

separaciónhastaunos 3 cm de su extremo superior; en su superficie y, para que no se

formasenmeniscos,sedepositóun pequeñovolumende unasoluciónsaturadade butanol. La

mezclasemantuvodurante1 h a 37 0C y unavezpolimerizada,seretiró el butanoly se lavó

abundantementeconaguadestilada.A continuación,se depositóel gel de concentracióny se

introdujo el peinequeforma los pocillos dondese depositaránlas muestras.La última solución

sepolimerizadurante30 minutosa 37 0C, quedandoel gel listo pararealizarla electroforesis.

III. 2. 8. 4. 1. 4. - Electroforesis

La electroforesisse realizó pasandoporel gel unacorrientede 18-20mA, y evitando

las temperaturasinferiores a 16 0C para minimizar el riesgo de precipitaciónde la urea.

Finalizadala electroforesis,el gel seextrajode los vidriosde soporte.
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III. 2. 8. 4. 1. 5. - Tinción de los celes

Terminadala electroforesis,los gelesse introdujeronen unacubetacon la soluciónde

fijación y semantuvieronfijándosedurante,aproximadamente8 h, cambiandola soluciónde

fijación2 ó 3 veces.A continuaciónseintrodujeronen otracubetacon la soluciónde tinción

dondesemantuvierondurante2 h a temperaturaambiente.La eliminacióndel coloranteno

fijado se realizó con la solución de lavado.

III. 2. 8. 4. 1. 6. - Determinacióndel pesomolecular(Swanky Munkres 1971’

>

El pesomolecularde la sustanciainhibidoraparcialmentepurificadasedeterminópor

interpolaciónen una gráficaen la quese representael logaritmodel pesomolecularde las

proteínasestándarfrente a su distanciade migraciónen el gel (figura 3.8). Las proteínas

utilizadasen la confecciónde la rectapatrónprocedíande un “kit” comercialqueconteníalas

siguientesproteínasestándarde alto pesomolecular:a-lactoalbúmina(14,2 KO), proteína

inhibidora de la tripsina (20.1 KD), tripsinógeno(24 KO), anhidrasacarbónica(29 KO),

gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa(36 KD), ovoalbúmina(45 KO) y seroalbúmina

bovina(66 KO).
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III. 2. 8. 4. 2. - Técnica de Laemli (1970’

>

III. 2. 8. 4. 2. 1. - Tampones. 2eles y soluciones empleadas

1. - Tampónparasolubilizarlas muestras

Contiene:

Tris HCI 0,5 M, pH 6,8

Glicerol

Dodicil sulfato sódico (10 %)

3-mercaptoetanol

Azul de bromofenol(0,05 %)

Agua destilada

2.) Soluciónde acrilamida-bisacrilamida

Contiene:

Acrilamida

N,N-metilén-bisacrilamida

Completar con agua destilada hasta

3.) Gel de separación

Condene:

Soluciónde acrilamida-bisacrilamida

Tris HCl 1,5 M, pH 8,8

lo

08

1,6

ml

ml

m

ml0,4

0,2 ml

4,0

14,6

0,4

50,0

ml

g

g

ml

ml20,0

7,5 ml
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Aguadestilada

Dodecilsulfatosódico(10 %)

Persulfato amónico (10 %)

Temed

4.) Geldeconcentración

Contiene:

Solución de acrilamida-bisacrilamida

Tris HCI 0,5 M, pH 6,8

Aguadestilada

SDS (10%)

Persulfato amónico (10 %)

Temed

5.) Tamyónde electroforesis

Contiene:

Tris base

Glicina

Dodecil sulfatosódico

Aguadestilada

6.) Solución de fijación

Contieneetanol:ácidoacético:aguadestilada(10:5:85y/y).

19 ml

03 ml

0,15

15,0

ml

gil

1,3 ml

2,5 ml

6,1 ml

0,1 ml

50,0 pi

15,0

6,6

28,8

2,0

pi

g

g

g

2,2
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III. 2. 8. 4. 2. 2. - Preparaciónde las muestras

Las muestrassolubilizadasen el tampónde solubilizacióncon 5, 10 y 15 gg de la

sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada,se mantuvierondurante5 minutosen un

baño de agua hirviendo, antes de depositar 10 gil de cada solución en el gel de concentración.

III. 2. 8. 4. 2. 3. - Preparación de los gelesy electroforesis

Tantola preparaciónde los gelescomo la electroforesiscorrespondientese realizó,

esencialmentede la maneradescritaen las seccionesIII. 2. 8. 1. 3. y III. 2. 8. 1. 4.

III. 2. 8. 4. 2. 4. - Tinción de los geles

Los gelessetiñeron con el reactivode plata distribuido comercialmentepor la casa

Bio-Rad.Estereactivo,elaboradosegúnel métodode Merril (1981),esunas10-50vecesmás

sensible que el azul brillante de Coomassieparavisualizar las proteínasen los gelesde

poliacrilamidacon SOS. La tinción serealizó siguiendoestrictamentelas instrucciones

recomendadaspor la casasuministradora.

III. 2. 8. 4. 2. 5. - Determinación del pesomolecular<Laemli,1970’>

.

El pesomolecularde la sustanciainhibidora parcialmentepurificadasedeterminé

interpolandoenuna gráficalos pesosmolecularesde las proteínasestándarfrentea la distancia

recorridaen su migraciónen el gel. Las proteínasestándarutilizadasen la confecciónde la

rectapatrónprocedíande un “kit comercialque conteníalas proteínasde alto pesomolecular

descritasen la secciónIII. 2. 8. 4. 1. 6.
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III. 2. 9. - Purificacióna homopenidadde la sustanciaantimicrobianade Pediococcus

SP. 347

III. 2. 9. 1. - Obtencióndel sobrenadantelibre de células

Los sobrenadanteslibres de células de los cultivos dePediococcussp n0 347 se

obtuvieron de la manera descrita en la sección III. 2. 3. 3. 1., sin ajustar su pH a 6,2 ni medir

su absorbancia a 280 nm.

III. 2. 9. 2. - Precipitacióncon sulfatoamónico

A cadalitro de sobrenadantesele añaden,lentamentey con agitación400 g de sulfato

amónico (NH
4)2504, dejandoestar la soluciópn 15 minutos. Después,se dejaa 4

0C

durante10 minutosy, acontinuación,secentrifugaa 8000 rpmotros20 minutos.Más tardese

recuperan el precipitado y la película flotante, procurando tomar la mínima cantidad de líquido

yaque las salespuedeninterferir en la retenciónde las proteínasde interésen la columnade

intercambio catiónico. Los precipitados se resusupenden en 200 ml de tampón de fosfato de

sodio2OmM (Na
2HP/NaH2P),pH 5,8. Estasoluciónconstituyela fracción 1 y deella seretira

unaalícuotaparadeterminarsu actividadinhibidoraasícomosuabsorbanciaa280 nm.

III. 2. 9. 3. - Cromatografíade intercambiocatiónico

Lacrornatografiade intercambioiónico (aniónicoo cationico),permitela separaciónde

moléculascargadaseléctricamente,mediantesu adsorción reversible en una matriz

cromagráficade cargaeléctricaneta. La separaciónseconsiguedebido a las diferentes

afinidadesde las moléculasporel intercambiadoriónico, lo quesecontrolavariandola fuerza
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iónica y el pH. El intercambiadoriónico esuna matriz de compuestosinorgánicos,resinas

sintéticas,polisacáridos,etc.,a la que se unecovalentementegruposcargadoseléctricamente.

Estosgruposproporcionaniones queseránreemplazadosporotrosde la mismacargasin que

la matrizresultealterada.Dependiendode lacargade los radicalesunidos a la tesinay de los

iones resultantesse tendráun intercambiadoraniónico (resmacargadapositivamente)o

catiónico(resmacargadanegativamente).

Estatécnicaesmuy útil en los estadiosinicialesde purificacióndeproteínasy permite

unaelevadaresoluciónde proteínasde puntosisoeléctricospróximos.

III. 2. 9. 3. 1. - Reactivosy tampónesemnleados

1.) Tampónde fosfatode sódio20 mM (Na9HPO1/NaH,P01’>.oH 5.8

(a). Soluciónde Na2HPO4,2OmM.

Sepreparauna solución0,5 M, quecontiene70,98 g de Na2HPO4por litro 40 ml de

estasoluciónsemezclancon 960 ml de aguadestiladaparateneruna solución20 mM (pH

final 9,0).

(b). Soluciónde NaH2PO420 mM.

Sepreparaunasolución0,5 M. quecontiene68,99 g de NaH2PO4por litro. 40 ml de

estasoluciónsemezclancon 960 ml de aguadestiladaparatenerla solución20 mM (pH

aprox.4,0)
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Preparación.

Paraprepararel tampónde fosfatode sódio 20 mM (Na2HPO4/NaH2PO4)de pH 5,8,

seva añadiendola solución(a)a la (b) hastaalcanzardichopH final.

2.) Gel

El gel S-SepharoseFast-flow(Pharmacia),esun fuerte intercambiadorcatiónicoque

activaen un rangode pH amplio; consisteen unamatrizde Sepharosaa la que sehan unido

covalentementeradicalesde sulfopropilo.rodeadosde ionesmóvilesdeNa+,paradar lugara

la “forma sódica”de la resma.

III. 2. 9. 3. 2. - Condicionesde trabajo

La cromatografíaserealizóa temperaturaambientey las fraccionesresultantesse

recogieronen un erlenrneyer.Los 200 ml de la fracción 1, obtenidasegúnlo descritoen la

sección111.2.8.6.2.,sepasaronlentamentepor unacolumna(3,0x 2,5 cm) quecontieneel gel

de S-SepharoseFastFlow, previamenteequilibradacon 50 ml de tampón fosfatosódico.A

contiunaciónla columnaselavó con 50 ml del mismo tampóny seeluyó con 50 ml de una

solución 1 M NaCí en el mismo buffer. El eluato resultante(fracción II), se leyó

espectofotométricamentea 280 nm paradeterminarsu contenidoproteicoy seevaluósu

actividadinhibidora.Enseguida,seeluyó la sustanciainhibidorade Pediococcussp, n
9 347

con 50 ml deNaCí 1 M en tampónfosfatosódicovolviendoaevaluarla actividadinhibidoray

la absorbanciadeesteeluato(fracciónII).
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III. 2. 9. 4. - Cromato2rafíade interacciónhidrofóbica

La cromatografíade interacciónhidrofóbicaesuna técnicade repartoen la que las

proteínasse separanen una matriz sin carga,con gruposhidrófobos basandoseen sus

interaccioneshidrofóbicas.La separaciónproteicadependede la interacciónde los tres

componentesdel sistema:la matrizhidrofóbica,el aguadel solventey el solutohidrofobo.Por

tanto, la fuerzade la interacciónentresoluto y matrizdependede las hidrofobicidadesde las

proteínasde la muestray de la matriz (quedependedel tipo y númerode gruposhidrófobos

quecontenga),y de las interaccionescon y entrelas moléculasdel agua.Cualquerpertubación,

comocambiode temperatura,pH, fuerza lónica etc, que afectea uno o másde estostres

componentes,influirá en la distribuición de las proteínasdel soluto entre la matriz y el

solvente.Esto permiteuna gran flexibilidad de diseñosexperimentalesde condicionesde

elución,lo queconfierea la cromatografíade interacciónhídrofóbicaunagranversatilidad.

III. 2. 9. 4. 1. - Reactivosy tamponesemoleados

1) Tampónde fosfatosódico20 mM(Na2HPO1/NaH2PO1’>de pH 5.8

Sepreparade la maneradescritaen la sección111.2.8.6.1.

2) Soluciónal 10 % de sulfatoamónicotampónen 20 mM (Na2HPO4/NaH2PO4’

>

Contiene 100 g de sulfato amónico en un litro de tampón 20 mM

(Na2HPO4/NaH2PO4)de pH 5,8.
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3) Soluciónde etanolal 70 % en tamnón20 mM (Na2HPO4/NaH2PO4’>oH 5.8

.

4) Gel

Seutilizó e] gel Octyl SepharoseCL-4B de Pharmacia.

III. 2. 9. 4. 2. - Condicionesde trabajo

A la fracciónII sele añadesulfatoamónico(NH4)504 hastaunaconcentraciónfinal de

un 10 % peso/volumeny, la muestraasí preparada,se depositacuidadosamenteen una

columna(2,0x 20 cm) quecontieneel gel “Octyl SepharoseCL-4B, previamenteequilibrada

con 5 ml de una solución al 10 % de sulfato amonio en tampón de fosfato sódico. A

continuación,la columnaselava con 10 ml de solución al 10 % de sulfato amónico y la

proteínaadsorbidaseeluyecon 10 ml de etanol al 70 % (y/y) en aguadestilada,recogiendoel

eluato(FracciónIII), cuyaabsorbanciaa 280 nm y actividadinhibidora sedeterminande la

maneradescrita.

III. 2. 9. 5. - Cromato2rafíadeFaseReversa(CFR’

>

La Cromatografíade FaseReversaesun sistemade separacióndemoléculasorgánicas

comoproteínas,péptidos,ácidosnucléicosetc, basadoen las diferenciasde hidrofobicidad

que poseenestasbiomoléculas.Esta técnicaposeecaracterísticasinteresantescomo

versatilidad, alta resolución y recuperación, reproductibilidad y, sobre todo,

biocompatibilidad.Esto último, significa que la actividadbiológica de las moléculasse

mantieneinalteradadurantesu separación.Por ello esparticularmenteútil enel análisisy

purificaciónde las bacteriocinas,cuyapérdidade actividadbiológicadebesermínimao nula.
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Además,es un sistemarecomendadocomo final de un protocolode separación,quevaga

precedidode técnicasde filtración en geles,cromatografíade intercámbioiónico y, en nuestro

caso,decromatografíade interaciónhidrofóbica.

La Cromatografíade FaseReversautiliza mediosdesarrolladosy optimizadoscomo

selectivosparaproteínasy péptidos;dichosmediosse empacanpreviamenteen columnas

pequeñas(SxlO mm) con gradientesde alta resolucióny velocidad.Las moléculasde las

muestrassonfirmementeadsorbidasen la matrizde lacolumnay, posteriormenteeluidascon

un solventeorgánico.Estemedioposeeuna matrizbasede silica, estabilidada pH 2-8, con

partículasde 5 gm de tamañocon 100 Á de diámetro,y estáespecilmenteindicadapara

biomoléculasdeun pesomolecularde hasta6000daltons.

III. 2. 9. 5. 1. - Reactivosy tamponesemuleados

1.) TampónA

Soluciónal 0,1 % de ácidotrifluoroacético(Merck) en aguadestilada.

2) TampónB

Soluciónal 0,1 % de en aguadestilada.

III 2 9. 5. 2. - Condicionesde trabajo

A la fracción III sele añadió0,1 % de ácidotrifluoroacético(TFA) y sefiltró porun

filtro Millipore de0,22gm dediámetrode poro.Posteriormentela mezclaseresuspendióen

ácidotrifluoroacético al 0,1 % de hastaalcanzarun volumende 50 ml y estasoluciónsepasó
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porunacolumnade fasereversaPepRPCHR 5/5 (Pharmacia),previamenteequilibradaconel

mismotampón e integradaen un sistemade CromatografiaLíquida Rápidade Proteínas

(FPLC).Las proteínasadsorbidasa la columnaseeluyeroncon un gradientelineal de O a 100

% de2-propanolquecontenia0,1 % de ácido trifluoroacético.Posteriormente,la fracción con

actividadinhibidorase sometióaunasegundapurificaciónen la mismacolumna,obteniéndose

asíla bacteriocinapurificada(fracciónIV).

Lasactividadesinhibidorasdel sobrenadantelibre decélulas,asícomode las fracciones

resultantesde la purificación,secuantificaronmedianteensayosen placasde cultivo (Geisy

col., 1983),empleandoP. pentosaceusFBB63como microorganismoindicador.

III. 2. 9. 6. - Deteccióny cuantificaciónde la actividadinhibidorade Pediococcus

sp 347 en¡Macas

La actividadinhibidorade lasfraccionesresultantesde la purificaciónde la bacteriocina

de Pediococcussp. 347, sedeterminóy cuantificómedianteun ensayoen placaempleandoP.

pentosaceusFBB 63 comoel microorganismoindicador.

III. 2. 9. 6. 1. - Técnica

Un cultivo del microorganismoindicador, sediluyehastaunaconcentraciónde 1/20 en

medio MRS. Asimismo, 100gil de los eluatosprocedentesde la purificaciónde la bacteriocina

sediluyen de formaprogresivaen los pocillos de la placamicrotituladorahastaconcentraciones

de 1/2. 1/4, 1/8. etc.A continuaciónel volumende los pocillos secompletahasta200 gil con

100 gil dela dilución del mnicroorganismoindicadory las placasseincubana 32 0C durante6

horas.La cuantificaciónde la inhibición del crecimientodel microorganismoindicadorse

realizamediantela lecturaspectrofotométricade las placasa600 nm con un lectorTitertek
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MultiskanPlus.

Unaunidadde bacteriocina(UB) sedefinecomo laconcentraciónde bacteriocinaque

inhibe el crecimientodel microorganismoindicadoren un 50 %.

III. 2. 10. - Determinaciónde la composiciónaminoacídicade la sustancia

antimicrobianade Pediococcussp. 347.porCromatoarafiaLíquidade

Alta Eficacia(HPLC’

>

Los aminoácidospresentesen la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadade

Pediococcussp. 347, sedeterminaronporCromatografíaLíquida de Alta Eficacia.

III. 2. 10. 1. - Digestiónácidade lamuestraoroblema

A 10 mg de la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada(secciónII. 2. 8. 1), se

le añadieron5 ml de HCI 6N y secalentaronabañomariaconglicerinaa 120 0C durante24 h,

paraque lamuestraexperimentaraunahidrólisis ácida.Despuésdeenfriar el hidrolizadoa

temperaturaambiente,se filtró por un filtro Millipore de 0,22 I.tm de diámetrode poro. A

continuaciónse liofilizó y seresuspendióen 750 pi de unasoluciónde HCI 0,2N.Enseguida

sele añadieron0,1 ml de unasoluciónde norleucinaen 1-ICí 0,2Nquecontenia10 mg/ml. La

norleucina,de la que carecennormalmentelas muestrasa analizar,se utilizó comoestándar

interno.

III. 2. 10. 2. - Preparaciónde los patrones

10 mg de cadauno de los aminoácidospatróny de norleucinasedisolvieron por

127



MATERIALESY MÉTODOS

separadoen 10 ml de una soluciónde HCI 0,2N. La digestión ácidade los aminoácidos

patrón, serealizósiguiendola técnicadescritaanteriormente(111.2.10.1).Los aminoácidos

patrónempleadosprocediandeun “kit” comercialde Sigma.

111. 2. 10. 3. - Marcadoy derivatizaciónde los aminoácidos

Paradetectarlos aminoácidospresentesen las muestrasantesdescritas,los libresse

conjugaroncon fenilisotiocianato(PITC),siguiendoel métododescritoporYangy Sepulveda

(1985),con algunasmodificaciones.

De lasmuestrascitadassetomaronalícuotasde 20 gil que se depositaronen tubosde

ensayoque contenian200 gil de una soluciónmarcadoracompuestade 7 partesde alcohol

etílico, 2 partesde trietilamina y unapartede PITC. Los tubos se mantuvieron10 minutosa

temperaturaambienteparafavorecerla reacciónde conjugacióno marcado.Transcurridoeste

tiempo,seevaporóa sequedadel contenidode los tuboscon ayudade una corrientede N2 lo

quea 50-52
0C requeriaunos30 minutos.Las muestrasresultantes,seresuspendieronen 500

gil de tampónfosfato0,5 M depH 7,4, con un 5 % de actonitrilo y se filtraron porun filtro

Millipore de 0,45 gim dediámetrode poro. Las muestrasasípreparadassemantuvieronen

refrigeraciónduranteun tiempono superiora 6 h hastasuanalisisporHPLC.

III. 2. 10. 4. - Desarrollocromato~ráfico

Los aminoácidosmarcadosse separaronen unacolumnade fasereversaSUPELCO,

termostatadade 25 x 4,6 cm, 5 gin con rellenode Organoclorasilanode tamañode particula,

Los aminoácidosse eluyeron de la columna utilizando un gradientede las siguientes

disoluciones:
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DisoluciónA: tampónacetatosódico0,03M de pH 6,8 y 0,05 % de trietilamína.

Disolución13: Acetonitrillo al 90 % en aguade calidadHPLC.

En la Tabla111.2. semuestrael gradienteutilizado. El desarrollocromatográficose

realizóa unatemperaturaconstantede35 0C, paralo quela columnase introdujo en un bañode

aguatermotastadoa dichatemperatura.La detecciónde los aminoácidosserealizóen un

detectordeultravioletavisible a 254 nm.

III. 2. 10. 5. - Identificacióny cuantificaciónde los aminoácidos

La identificaciónde los aminácidosserealizócon los patronesdescritos,mientrassu

cuantificaciónsebasóen las gráficaspatroneselaboradasteniendoen contalas siguientes

relaciones:concentraciónaminoácidoproblema/concentraciónnorleucinay áreaanimoácido

problema!áreanorleucina.
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TablaIII. 2. - Condicionesde la CromatografíaLíquida de Alta Eficacia (HPLC) parala

determinaciónde la composiciónaminoacidicade la sustanciaantimicrobiana

de Pediococcussp. 347.

Tiempo

(mm)

Flujo

(mi/mm) % solución13

Duración

(mm)

0,0 1,0 4,0 0,0

0,5 1,0 4,0 5,0

5,5 1,0 4,5 9,5

15,0 1,0 10,0 7,0

22,0 1,0 19,0 10,0

32,0 1,0 27,0 5,0

37,0 1,5 99,0 5,0

52,0 1,5 99,0 5,0

57,0 1,0 3,2 5,0
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III. 2. 11. - Concentracióninhibidora mínima (CIM’> de la sustancia

antimicrobianade PediococcussD. 347 en diversosmicroorganismos

indicadores

Paradeterminarla concentracióninhibidora mínima (CIM), 5 mg de la proteína

purificada,disueltosen 1 ml de tampónfosfato 4 mM depH 7,0 se diluyeron2, 4, 8 y 16

veces.De cadadilución (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) setomaronalícuotasde 30 gil cuyaactividad

antimicrobianase evaluó segúnla técnica descritaen la seción III. 2. 3. 3. 2. Como

microorganismosindicadoresse emplearonLfermentumCECT285,Carn. divergens LV 13,

List. monocytogenes7973, LIS sv 1/2 y ScottA, Staph.aureusFRI 137, FRI 349 y FRI 362,

Cl. botulinum 551 y Cl. pe¡fringens 376.

La concentracióninhibidora mínimase definecomo la concentraciónmínimade

proteínaqueproduceun halode inhibición enel medio sólido de crecimiento,en el que se

desarrollael microorganismoindicador. Enesteensayo,únicamenteseconsideraroncomo

halosdeinhibición los que teníanun radiomayorde 1 mm.

III. 2. 12. - Caracterizacióninmunológicaparcial de la sustanciaantimicrobiana

dePediococcussp.347

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

Como extractosantigénicosse emplearonlos de la sustanciaantimicrobiana de

Pediococcus sp. 347, obtenidosde la maneradescritaen la secciónIII. 2. 8. 1. Para

inmunizarlos conejos,seles inyectaronde la 4 mg de la sustanciaantimicrobianaemulsionada

en 0,5 ml de AdjuvanteCompletoo Incompletode Freund(Difco) y en 1 ml de aguadestilada.
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III. 2. 12 .2. - Determinaciónde la proteína

Para determinarel contenido proteico de los extractos antigénicos,de los

inmunosuerosy de otros reactivos,se utilizó la técnicade Folin-Ciocalteau,descritapor

Lowry y col. (1951),realizadade la maneradescritaen la secciónIII. 2. 8. 2.

III. 2. 12. 3. - Obtenciónde los inmunosueros

Los inmunosuerosfrenteala sustanciaantimicrobianaexocelularde Pediococcussp.

347 se obtuvieronen 2 conejosmachosde razaNueva Zelandade 2,5 kg de pesovivo

aproximadamente.

III .2. 12. 3. 1. - Pautade inmunización

Losconejos,seinocularonporvía subcutáneaaambosladosde la columnavertebal,

comenzandoen la proximidadde la zonacervical.La zonasedepiló y desinfectóperfectamente

antesde las inyecciónes.Comoinóculo seemplearon1-4 mg del antígenoemulsionadosen

unamezclade 0,5 ml del AdyuvanteCompletoo Incompletode Freund(Difco) y 1 ml deagua

destiladaestéril; las inyeccionesserealizarondurante77 dias a intervalosde 7 dias (Tabla

111.3).

Antes de la primera inoculaciónse realizó una sangríaparcial inicial (so) para

comprobarla ausenciadereactividadde los animalesfrentea la sustanciaantimicrobianade

Pediococcussp. 347 . Asimismoa los 21, 42 y a los 70 díasde la inmunizaciónserealizaron,

respectivamente,las sangriasparciales51, S2y S3 con el fin de verificar laefectividadde las

inoculaciones.Conestefin los animalessecolocabanen unacajade sujecciónquesolo dejaba

libre la cabeza.La sangreseobteníade la vena marginalde la oreja,que previamentese
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friccionabacon algodónempapadoen xiol, paraproducirunavasodilataciónquefavorecierala

sangría.A continuaciónse efectuabala puncióncon una agujahipodérmica,o bien se

seccionabacuidadosamenteel vasosanguíneoelegidocon un bisturí,recogiéndosede 5 a 10

ml de sangre.La sangreextraídasecentrifugabaa2000 g durante10 minutos.El coágulose

desprendiade las paredeslateralescon unaespátulao agujay el sobrenadante,quecuandofué

necesanose centrifugóde nuevoencomoquedadicho,seextrajocon ayudade unajeringay

sedistribuyóenvialesde 2 mí, junto con unasgotasde azidade sódioal 0,01 % queactuaba

comoagenteconservador.Los viales,perfectamentecerrados,seconservarona-20 0C hastael

momentode su empleo.

III. 2. 12. 3. 2. - Sanaríafinal

Colocado el animal en una mesade Palmeren posición de decúbito supino e

inmovilizado por las 4 extremidades,se anestesiabapor vía intramuscularcon Ketolar

(Clorhidratode Ketamina)a ladosisde 10 mg/Kg de peso.

Despuésde depilary desinfectarperfectamentela zonainferior del cuello, con el

materialquirúrgicoapropiadosepracticabanlas incisionescutáneassiguientes:

1. Longitudinala lo largodela líneamediaventral

2. Transversala nivel de la segundavertebracervical

3. Transversalanivel de la sextavertebracervical

A continuación,sedisecanlos músculosventralesdel cuellovisiblesen estaárea:Ms.

cleidomastoideus(partedel Ms. cleidocephalicusy éstea su vezdel Ms.brachiocephalicus),

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

sternothyroideusy Ms. sternothyroideus.
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TablaIII. 3. - Pautade inmunizaciónde los conejos,

la sustanciaantimicrobianadePediococcus

por

sp.

inoculación

347.

subcutáneade

SangríaDías

Adyuvante
Extractoantigénico Completo
parcialmentepurificado de Freund

(mg) (mí)

Adyuvante
Incompleto
deFreund

(mí)

0 1 0,5

7 1 ---- 0,5

14 1 ---- 0,5

21 1 ---- 0,5

28 2 ---- 0,5

35 2 ---- 0,5

42 2 ---- 0,5

49 3 ---- 0,5

56 3 ---- 0,5

63 3 ---- 0,5

70 3 ---- 0,5

77 4 ---- 0,5 St

So= Sangríainicial

51 = sangríaparcialdía21

52 = sangríaparcialdía42
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Por el bordelateraldelMs. sternothyroideussedisecóen profundidad,hastallegaral

paquetevásculonerviososituadoa uno y otro lado de la tráquea.(A. carofis comunis,V.

jugularis y Troncusvago-simpathicus).Se disecólaA. carotis comunisy con unapinzatipo

“mosquito” sefijó el N. vagus,quecontinuóunido al troncovascular.

Deestemodo,al efectuarla secciónde la arteriasepuededirigir el flujo sanguíneoa un

tubo o recipientedondeserecogela sangre.

Cuandodisminuyeel flujo, se recomiendaaplicar un masajecardiacoconel fin de

conseguirel mayorvolúmende sangreposible.Decadaanimalse recogieronde 120 a 150 ml

de sangre.La sangreextraídasevertiólentamente,en un tubo,a fin deevitar en lo posiblesu

hemolisisy semanipulóde la maneradescritaen el apartadoanterior.

III. 2. 12. 4. - Técnicasinmunoló2icas

III. 2. 12. 4. 1. - Inmunodifusiónclásica en geles de azarosa.seEun la técnica

deOuchterlonv.modificadaporChordi y Kaaan(1964’

>

Es unatécnicafácil derealizar,quepermiteidentificarlos componentesdeunamezcla

antigénicacomplejay compararloscon los antígenosde referencia.La difusión de una

sustanciaen un medio liquido, esun procesoporel quela sustanciasetransportade una parte

del fluido a otra,en funcióndel movimientode susmoléculas.El soporteutilizado esun gel

de agarosa,cuyotamañode poroessuficientementegrandeparaimpedirquela sustanciaque

difundeinteraccionefísicao químicamentecon el agentegelificante.Cuandoel antígenoy el

anticuerposeencuentran,formanagregadosqueexcedendel diámetrodel poro,lo que impide

quedifundael complejoantígeno-anticuerpo.
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III. 2. 12. 4. 1. 1. - Preparacióndel Eel de aEarosa

Lacomposicióndel gel por100 ml esla siguiente: 1 g de agarosa,0,85 g de NaC1y

0.01 g de azidasódica.Una vezdisueltoslos componentes,secalientala soluciónal baño

maría,a 80-900C, durante30 minutos.

III. 2. 12. 4. 1. 2. - Preparaciónde las Placasde inmunodifusión

Se utilizaron portaobjetosde vidrio de 7,5 x 5 cm, que sesituaronsobreuna mesa

niveladora,depositandosobrecadauno de ellos 6 ml de una soluciónde agarosacaliente.

Finalizadala gelificacióny conayudade un moldeconstruidoparatal fin, serealizaronen la

agarosacortescircularesparadisponerdepocilloscuyascaracterísticasseindicanmásabajo.

Los discosde agarosa,unavezcortados,se desprendíande los portaobjetoscon un vástago

metálico.

La disposicióny el tamañode los pocillos, fué la siguiente:uno central,de 12 mm de

diámetroy seisperiféricos,rodeándoleenroseta,de 6 mmdediámetro.Ladistanciaentreel

pocillo centraly los periféricosfué de 7 mm.

Con la ayudade unamicropipetaautomática,en cadapocillo periféricosedepositaron

50 gil de la soluciónantigénicaa analizar,mientrasel pocillo centralsellenó con 150 gil del

inmunosuerocorrespondiente.Previamenteal llenadode los pocillos,sedepositóen cadauno

deellosunagotitade agarosacalienteparaevitarquelas distintassolucionesdifundierenentre

lacapade gel y la superficiede la láminade vidrio.

Los portaobjetosasípreparados,sedepositaronen un portaplacasque se introdujo en

una cubetaquecontenía10 ml de una soluciónde azidade sodio al 1 %, parainhibir el
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crecimientobacterianoy paramantenerun gradode humedadqueevitasela evaporacióndel

contenidode los pocillos.La cubeta,unavezcerrada,semantuvoa 37 0C durante24horas.

Finalizadala incubación,los portaobjetosselavarondurante48 horasen unasoluciónde NaCí

al 0,85 %, secándosea continuación,primerocon unatira de papelde filtro Whatmann9 1

colocadoencimade la agarosay, después,en unaestufaa 37 0C . Cuandose secael gel, el

papelsedesprendecon facilidadde la superficiede la placa.Unavezsecos,los portaobjetosse

tiñerondurantedos horasen una soluciónque contenía90 partesde metanol, 10 de ácido

acéticoy lg denegroamida lOB (Merck).

A continuación,los portaobjetosse lavarondurante30 minutos enuna soluciónde

ácidoacéticoal 5 %. Finalmente,seeliminó el ácidoacético,lavandovariasvecesconagua

destiladay posteriormentese secarona 37 0C en estufa.

III. 2. 12. 4. 2. - Técnicasinmunoenzimáticas(ELISA’

>

III. 2. 12. 4. 2. 1. - TécnicadelELISA indirecto

En estetrabajosehan utilizado dosprocedimientosdiferentesde ELISA indirecto.El

primerofué un ELISA indirecto clásico,empleandoun conjugadocomercialde anticuerpos

anti-especiedeconejoconjugadosal enzimaperoxidasade rábano.En el segundo,se utilizó un

sistemadeamplificaciónbiotina-avidina.

III. 2. 12 .4. 2. 2. - Técnicadel ELISA indirectoclásico

En estatécnica los antígenosseinmovilizan, medianteadsorciónpasiva,en una

superficieinerte; los anticuerposespecíficosreconocena los antígenoscorrespondientesy el

complejoformadolo detectaun segundoanticuerpomarcadocon un enzima,quereconoce
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comoantígenosa los anticuerposanteriores.La reacciónesvisible porqueal actuarel enzima

sobreel sustratoselibera un compuestocoloreado.

a) Obtenciónde los extractosanti2énicos

Como antígenosseemplearonlasustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadade

Pediococcussp. 347 (sección111.2.7.2.),los sobrenadanteslibresde célulasde Pediococcus

sp.347 y los sobrenadantesde unabacterialácticaquecareciade actividadinhibidorafrentea

los microorganismosindicadores.Tambiénse utilizaronlos sobrenadanteslibres de célulasde

distintas bacteriaslácticas con actividad inhibidora frente a diversosmicroorganismos

indicadores.Todos los microorganismoscitadosse desarrollaronen medioslíquidosMRS y

MM-triptosa.

b) Anticuerpos

Se utilizó el inmunosuerototal procedentede la inmunizaciónde conejoscon la

sustanciaantiniicrobianaparcialmentepurificadadePediococcussp.347.

c) Conjugado

El conjugadoutilizado fué uno de anti-inmunoglobulinasdeconejoobtenidasen cerdo

y marcadascon peroxidasade rábano(Nordic).
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d) Tamnonesy reactivos

1. - TampónPBS de oH 7.2

NaCí

KH2PO4

Na2HPO4

KCI

Aguadestiladahasta

8,0

0,2

2,9

0,2

g

g

g

g

L

2. - TampónPBST

Se preparacomo el PBSy sele añadeun 5 % deTween20.

3. Tamnónde ácidocítrico-fosfatodeoH 3 9

a) Prepararunasoluciónde ácido cítrico monohidratado0,lM, disolviendo

21,01 gen 1.000mIdeaguadestilada.

b) Prepararunasoluciónde Na2HPO40,2 M. disolviendo28,4gen 1.000 ml

deaguadestilada.

c) Mezclarlas dossolucioneshastaobtenerun pH de 3,9.
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4. - Sustrato

Prepararunasoluciónde 15 mg/ml de ácido2-2’-azino-bis-3-etil-benzotiazolinasulfónico

(ABTS, Sigma) en agua destiladay, después,prepararuna mezclade la siguiente

composición:

- Soluciónde ABTS (15 mg/ml) <1,4 ml

- Tampóncítrico-fosfato,pH 3,9 10,0 ml

- H202(30 % envolumen) 20,0 gil

5. - Solucióndefrenado

Fluoruro sádico(NaF)al 2 % en aguadestilada.

6. Soluciónde tapizado

Gelatinaal 1 % en tampónPBS.

e) - MetodologíadelELISA indirectoclásico

Los pocillos de unaplacade ELISA (Costar3590) sellenaroncon 100 gil del antígeno

correspondiente,diluido en tampónPBS,de pH 7,2 (cuandoel antígenoeraun cultivo libre de

célulassedepositabandirectamente100 gil de dichocultivo en cadapocillo); laplacaseincubó

duranteuna horaa 37
0C, tras lo cual se lavó 5 vecesconPBSTparaeliminarel excesode

antígenono adsorbidoen los pocillos. Una vez secala placay, paratapizarlas zonasdel

pocillo en lasque no sehubieraadsorbidoel antígeno,seañadierona cadapocillo 200 gil de

gelatinaal 1 % en PBSy la placaseincubóduranteunahora a37 0C. Traslavarla placaotras
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cinco vecescon PBST, seañadierona los pocillos 100 gil del suerodeconejodiluido en

PBST; la placaseincubó en un agitadorde placasde ELISA duranteunahoraa temperatura

ambiente.Terminadala incubación,selavó de nuevocincovecescon PBSTparaeliminar los

complejosantígeno-anticuerpoformadosen la neutralizaciónasícomolos restosdeanticuerpo

que no reaccionaron.Seguidamenteseadicionaroua los pocillos 100 pi del conjugado

antí-conejodiluido en PBSTy, de nuevo,semantuvola placaen el agitadorde placasELISA,

duranteuna horaatemperaturaambiente.Traslavarla placacincovecescon aguadestilada

paraeliminarlos restosde conjugadolibre, seañadierona cadapocillo 150gil del sustratoy se

mantuvola placaen el agitadordurante45 minutosa temperaturaambiente,antesdepararla

reacciónal adicionara cadapocillo 50 gil de NaFal 2 %. El color verde de los pocillos se

cuantificómidiendosu absorbanciaa 405 nm en un lectorespectrofotométricodeplacasde

ELISA.

En lapruebadescritasiempreserealizaban,además,los siguientescontroles:

- Control de] anticuerpo:Antígeno + Gelatina + Conjugado+ Sustrato.

- Controldel antígeno:Gelatina + Anticuerpo + Conjugado+ Sustrato.

- Controldel conjugado:Conjugado+ sustrato.

Si enalgunode los controlessealcanzabauna A405 mayorde 0,150el experimentose

considerabanulo.
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III. 2. 12. 4. 2. 3. - Técnica del ELISA indirecto utilizando el sistema de

amplificaciónbiotina-avidina

La diferenciacon la técnicaanteriorse basaen que los anticuerposobtenidospor

inmunizaciónde los conejosse conjugancon la biotina, y la deteccióndel complejo

antígeno-anticuerpo/biotinaserealizacon un conjugadode avidinao estrepto-avidinamarcada

con peroxidasade rábano.

En los últimos años,seha visto queel complejoavidina-biotinaesun mediadormuy

útil y versátil en una gran variedad de aplicacionesanalíticas,incluidas las técnicas

inmunoenzimáticas.El hechode queen pocotiempo se hayageneralizadosu usoencampos

muy diversos,sedebea laelevadaafinidad(1015 M1) de la avidinaporla biotina y a la gran

estabilidaddeestainteracciónno covalente.

Utilizando las propiedadesdel complejo biotina-avidina,sepuedenamplificar las

reaccionesinmunoenzimáticas(ELISA). En estecaso, los anticuerposespecíficosde la

reacciónse conjugancon la biotina (biotinización) y se detectancon un conjugadode

avidina-enzima,en lugar de hacerlocon las anti-inmunoglobulinasde la especiede la que

procedeel anticuerpounido al enzima.

III. 2. 12. 4. 2. 3. 1. - Biotinización de los anticuerpos

Los inmunosuerosprocedentesde la inmunizaciónde los conejos,debensufrir un

tratamientoprevioantesde conjugarsea la biotina.

a.) Obtencióndelos anticuerposapartirdel inmunosuero
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1) Tamponesy reactivos

a) Soluciónsaturadade sulfatoamónico

Seobtienedisolviendolentamente76,1 g de (NH4)2S04en 100 ml de aguadestilada,

hastaquela soluciónprecipita.Momentosantesde su empleo,estasoluciónsefiltra por papel

defiltro Whatmann
0 1 y su pH se ajustaa 7,4 con NaOH iN.

b)Tampónde PBSde oH 7.4

Obtenidotal y como sedescribeen la secciónIII. 2. 12. 3. 3. d.) 1.)

P¡vcedimiento

25 ml del suerode los conejosinmunizadosse centrifugana 3.000 g durante10

minutos. Al sobrenadanteobtenidosele añadeun volumenigual de soluciónsaturadade

sulfato amónico y sedejareposara 4 0C durante12 h. Pasadoestetiempo,serealizauna

segundacentrifugacióna 3.000 g durante30 minutos y el precipitadoobtenido tras la

eliminación del sobrenadantesediluye en 12,5 ml de tampón PBS. Los anticuerposasí

obtenidossedializanfrenteaPBSy se liofilizan antesde conjugarloscon la biotina.

b.)Conjugacióndelos anticuemospurificadosconla biotina

Los anticuerpos precipitados se conjugan con el éster biotin

amidocaproato-N-hidroxi-succinimida(Sigma),siguiendola técnicade Bonnardy col. (1984),

con ligerasmodificaciones.Seprocediócomo sigue:
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1. Prepararunasolucióndelreactivode biotina (lmg/ml de dimetilsulfóxido).

2. Utilizando corno dilsolventetampón PBS de pH de 7,2, se preparauna

solucióndel anticuerpoprecipitado(con unaconcentraciónde,al menos,1-3 mg/mi).

3. Añadir la soluciónde biotina a la del anticuerpo,en una relaciónmolar

biotina/anticuerpode 50/1.

4. Incubarla mezcladurante2 horasatemperaturaambiente.

5. La biotina que no reaccionaseelimina diálizandola mezclafrenteal tampón

PBS (16ha40C).

6. Los anticuerposconjugadosseconservana -20 0C en alicuotasde 0,1 ml

hastael momentode suutilización.

III. 2. 12. 4. 2. 3. 2. - Metodologíadel ELISA indirecto utilizando e] sistemade

amplificaciónbiotina-avidina

La técnicasigue los mismospasosy tiemposde incubaciónque los descritosen el

ELISA indirecto clásico(sección111.2.11.4.6.1),salvo que el conjugadoempleadoes el

comercialde Streptavidina/peroxidasa(Sigma).
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III. 2. 12. 5. - Detección inmunolópica de sustanciasantimicrobianasen los

sobrenadanteslibres de célulasde diversasbacteriaslácticasde

ongencárnico

Paradiferenciarla sustanciaresponsablede la actividadantimicrobianadePediococcus

sp. 347, de lasproducidasporotrasbacteriasde origencárnico,seutilizó el métododel Elisa

indirectodescritoen la sección111.2.12.4.2.3.2.Comoextractosantigénicosse utilizaronlos

sobrenadanteslibresde célulasde diversasbacteriaslácticasde origencárnicoqueproducian

sustanciasantimicrobianasy que habiansido aisladasen nuestrolaboratorio.

III. 2. 12. 6. - Detecciónde la sustanciaantimicrobianade Pediococcussp. 347 en

diferentesextractoscárnicos

III. 2. 12. 6. 1. - Obtenciónde los extractoscárnicos

Seprepararontresextractosantigénicosquedenominamos:ECA (extractocárnicode

aves), ECB (extractocárnicode bovino) y ECC(extractocárnicode cerdo)

La carnenecesariaparala preparacióndel extractoantigénicoECA, procedíade los

músculosqueintegranla pechuga:Ms. pectoralismajor y pectora/ls minor. En el casodel

extractoantigénicoECB, se utilizaron filetes de babilla, integradospor los músculosde la

región femoral anterior:Ms. rectusfemoris,Ms. vastusmedialisy Ms. vastus lateralis. El

extractoantigénicode carnedecerdoECC seelaborócon partedel Ms. glutaeussupeificialis

y Ms. bicepsfemoris.

Las distintas piezasde carne se trasladaronrápidamente,en condicionesde

refrigeración,al laboratoriodondese procedióadisecarlos músculos,procurandoeliminarlos
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tendones,las aponeurosisy la grasavisible.

En todos los casos,se trocearon500 g de los músculoscorrespondientesen

fragmentoscuadradosde unos8 mm de lado que a continuaciónse homogeneizaronen una

soluciónde NaCí al 0,85% (100 g de carne/300ml de solución salina).Concluidaesta

operación,los extractosseagitaronunahoraa 4 0C y despuéssedejaronestar24 horasa la

mismatemperatura.Las muestrasrefrigeradassecentrifugarona 1500g durante5 minutosa

unatemperaturade 4 0C. El sobrenadantesefiltró porpapelWhatmann2 1 y las muestras,una

vez liofilizadas, se colocaronen un desecadorde vidrio que se mantuvo en una cámara

frigorífica a4±10C.

El contenidoproteicode los extractosantigénicossedeterminócon la técnicade

Folin-CiocalteusegúnLowry y col., (1951),descritaen la sección111.2.12.2.

III. 2. 12. 6. 2. - Neutralizaciónde los anticuemosanti-P347

La neutralizacióno bloqueoesun procedimientosencilloparaeliminar las reacciones

cruzadasde los anticuerposcon otros extractosantigénicos.Con el fin de neutralizarla

actividadde los inmunosuerosfrentea las proteínasmuscularessolublesdediversasespecies

animales,los inmunosuerosse incubaroncon los extractosantigénicosqueoriginabanestas

reaccionescruzadas.Paraello los inmunosueros,convenientementediluidosen tampónPBST

(PBS, pH 7,2, con un 0,5 % de Tween 20), se incubaroncon una cantidadadecuada

(determinadaexperimentalmente),de extractosantigénicosliofilizados frente a los que

producíanreaccionescruzadas,primeroa 37 0C durante2 h y, luego a4 0C durante16 h.

La neutralizaciónde los anticuerposanti-P347serealizódiluyéndolosen tampónPBST

que conteníauna mezcladeproteínasmuscularessolublesde aves,bovinos y cerdosa una
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concentraciónde 1,0 mg/ml o bien a concentraciones10, 30, 50, 70 y 100 vecesmenores

(dilución 1:10, 1:30, 1:50, 1:70 y 1:100). Una vez agitadaenérgicamentela mezcla,se

mantiene16 horasa4 0C, tras lo qual puedeusarseenel ELISA indirecto.
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IV. - RESULTADOS

IV. 1. - Aislamientoy selecciónde bacteriaslácticas

Alícuotasde los homogenizadosde los embutidoscrudoscurados,obtenidosde la

maneradescritaen la sección111.2.2,sesembraronen placasde Petri quecontenianlos medios

MRS o PCA y se incubarondurante3 días a 32 0C. Los recuentosobtenidos,tanto de

microorganismostotalescomode bacteriaslácticas,seresumenenla TablaIV. 1. Deellosse

deduceque prácticamentela totalidadde la flora bacterianade los embutidosanalizadosse

encuentraconstituidaporbacteriaslácticas.De las placasde MRS se seleccionaronal azar956

colonias,queseconservaronencongelacióna - 18 0C hastasu empleoen posterioresestudios.

IV. 2. - Actividadantimicrobianade lasbacteriaslácticasseleccionadas

IV. 2. 1. - Actividadinhibidoradirecta

La actividadinhibidoradirectade las 956bacteriaslácticasseleccionadas,seevaluóde

la maneradescritaen la sección111.2.3.2, utilizando L. fertnentum CECT285 como

microorganismoindicador.De ellas780 mostraronhalosde inhibición definidosy de bordes

nítidosfrenteal microorganismoindicadorlo querepresentael 82 % del total de las bacterias

lácticasseleccionadas.

De estas780 cepas,se seleccionaronlas 54 que mostraronuna mayor acción

antimicrobiana,lo que se manifestabapor la presenciade una halo de inhibición de gran

tamaño,de bordesnítidos y sin que en su interior se observaroncoloniasresistentesdel

microorganismoindicador(Figura4.1).
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TABLA IV. 1. - Recuentosbacterianosen placas de PCA y MRS, inoculadascon

homogenizadosde los embutidoscrudoscuradosa

Medio decultivo

PCA MRS

Muestra1:

Microorganismostotales 3,2 x io~

Bacteriaslácticas 1,8 x lO~

Muestra2:

Microorganismostotales

Bacteriaslácticas

2,3 x iO~

1,9 x lO~

a• Recuentosexpresadosenufc/ml
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FiguraIV.1 - Actividad inhibidora directa de las bacteriaslácticas aisladasde

embutidoscrudoscurados,frenteaLactobacillusfermentumCECT285.

151



RESULTADOS

IV. 2. 2.- Actividad inhibidorade los sobrenadantesconcentradoslibresdecélulas

Lossobrenadantesconcentradoslibresde célulasde las 54 cepasde bacteriaslácticas

seleccionadas,se obtuvieronde la maneradescritaen la sección111.2.3.3.1. La actividad

inhibidorade los sobrenadantesseevaluófrentea L.fermentumCECT285,Staphylococcus

aureus y frentea variascepasde Listeriasmonocytogenes,de acuerdocon la metodología

descritaen la sección111.2.3.3.2.Los resultadosobtenidossemuestranen las Figuras4.2. a

4.7. Yaquetodaslas cepasanalizadastenianunaactividadinhibidorasimilarseseleccionaronal

azar6 cepascon las que serealizaronotrasexperiencias.Lascepasseleccionadasfueronlas 9,

11, 24, 26, 31, y 48, quecorrespondena las cepas209, 211, 241, 346, 347 y 438 aisladas

inicialmente.

IV. 3. - Identificacióny caracterizaciónbioquímicaparcialde lasbacteriaslácticas

seleccionadas

La bacteriaslácticasseleccionadasse sometierona la mayoría de las pruebas

recomendadasporSchillingery Lúcke (1987b),parala identificaciónrápidade las bacterias

lácticasaisladasde la carney productoscárnicos;dichaspruebasson las reseñadasen la

sección111.2.4.

IV. 3. 1. - Moifolo2ía y tinción porel métodode Gram

Los resultadosde la tinción de las muestrascon el métodode Gramsemuestranen la

Tabla IV.2. Al microscópiose observóla presenciade cocosGram-positivos,relativamente

pequeños,queformabanparesy a vecesse agmpabandecuatroen cuatrocomoracimosde

uva.
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Figura4.2 . - Actividad inhibidora frente a Lactobacillusfermentum CECT285,de los

sobrenadantesconcentradoslibres de células de las 54 bacteriaslácticas

seleccionadas.
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Figura4.3. - Actividad inhibidora frentea Listeria monocytogenes NCTC5105, de los

sobrenadantesconcentradoslibres de células de las 54 bacteriaslácticas

seleccionadas.
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Figura4. 6. - Actividad inhibidora frente a Listeria rnonocytogenesScott A, de los

sobrenadantesconcentradoslibres de células de las 54 bacteriaslácticas

seleccionadas.
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Figura 4. 7. - Actividad inhibidora frente a Staphylococcusaureus FR1137, de los

sobrenadantesconcentradoslibres de célulasde las 54 bacteriaslácticas

seleccionadas.
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IV. 3. 2. - Pruebade lacatalasa

Todaslascepasanalizadasfueron negativasa la pruebade lacatalasa(TablaIV.2).

IV. 3. 3. - Crecimientoa diversastemperaturas

En laTabla IV.2 se muestrael desarrollode las bacteriaslácticasseleccionadasa 4, 8,

15 y 45 0C. Todaslas cepascrescieronbien a 15 y 45 0C, a 8 0C lo hicierondébilmentey

ningunacepalo hizo a4 0C.

IV. 3. 4. - Toleranciaal clorurosódico

La pruebase realizó de la maneradescritaen la sección111.2.4.4.Los resultados

indicanquetodaslascepascrecenbien tantocon un 7 %, como con un 10 % de NaCí (Tabla

IV-2).

IV. 3. 5: - Tnlprnnciaal oH 3.9

Como se observaen la TablaIV-2, todaslas cepassedesarrollaronen medio MRS

ajustadocon HCl 1 N aun pH de 3,9.

IV.3. 6. - Hidrólisis de laarpinina

La Tabla IV.2 indica que todaslas cepashidrólizan la arginina. Esta reacciónes

negativacuandono hay modificación del color del medio y positiva cuandoadquiereuna

tonalidadmarrónoscura.
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TablaIV. 2. - Característicasmorfológicasy bioquímicasde lasbacteriaslácticasseleccionadas

Cepan2

Característica
209 211 241 346 347 438

Morfología

Tinción de Gram

cocos

+

cocos

+ +

Catalasa

Hidrólisis Arginina + + +

ProducciónCO
2

ProducciónH25

Voges-Proskauer

Crecimiento

:

7 %NaCl

10 %NaCI

4
0C

80C

15 0C

45 0C

pH 3,9

d= Crecimientodébil

cocos cocos cocos cocos

+ + +

+ + +

+

+

+

+

+ + +

+ +

+

+ +

dd

+

+

+

dd

+

+

+

d

+ +

d

+ +

+

+

++

+

+

+ +
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IV. 3. 7. - Producciónde szas

En la TablaIV-2 seobservaque ningunade las cepasanalizadasprodujo C02 apartir

de los carbohidratosutilizados.Los análisisserealizaronsegúnla metodologíadescritaen la

sección111.2.4.7.

IV. 3. 8. - Producciónde sulfídrico

Estapruebarealizadasegúnla metodologíadescritaen la sección111.2.4.8,fue siempre

negativa(TablaIV-2).

IV. 3. 9. - Producciónde acetoina

La capacidadde produciracetoinase estimó de la maneradescritaen la sección

11.2.4.6. De los resultadosde la Tabla IV-2 se deduceque ningunade las cepasanalizadas

produceacetoina.

IV. 3. 10. - Utilizaciónde los hidratosde carbono

La capacidadde las cepasseleccionadasde utilizar diversoscarbohidratosseevaluó

segúnel procedimientodescritoen la sección111.2.4.10.Los resultadosobtenidossemuestran

en laTablaIV.3. De ellos sededuceque:

a) Todaslas cepasanalizadasutilizan los siguientescarbohidratos:L-arabinosa.ribosa,

D-xilosa, galactosa.D-glucosa,D-fructosa,D-manosa,N-acetilglucosamina,gentibiosa,

sacarosa,amigdalina,arbutina,esculina,salicinay celobiosa.
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b) Ningunasde las cepasutilizó los siguintescarbohidratos:eritritol, D-arabinosa,

L-xilosa, adonitol, IB - metil D-xilósido, L-sorbosa,ramnosa,dulcitol, inositol, manitol,

sorbitol, a - metil D-manósido, a - metil O-glucósido,maltosa,lactosa,melibiosa,trealosa,

inulina, melecitosa,0-rafinosa,almidón,glucógeno,xilitol, D-turonosa,D-xilosa, D-tagatosa,

0-fucosa,D-arabitol,L-arabitol, gluconato,2-cetogluconatoy 5-cetogluconato.

Dadoslos resultadosde las pruebasdescritasy el esquemade identificaciónde

Sehillingery Liicke (1987b),asícomo las característicasdescritaspor Garvie (1986), se

deduceque todaslas bacteriaslácticasseleccionadaspertenecenal géneroPediococcus.
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TablaIV. 3. - Utilización de carbohidratospor las bacteriaslácticas seleccionadas

Cepan9

Cabohidrato

209 211 241 346 347 438

Glicerol

Eritritol

D-Arabinosa

L-Arabinosa + + + + + +

Ribosa + + + + + +

D-Xilosa + + + + + +

L-Xilosa - - - - - -

Adonitol - - - - - -

p-Metil-D-xilósido - - - - -

Gaictosa + + + + + +

O-Glucosa + + + + + +

O-Fructosa + + + + + +

0-Manosa + + + + + +

Sorbosa - - - - - -

Ramnosa - - - - - -

Dulcitol - - - - - -

Inositol - - - - - -

Manitol - - - - - -

Sorbitol - - - - - -

a-Metil D-Manósido -

a-MedíO-Glucósido - - - - - -

N-acetilglucosamina + + + + + +

Amigadalina + + + + + +

Esculina + + + + + +
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TablaIV. 3. - Continuación

Cepan~

Cabohidrato

209 211 241 346 347 438

Salicina + + + + + +

Celobiosa + + + + + +

Maltosa

Lactosa

Melibiosa

Sacarosa + + + + + +

Trehalosa

Inulina

Melecitosa

Rafinosa

Almidón

Glucógeno

Xilitol

¡1-Gentibiosa

0-Turanosa

0-Lixosa

0-Tagatosa

0-Fucosa

L-Fucosa

0-Arabitol

L-Arabitol

Gluconato

2-cetogluconato

5-cetogluconato
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IV. 4. - Espectroantimicrobianode la sustanciainhibidoraexocelularde Pediococcus

sp. 209. 21i. 241. 346. 347 v438

Unavezcaracterizadasbioquirnicamentelasseisbacteriaslácticasde interés,seanalizó

la actividadinhibidorade sussobrenadantessimples(5) y de los concentradoslibresde células

(Sc),frentea un mayornúmerode microorganismostaxonómicamenterelacionados,asícomo

frente a otrasbacteriasGram-negaíivasy frente a diversosmicroorganismosalteranteso

patógenosde los génerosBacillus, Clostridium, Propionibacterium,Listeria y

Staphilococcus.

La actividadinhibidorade los sobrenadantesse evaluósegúnla metodologíadescrita

en la sección111.2.3.3. y los resultadossereflejanen la TablaIV.4.

De los resultadosobtenidossedesprendeque:

1) La actividadinhibidorade los sobrenadantessimples(5) y de los concentrados(Sc)

de los pediococosseleccionadosparecendiferentesentresi, debido a variacionesen su

espectroantimicrobiano.

2) Las cepasno sólo producensustancias(s) específicas,sino que su actividad

depende,ademásdel microorganismoindicadorempleado,tambiénde lacepade Pediococcus

sp. utilizada.

3) Los sobrenadaníesdePediococcus sp. 347 poseenun espectroantimicrobiano

mayor que el resto de las cepasevaluadastanto frente a diversosmicroorganismos

taxonómicamenterelacionados,comotambiénfrente a bacteriasGram-positivasde los géneros

Clostridium,Listeria,Propionibacteriumy Staplzilococcus,de gran interéshigiénico-sanitario
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y tecnológicoen la industriaalimentaria.Porello, fué estemicroorganismoel seleccionado

parala realizaciónde estudiosposteriores.

4) Ningunode los sobrenadantesde las bacteriaslácticasseleccionadasinhibió a las

bacteriasGram-negativasanalizadasentrelas que seincluian Sa/montillatyphimurium y

Yersiniaenteroco/frico.

IV. 5. - Caracterizaciónparcial de la actividad antimicrobianaexocelular de

Pediococcussu. 347

IV. 5. - Parámetroscinéticosdeldesarrolloy actividadinhibidora dePediococcussp

.

347 adiversastemperaturas

IV. 5. 1. 1. - Crecimientoy actividadantimicrobianade Pediococcussu. 347

En las Figuras4.8 a 4.11 semuestranlos parámetroscinéticosdel crecimientoy la

actividadantimicrobianade Pediococcussp. 347 desarrolladoen MRS y MM-Triptosaa 8,

16, 25 y 32 0C. De los resultadosobtenidossededuceque:

1.) Pediococcussp.347muestracrecimientocuantificablea8, 16, 25 y 32 0C, siendo

mayorsu velocidadde crecimientoa 25 y 32 0C.

2.) A las temperaturasempleadaslaactividadantimicrobianafrente a L. fermentum

CECT285esescasapocodespuésde iniciarsela fasede crecimientologarítimica.La actividad

antimicrobianade estacepaconstituyeuna propiedadligada al desarrollocelular, siendo

detectabley cuantificabledurantesucrecimientoen un medio baseo mínimo, suplementado

con triptosa.
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169

200 A

1
rt

n
1~
o
.0

150

100

50

0

200

0 2 4 6 8 10

B

1
u,
t

.0
o
u,
.0

150

100

50

o o 2 4 6 8 10



RESULTADOS

300

250

200

150

100

50

o
80

20

15 E

1~
o

.0

t
5>

u

o

Tiempo (horas)

E
u,
o)
y

y
2

u
O

.0
3-
o
u,
.0

300

250

200

150

100

50

o
80

20

iSA

o
y

10 .0.0
O

y

y
5 >

u

0

Tiempo (horas)

Figura4.9. - Crecimientode Pediococcussp. 347 (0) y actividadantimicrobiana(u), al

desarrollarsea 16 0C en MRS (A) y MM-triptosa (B).

A

E
u,
o.>
y

y
O

u
O

.0
1~o
u,
.0

o 20 40 60

B

o 20 40 60

170



RESULTADOS

E
u,
o)
y

y
O

u
O

.0
1-
o
u,
.0

300

250

200

150

100

50

o

o)

u,
o)
y

y
O

ca
O

.0
1~
o
u,
.0

300

250

200

150

100

50

0
0

50

50

20

1-o
y

10.0
.0
O

y

y
5 >

u

o

20

15 E

1~o
y

ío ~
.0
O

y

y

5 .2
u

o

Tiempo (horas)

Figura 4.10. - Crecimientode Pediococcussp. 347 (0) y actividadantimicrobiana(U), al

desarrollarsea 25 0C en MRS (A) y MM-triptosa(B).

171

A

o 10 20 30 40

Tiempo (horas)

B

10 20 30 40



RESULTADOS

300

o)

u,
o)
y

y
O

u
O

.0
La
ou,
.0

250

200

150

100

50

o

300

a
u,
o)
y

y

ca
O

.0
La
ou,
.0

250

200

150

100

50

o
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

20

15 E

La
o
y
.0lO~
O

y

y

s
u

o

20

La
o
y

~
.0
O

y

y
5 .;

ca

o

Tiempo (horas)

Figura4. 11. - Crecimientode Pediococcussp. 347 (0) y actividadantimicrobiana(U), al

desarrollarsea 25 0C en MRS (A) y MM-triptosa(B).

A

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (horas)

B

172



RESULTADOS

3.) La actividadantimicrobianadePediococcussp. 347, tantoen medioMRS comoen

MM-Triptosa fue máximaa32 0C. La actividadmáximaa estatemperaturasedetectaa las 16

horasde crecimientoe incluso semantienea un nivel elevadotras48 h de incubación.

IV. 5. 1. 2. - Parámetroscinéticosdel crecimientobacteriano

En laTablaIV.5 se muestranlos parámetroscinéticosdel crecimientode Pediococcus

sp. 347 en MRS y MM-Triptosa adiferentestemperaturas.

Como puede observarse,la velocidad específicade crecimientoy el númerode

generacionesporhoraaumentarona medidaque seelevabala temperatura,siendomáximasa

25-320C. Porello, el tiempode duplicaciónfue inversamenteproporcional,disminuyendo

significativamentecuandoseaumentabala temperaturade incubación.

El pesocelular secofue ligeramentemayora las temperaturasde 25-320C tanto en

medio MRS• comoen MM-Triptosa. El pH final fue másbajoa las temperaturasóptimasde

crecimientosi bien fue parecido en ambos medios. La actividad antimicrobiana de

Pediococcus sp. 347, fue menor a 8-16 0C que a 25-32 0C, tanto en MRS como en

MM-Triptosa.

IV. 5. 2. - Efectodediversosenzimasen la actividadinhibidorade los sobrenadantes

concentradosdePediococcussp.347

El efectode diversosenzimasproteolíticosen la actividadantimicrobianade los

sobrenadanteslibresde célulasde Pediococcussp. 347 previamenteconcentrados,seevalué

de la maneradescritaen la sección111.2.7.2.Los resultadosobtenidossemuestranen la Tabla

IV-6, de la que sededuceque:
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Tabla IV. 5. - Parámetroscinéticosde crecimiento,pH final y actividad inhibidora de

Pediococcussp. 347, cultivado en los medios MRS y MM-triptosa a

diferentestemperaturas

Medio Temperaturade incubación(0C)

4 8 16 25 32

MRS 0,005 0,026 0,054 0,109

Parámetro(a)

II

MM-triptosa 0,004 0,024 0,058 0,119

tU MRS 144 26,25 12,95 6,36
MM-triptosa 165 28,52 11,93 5,83

g/h MRS 0,006 0,038 0,077 0,157

MM-triptosa 0.006 0,035 0,075 0,145

pcs MRS 0,95 1,06 1,04 1,05

MM-triptosa 0,88 1,04 1,03 1,03

pH MRS 4,9 4,6 4,3 3,9

MM-triptosa 4,7 4,3 4,2 4,0

Al MRS 13,2 15,0 18,6 15,6

MM-triptosa 12,6 15,0 15,8 16,0

(a) ~ velocidad específicade crecimiento (h1); td, tiempo de duplicación (h), g/h,

generaciones/hora;pcs,pesocelularseco(ng/mi); pH, pH final; Al , actividadinhibidoradel

sobrenadante(mm).
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1.) La actividadantimicrobianacesócompletamentetrassu tratamientocon los enzimas

proteolíticos,siendomuy sensiblea las proteasasII y XIV.

2.) La sustanciainhibidoraesinsensiblea la alfa-amilasay a las lipasas1 y VII, lo que

sugierequeen suactividadno estáninvolucradosni lipidos ni carbohidratos.

3.) Los resultadosobtenidosindicanquela sustanciaantimicrobianade Pediococcus

sp. 347 esde naturalezaproteica.

IV. 5. 3. - Termorresistenciade la actividad inhibidora de los sobrenadantesde

Pediococcussp.347. concentrados

En laFigura4.12,se muestrala cinéticade tennodestrucciónde la actividad inhibidora

exocelulardePediococcussp.347 a 80, 100, 121, 135 y 150 0C. Estapruebaserealizóde la

maneradescritaen la sección111.2.7.3.De los resultadosobtenidossededuceque:

a) A temperaturamenoresde 100 0C, la actividad antimicrobianapermanece

prácticamenteconstanteduranteel tratamientotérmico. Asimismo, la actividadinhibidora

conservémásdel80 % de su podertrassu tratamientoa 100 0C durante20 minutos.

b) A temperaturasde 100 0 C o mayores, la disminuciónde la actividad inhibidora por

efectodelcalorse ajustaaecuacionesdeprimerorden.

c) Los parámetroscinéticosde termodestrucciónde la actividad antimicrobiana,

(valores “D’, “t
1¡2’ y ‘7”) se calcularona partir de los resultadosexperimentalesde la

inactivacióntérmica,de lamaneradescritaen la secciónIII. 2. 7. 3. 2 de estetrabajo.
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TablaIV .6. - Efectode diversosenzimasen la actividadantimicrobianade Pediococcussp.

347

Actividadresidual(%) a

Concentración

Enzima Final Tiempode incubación(h)

(mg/mi)

Tripsina 1
5

2 8 20

80
0

66
0

26
0

Pepsina 1
5

44
0

36
0

13
0

Papaina 1
5

100
0

100
0

51
0

Proteasall 1
5

0
0

0
0

0
0

ProteasaXW 1
5

0
0

0
0

0
0

Lipasa1 1
5

100
100

100
100

100
100

LipasaVII 1
5

100
100

100
100

100
100

ct-amilasa 1
5

100
100

100
100

100
100

a. La actividadinhibidoraresidualseobtieneal dividir laactividadinhibidorade las muestras
tratadascon el enzimaporla actividadinhibidorade lamuestracontrol,multiplicadapor100.

176



RESULTADOS

Los valores “D” a80, 100, 121, 135 y 150 0C fueron,respectivamente,de 2013, 101,

17,6, 7,8 y 4,5 minutos, y los de ‘t
1p” a las mismasterbperaturasde 1395, 70,0, 12,2, 5,4

y 3,2 minutos.El valor “Z”, calculadode la ecuaciónde la rectade regresiónobtenidaal

representargráficamenteel logaritmode los valores“U’ en funciónde la temperatura,fuéde

26,8
0C.

IV. 5. 4. - Determinaciónde la actividadantimicrobianadePediococcusso. 347 en

diversosmediosdecultivo

El medioMRS, queseempleageneralmenteparael desarrollode las bacteriaslácticas,es

muy rico en sustanciasproteicaslo que dificultaría la purificaciónde las sustanciasproteicas

antimicrobianas.Porello, la actividadantimicrobianaexocelulardePediococcussp. 347 se

determinóen diversosmedios de cultivo, empleandocomo microorganismoindicador

Lactobacillusfer,nentumCECT285,de acuerdocon la metodologíadescritaen la sección

111.2.7.1.

Los resultadosobtenidos,que semuestranen la TablaIV.7, indicanqueel medioBHI,

suplementadoo no, no permitemantenerla actividadexocelularde la cepaestudiada,lo que

sugiereque en la síntesisde sustanciasantimicrobianaspor las bacteriaslácticashay

involucradosmecanismosde regulación.Sin embargo,dichaactividadescuantificablecuandoel

microorganismosedesarrollatantoen medio baseMM comoen APT, suplementadoso no.
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TablaIV. 7. - Actividad antimicrobianadePediococcussp. 347. desarrolladoa 32

diversosmediosde cultivo

‘C en

Mediodecultivo Actividad inhibidora a

MRS ++

API? ++

APT+ Triptosa ++

APT + Proteosapeptona ++

APT + Extractode carne ++

APT + Peptona ++

BHI

BHI + Triptosa

BHI + Proteosapeptona

BHI + Extractode carne

BHJ + Peptona

MM

MM + Triptosa ++

MM + Proteosapeptona +

MM + Extractode carne ++

MM + Peptona +

MM -i- Triptona ++

MM + Casitona +

a Símbolosparael ensayode difusión en agar: ++, Diámetrodeinhibición grande(15-21mm);

+, Diámetrode inhibiciónpequeño(<15 mm); -, Sin inhibición.
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IV. 5. 5. - Mecanismode acción de la sustanciaantimicrobianaexocelularde

Pediococcusso.347

Cuandoa los mediosMRS,APT y BHI quecontienenunas5 x 10~ ufc/ml de diversos

microorganismosindicadores(sección111.2.10),seles adicionan0,5 ml de los sobrenadantes

concentradoslibres de células de Pediococcus sp. 347, sedetieneel crecimientode las

bacteriassensibles(Tabla IV-8) pero no disminuyeel númerode ufc/ml. Sin embargo,la

adiciónde 0,5 ml de un cultivo de Pediococcussp.347 carentede actividadinhibidora(Bac-),

no afectaal crecimientode los microorganismosindicadores.Los resultadosobtenidosindican

que posiblementela sustanciaantimicrobianade Pediococcus sp. 347 es de tipo

bacteriostático.
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TablaIV. 8. - Efecto de los sobrenadantesconcentradoslibresde célulasde Pediococcussp.

347 y 23, antagonistas(Bac+) y no antagonistas(Bac-) respectivamente,en

el desarrollodealgunosmicroorganismosindicadoresa 32 0C.

Microorganismoa log ufc/ml

Oh 4h 8h láh

Lactobacillasfermentun¡ 285 Bach
Bac

5,3
5,5

5,3
6,8

54
8,7

5,5
9,8

Lactobacilluscurvatus 726 Bac~
Bac

5,6
5,6

5,6
6,9

5,7
8,5

6,1
9,8

Carnobacteriunzdivergens LVl3 Bac~
Bac

5,7
5,6

5,7
6,9

5,3
8,7

5,4
9,5

Leuconostocmesenteroides 395 Bac+
Bac

5,7
5,7

5,8
6,9

5,9
8,9

6,4
9,5

Listeriarnonocytogenes LIS sv 1/2 Bac+
Bac

5,8
5,8

5,7
6,9

5,9
8,9

6,2
9,5

Listeria tnonocytogenes ScottA Bac+
Bac

5,8
5,8

5,7
6,9

5,9
8,8

6,1
9,5

Salmonellatyphimuriuni T91 Bach
Bac

5,5
5,4

6,9
6,8

8,8
8,7

9,5
9,4

Yersiniaenterocolitica E20 Bach
Bac

5,7
5,8

6,1
6,3

6,9
7,1

8,2
8,9

Staphylococcusaureus 137 Bac~
Bac

5,3
5,2

5,1
6,9

5,6
8,9

6,3
9,2

Staphylococcusaureus 371 Bach
Bac

5,2
5,3

5,3
6,7

5,3
8,7

6,5
9,8

a Paraconocerlaprocedenciade los microorganismosver tablaIII. 1
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IV.6. - Purificaciónparcialde la actividadantimicrobianaexocelularde Pediococcus

5V. 347

Unavezdeterminadala naturalezaproteicade la sustanciaantimicrobianaexocelularde

Pediococcussp. 347, así como su producciónen el medio de cultivo semisintético

MM-Triptosa, seprocedióa supurificaciónparcialporcromatografíade filtración en geles.

Estatécnicasebasaen la separaciónde las moléculasproteicasen función de su tamano

molecular,y selleva acabode la maneradescritaen la sección111.2.8.

IV. 6. 1. - Cromatografíadefiltración en 2elesde Seohadex0-150.6-75v6-50

El sobrenadanteconcentradolibre de célulasde Pediococcussp. 347, obtenidode la

maneradescritaen la sección111.2.3.3.1,se depositóen unacolumnade Sephadex6-150.El

resultadode supurificaciónse reflejaen la Figura 4.13, en la que semuestranla actividad

inhibidoray la absorbanciaa 280 nm de las fraccioneseluidas.Como puedeobservarse,la

actividadinhibidoraeluyeconel frentecromatográfico,semantienedurantela purificacióny se

detecta,incluso,durantela eluciónde los componentesde bajo pesomoleculardel mediode

cultivo. De acuerdocon esteresultado,puededecirseque la sustanciaantimicrobiana

exocelularde Pediococcussp. 347, seencuentranaturalmenteformandoagregadosde un

tamañomolecularvariable.

Con el objeto de resolver los agregadosproteicosque forman la sustancia

antimicrobianaexocelularde Pediococcussp.347, las fraccionescromatográficasnúmeros34

a 86, eluidasde la columnade Sephadex0-150, se concentraronpor liofilización y se

resuspendieronen tampónde ácidocítrico-fosfato,de pH 5,6 quecontieneunaconcentración

deurea6 M. La muestrase depositóen una columnade Sephadex0-75,eluyéndosecon el

tampónde elución con una concentraciónde urea0,1 M. Los resultadosmostradosen la

182



RESULTADOS

Figura 4.14, indican una resoluciónparcial de los agregadosproteicos,lo que permiteuna

mayorseparaciónde la actividadartimicrobianade los componentesdel medio de cultivo.

Asi mismo, las fraccionescromatográficas14 a 40 se trataroncomo se ha descritoy la

muestra,concentradaporliofilización y sometidaa la accciónde altasconcentracionesde urea,

semuestranfinalmenteen una columnade SephadexG-50. Los resultadosobtenidosse

observanen la Figura 4.15. La actividadinhibidoraeluye antesque la mayorpartede los

componentesdel mediodecultivo, lo queindicaqueaunquela purificaciónseaparcial,permite

la separaciónde la mayorpartede la actividadinhibidorade los componentesproteicosdel

mediode cultivo.

En la TablaIV-9, semuestranlos datosmás interesantesde la purificación de la

actividadantimicrobianaexocelularde Pediococussp. 347. La purificaciónfue de 1,2-veces

con un rendimientodel 0,34 %. Estosresultadosindicanquela liofilización y la cromatografía

de filtración en gel, no constituyenun método adecuadode purificaciónde la sustancia

antimicrobianaexocelularde Pediococcussp.347.

IV. 6. 2. - Determinacióndel pesomolecularpor cromatoaafíade filtración en

SephadexG-S0

El pesomolecularde la sustanciaantimicrobianaexocelularde Pediococcussp. 347,

purificadacomoquedadicho, se deterrninóprimeroporcromatografíade filtración en un gel

deSephadexG-50. Lacromatografiase realizó de la maneradescritaen la secciónIII. 2.

8. 3 y los resultadosobtenidosse muestranen la Tabla IV 10. Paraello, 20 mg de la

sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadasedisolvieronen 3 ml de tampónde ácido

cítrico-fosfatodepH 5,6 con urea6 M; a continuaciónsedepositaronen unacolumna(1,6 x

90 cm) de SephadexG-S0. Una vez determinadasla absorbanciaa 280 nm y la actividad

inhibidora de la fraccioneseluidas,el pesomolecularde la sustanciainhibidora sedeterminó
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RESULTADOS

TablaIV. 9. - Purificaciónparcialde la actividadantiinicrobianade Pediococcussp.347

Actividad Actividad
Actividad InhibidoraProteína Inhibidora Actividad Purifica

Volumen
(mi)

Inhibidora
(cm2/ml)

Total Total Específica
(cm2) (mg/mi) (cm2/rnl)

Recuperadación
(%) (veces)

Sobrenadante
delcultivo libre
decélulas 470 38,9 18.302 6.956,0 2,63 100,0 1,00

Sephadex
0-150 7 166,8 1.168 898,1 1,30 6,4 0,49

Sephadex
G-75 4 46,0 184 158,8 1,16 1,0 0,44

Sephadex
0-50 3 21,0 63 19,8 3,15 0.3 1,19

Lapurificaciónsecalculacomola Actividad inhibidoraespecíficade la fracciónX/Actividad

inhibidoraespecíficade lafracción1.

La recuperaciónsecalculacomola Actividadinhibidorade la fracciónX/Actividad inhibidoTa

de la fracción 1, multiplicadopor 100.
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porinterpolaciónen unagráficaquerepresentabala eluciónde las proteínasestándardemasa

molecularconocidaen función del logaritmode su pesomolecular(Figura 3.7). El peso

moleculardela sustanciaantimicrobianapurificadafuede31.189daltons.

TablaIV. 10. - Determinacióndel pesomoleculardela actividadantimicrobianaparcialmente

purificada de Pediococcussp. 347, por cromatografíade filtración en

SephadexG-50

Compuesto

Fracciónde

elución(n9)

Logaritmodel

pesomolecular

Pesomolecular

(Daltons)

a-quimiotripsinógeno 28 4,40 2S000

RNAsapancreática 34 4,14 13.700

Actividad

antimicrobiana 26 4,49 31.189

VitaminaB
12 57 3,13 1.355
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IV. 7. - Determinacióndel yesomolecularde la actividadantimicrobianaexocelular

de Pediococcussp. 347 por electoroforesisen 2elesde poliacrilamidacon

dodecilsulfatosódico(SDS-PAGE

)

Paraconfirmar el pesomolecularde la sustanciaantimicrobiana,determinadopor

cromatografíade filtración en geles,la sustanciaantimicrobianaexocelularde Pediococcussp.

347 obtenidade la maneradescritaen la sección111.2.3.3.1,se sometióa electroforesisen

gelesde poliacrilamidacon dodecil sulfato sódico y urea, segúnla técnicade Swank y

Munkres(1971)y, en gelesde poliacrilamidacon dodecil sulfato sódico(SDS-PAGE),según

la técnicade Laemii (1970),ambassedescribenenla sección111.2.9. La primerautiliza geles

quecontienenunaconcentraciónalta de poliacrilamida(20 %) y urea(8 M) con el objetode

resolverlascadenaspolipeptidicasdebajo pesomolecular,mientrasla segunda,que utiliza

gelesqueno contienenurea,seutiliza muchoen la separaciónelectroforéticade proteínasde

un tamaño molecular medio o elevado. Ambas técnicasse utilizan en la separación

electroforéticadecadenaspolipeptídicasy, por lo tanto,en la visualizaciónde la homogenidad

delas proteínaspurificadas,asícomoen la determinaciónde su pesomolecular.

IV. 7. 1. - Electroforesisseeúnla técnicade Swanky Munkres(197fl

La sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadePediococcussp. 347 se sometió

aanálisiselectroforéticoen gelesde SDS-poliacrilamida-urea,segúnla técnicadescritaen la

secciónIII. 2. 9. 1. La representacióngráfica de la localizaciónen el gel de las proteínas

estandardealto pesomolecular,en función del logarítimodesuspesosmoleculares,permite

determinarel pesomolecularde unaproteínaproblemainterpolandoen la gráficasu distancia

de migración en el gel. Para ello, se depositaronen geles que conteníanun 20 % de

poliacrilamiday urea8 M, muestrascon 50 y 100 gg de la sustanciaantimicrobiana,disueltas

en el tampón de solubilización.

189



RESULTADOS

Sin embargo,unavezteñidoslos gelesseaprecióla formaciónde una manchadifusa

que seextendiapor los lugaresen los que se habíadepositadola sustanci’aantimicrobiana

parcialmentepurificida. Considerandoquela ausenciade bandasproteicasnítidasen los geles

podíadebersea lapocaeficaciaseparadoradelgel y quela actividadsemanifestabacomoun

agregadoproteico,serecurrióa laelectroforesisengelesdepoliacrilamidacon SDS segúnla

técnicadeLaemli(1970).

IV. ‘7. 2. - Electroforesisen gelesde 18 % poliacrilamidacon SDS segúnla técnicade

LAEMLI (1970’

>

Aunqueestatécnicaelectroforéticaesmenosresolutivaparapéptidosde bajo peso

molecularquela de Swanky Munkres(1971),al utilizarel métodode tinción deMerril y col.,

(1981) a basede nitrato de plata, sefacilita la identificaciónde las proteínasen el gel. La

tinción de las proteínasen los gelesdepoliacrilamidacondodecil sulfatosódico,es 10-SO

vecesmássensiblequeladel azulbrillantede Coomassie,utilizadaen la técnicadeSwanky

Munkres(1971).

De acuerdocon la técnica,descritaen la sección111.2.8.4.2.,sedepositaronen geles

quecontenian18 % depoliacrilamiday dodecil sulfatosódico20, 40 y 80 ~igde lasustancia

antimicrobianaparcialmentepurificada.Realizadala cromatografíase observóla existenciade

unamanchaproteicadifusa,en los gelesteñidoscon el reactivode plata; cuandoseevaluóla

actividadinhibidorade los diversosfragmentosfrentea E. fermentumCECT285,en un gel

similar, los resultadosobtenidossugieron la presenciade agregadosmolecularesde la

sustanciainhibidorade elevadopesomolecular; los maspequeñosposeenun tamañomolecular

deunos 3.000daltons(Figura4.17).
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1
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Distancia (cm)

FiguraIV. 17.- Actividad antimicrobianade lasfraccioneseluidasde un gel de electroforesiscon

un 18 % de poliacrilamida,frenteaL.fermentumCECT2S5.Distanciarecorrida

desdeel inicio hastael final del gel. Marcadoresproteicos:A (66 KDa), B (45

KDa), C (36 KDa), D (29 KDa), E (24 KDa), F (20,1 KDa), G (14,2 KDa),

suministradospor BIO-RAD y Pliarmacia.
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IV. 8. - Determinacióndela composiciónaminoacídicade la sustanciaantimicrobiana

parcialmentepurificadadePediococcussu.347

Enla TablaIV-12 semuestranlos resultadosde la cromatografiadel hidrolizadoácido

dela sustanciaantimicrobiainaparcialmentepurificadacomparadoscon los correspondientesde

los aminoácidospatrón. Los cromatógramasse obtuvieronporcromatografíaliquida de alta

resolución(HPLC), realizadade lamaneradescritaen lasección111.2.10.

Delos resultadosobtenidospuedededucirseque:

1) El número probablede residuosaminoácidosde la sustanciaantimicrobiana

parcialmentepurificadadePediococcussp. 347, esdeunos48 aminoácidos.La sustancia

inhibidoraposee14 aminoácidosdiferentes,de los que 13 seidentificaroncomo alanina,ácido

aspártico,ácido glutámico,glicina, histidina, isoleucina,lisina, metionina,prolina,serma,

treonina,tirosina y valina; la hidroxiprolinaeluyó entreel ácidoglutámico y la asparagina.

Además,en los cromatogramasse aprecióotro pico delantede la prolina que no pudo

identificarse.La sustanciaantimicrobianade Pediococcussp.347, poseeal parecersolamente

un residuode metioninay otro de tirosina.

2) La sustanciaantimicrobianaposee5 de los 8 aminoácidoshidrófobos(alanina,

isoleucina,metionina,prolinay valina),que suponencercadel 35 % de su molécula.Estos

aminoácidosson menossolublesen aguaque los polares.El miembromenoshidrofóbo de

estegrupoesla alanina,que seencuentraen el limite entrelos aminoácidosapolaresy polares

conel grupoR neutro.Por otro ladoy debidoa la hidrólisis ácidaa la que se someteesta

sustanciaparasu análisis,no sedetectóel triptofano,aunqueno sedescartasu presencia.
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TablaIV. II. - Composiciónaminoacidicade la sustancia

purificadadePediococcussp. 347.

antimicrobianaparcialmente

Residuospor
molécula
(probable)

7

Aminoácido
Contenido
(omol)

Alanina 15,14

Acido aspártico 6,84 3-4

Acido glutámico 10,35 5

Glicina 12,98 7

Histidina 34,19 2

Hidroxiprolina 12,16 6

Isoleucina 3,99 2

Lisina 3,82 2

Metionina 2,15 1

Prolina 18,87 4

Serma 6,42 3

Treonina 4,94 2-3

Tirosina 1,83 1

Vaiina 6,63 3
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3) El número de aminoácidospor molécula de la sustanciaantimicrobianade

Pediococcus sp. 347 indica que poseeun pequeñotamaño molecular, lo que no se

correspondeni con el pesomolecularaparenteobtenidopor cromatografíade filtración en

SephadexG-S0,ni conel obtenidoporelectroforesisen gelesde poliacrilamidacon dodecil

sulfatosódico.

IV. 9. - Concentracióninhibidora minima (CIM) de la sustanciaantimicrobiana

exocelularde Pediococcusso.347

Laconcetracióninhibidoramínima(CIM) de la sustanciaantimicrobianaexocelularde

Pediococcussp. 347 frentea diversosmicroorganismos,sedeterminóde la maneradescrita

en la sección111,2.10. Los resultadosse muestranen la Tabla IV.12. Como puede

observarse,Cl.. perfringens 376 y Staph.aureus FR1349fueronresistentesa su actividad.

Porotro lado,la CIM de estasustanciaen los otrosmicroorganismosevaluados,oscilóde 0,6

a 2,5 mg/mí, siendoList. monocytogenesLI5svl/2 la más sensiblea esta sustancia

antimicrobiana.
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TablaIV. 12. - ConcentraciónInhibidoramínima(CLM) de la sustanciaantimicrobianade

Pediococcussp.347, en diversosmicroorganismosindicadores

Microorganismo

indicador

LactobacillusfermentwnCECT285

CarnobacteriumdivergensLV 13

Clostridiumbotulinium 551

Clostridiumperfrmngenes

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes

Listeriamonocytogenes

Staphylococcusaureus

S¡aphylococcusaureus

Staphylococcusaureus

NCTC7973

LI5svl/2

ScottA

FR1137

FR1349

FR1362

Concentracióninhibidoramínima

(mg/mi)

1,3

2,3

2,3

ND

1,2

0,6

2,5

2,3

ND

2,5

ND: Actividadinhibidorano detectable
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IV. 10. - Purificacióna homoeenidadde la sustanciaantimicrobianaproducidanor

Pediococcussu. 347

Yaquela purificaciónparcialdela sustanciaantimicrobianaexocelularde Pediococcus

sp. 347 por liofilización y cromatografíaen gelesde Sephadex,no dió los resultados

esperados,seintentó su purificacióna homogenidadsiguiendoun protocolode purificación

exitosoconotrasbacteriocinasy consistenteenla precipitaciónde la actividadantimicrobiana

de los sobrenadantescon sulfatoamónico,su adsorciónposteriora matricesde intercambio

catiónicoy de interacciónhidrofóbicay su purificaciónfinal porcromatografíade fasereversa

empleandoun sistemade cromatografíaliquidarápida(FPLC).

La TablaIV. 13 indicaquetraslaprecipitacióncon sulfatodeamonioy la concentración

delsobrenadantelibrede célulasdePediococcussp.347, la actividadinhibidoraespecíficade

la sustanciaantimicrobianaseincrementó22 veces.En estafase(fracción1), la recuperación

dela actividadinhibidoratotal expresadaen unidadesde bacteriocina(UB), fue del91 %.

La actividadinhibidoraespecíficaaumentómásde 400 vecestrasla resoluciónde la

fracción 1 porcromatografiade intercambiocatiónico,técnicarealizadade la maneradescritaen

la sección111.2.8.6.3.Sin embargo,la recuperaciónde la actividadinhibidoratotal (UB) fue

menortrassuelución(fracción II) con NaCí 1 M en tampónde fosfatosódico(TablaIV-13).

En la Tabla IV. 13 se muestranla purificación y recuperaciónde la actividad

antiniicrobianaexocelulardePediococcussp. 347, cuandose depositala fracciónII en una

columnaquecontienegel de Octil SepharosaCL-4B, asi como la recuperacióndela actividad

adsorbidaporelucióncon unadisoluciónde etanol70 % (fracciónIII). La actividadinhibidora

específicaaumentóunas13.000veces,mientrasquela recuperaciónfue superioral 50 %.
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Cuandola fracción III sedepositéen una columnade fase reversa,la actividad

antimicrobianadePediococcussp. 347 <lié lugara dospicós(1 y 2) queaparecieroncuandoel

eluyenteposeía,respectivamente,un 29 y 57 % de propanol (Figura4.18 y TablaW.13). De

estamanera,en la fracción IV-2 la actividadinhibidora específicaaumentó9.120 veces,

mientrasquela recuperaciónfue del 3 % (TablaIV-13), porsu partela fracciónIV-1, aunque

purificadadenuevopor la mismacolumna(Hg. 4.18 (bis)) mostróun purificacióndeunas

37.000vecescon un recuperacióndel 17 % de la actividadinhibidorainicial.

El aumentoen la actividadinhibidora específicade la sustanciaantimicrobianade

Pediococcus sp. 347, una vez purificada por cromatografíade fase reversa,puedeser

consecuenciadelaconversiónde la sustanciaantimicrobianaen unamoléculamáshidrofóba

debido a encontrarseen un medio con propanol. En esta fase y de acuerdocon el

cromatogramaobtenido(Figura4.18(bis)),parecequela sustanciainhibidoradePediococcus

sp. 347 estápurificadaahomogenidad.Porotraparte,la fracciónIV.2 no se volvió a pasar

por lacolumnade fasereversadadoqueeluyecomoun pico definidoe independientemás

lejano;tambiénparecepurificadaahomogenidad.
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IV. 11. - CaracterizacióninmunolóRicaparcialde la sustanciaantimicrobianade

Pediococcussp. 347

IV. 11. - Análisis por inmunodifusiónen gelesde a2arosade los inmunosueros

obtenidosde conejos,frente a la sustanciaantimicrobianaexocelularde

Pediococcusso. 347

.

Antes de inocular los conejos con la sustanciaantimicrobianaexocelularde

Pediococcussp. 347, obtenidade la manceradescritaen la sección111.2.8 de estetrabajo,se

comprobópor inmunodifusiónen gelesde agarosa(sección111.2.12.4.1)quela sangrede los

conejosa inmunizarno poseíaanticuerposfrentea los extractosantigénicosutilizadoscomo

inmunógenos,ni frentea los utilizadoscomocontrolesexperimentales.En consecuencia,

todoslos animalesseconsideraronaptosparainiciar su inmunización.

Duranteel procesode inmunizaciónserealizarontressangríasparcialesparacomprobar

silosanimalesdecadalote producíananticuerposfrentea las proteínasinoculadas,asícomo

paradeterminarla ausenciadereaccionescruzadasconotrosextractosantigénicos.

En la sangríaparcialnúmero1, efectuadaa los 21 dias de la primerainoculación

antigénica,ya sedetectaronreaccionesde precipitaciónantígeno-anticuerpoal enfrentarel

inmunosuerocon sus respectivosextractosantigénicos(S347y Sc347),mientrasque no se

observaronlineasde precipitaciónfrentea los extractosantigénicosdel sobrenadantey del

sobrenadanteconcentradode L. sake 148. En la segundasangríaparcial,efectuadaa los 42

díasdela primerainoculaciónantigénica,seapreció(TablaIV. 14) unamayorvisibilidadde la

bandadeprecipitaciónfrentea los extractosantigénicoshomólogos(SP347Y ScP347).En la

tercerasangríaparcial,efectuadaa los 63 diasde la primera inoculaciónantigénica,no se

observóningún incrementode la reacciónde precipitaciónantigeno-anticuerpofrentea los
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extractosantigénicoshomólogos(SP347y ScP347).

La inmunizaciónse dió porfinalizadaa los 70 diasde su inicio, momentoen el que se

sacrificaronlos conejos.El análisisde los inmunosuerosobtenidosen las diversassangríasy

frentea los distintosextractosantigénicos,semuestraen laTablaIV. 14 y Figura4.20. De los

datosobtenidossededuceque:

a) Cuando el inmunosueroanti-P347 se enfrenta a los extractos antigénicos

correspondientes,se produceunabandade precipitaciónantigeno-anticuerpoque esvisible en

las placasde inmunodifusiónapartirde la sangría2.

b) El inmunosueroanti-P347no produjo bandasde precipitaciónfrentea los extractos

antigénicosdel sobrenadantesimplesy del sobrenadanteconcentrado20 vecesdeL. sake 148

desarrolladoen un mediomínimo.
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TablaIV.14 - Reacciónesde precipitaciónobservadasal enfrentar los inmunosueros

anti-P347condiversosextractosantigénicospor inmunodifusiónen gelesde

agarosa

Extractoantigénico

Sangría

So Sí 52 S3 SF

S347 + ++ ++

Sc347 - + ++ ++ ++

SMM

S148

5c148

Los términosSo, 51, S2, S3 y SF, serefieren a la sangríainicial, primera, segunda,

terceray final.

Los extractosantigénicosson:

S347 = SobrenadantedePediococcussp. 347 en MM-Triptosa

5c347 = Sobrenadanteconcentradode

SMM = Medio minimo MM-Triptosa

• S148 = SobrenadantedeL. sake 148

• Sc148 =Sobrenadanteconcentradode

en MM-Triptosa

L. sake 148 en MM-Triptosa
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Figura 4. 20. - Lineas de precipitación detectadas cuando el inmunosuero

anti-P347, obtenido de conejos, se analizapor inmunodifusión en

gelesde agarosa,frente a los extractosantigénicosde Pediococcus

sp. 347 desarrolladoen MM-Triptosa (S347) o de U sake 148 en el

mismo medio (S148), asícomo frente al medio MM-Triptosa normal

(SMM) o concentrado(ScMM) o frentea los sobrenadantesconcentrados

dePediococcussp. 347 (Sc347)o deL. sake 148 (Scl48).

e
SO
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IV. 11. 2. - Detecciónde la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadade

Pediococcussp. 347. portécnicasinmunoenzimáticas(ELISA

)

IV. 11. 2. 1. - DetecciónporelELISA indirectoclásico

El inmunosueroanti-P347,obtenidode la maneradescritaen la sección111.2.12.3., se

uti]izó en elELISA indirectociásico,paradetectary cuantificarla producciónde anticuerpos

frentea la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada de Pediococcussp. 347.

En esteELISA, ademásdel inmunosueroanti-P347se utilizaron los siguientes

antígenosparaponera puntoel ensayo:

a) la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadadePediococcussp.

b) los mediosMM-triptosa (SMM) y MRS (SMRS),

c) el sobrenadantelibre de célulasde los cultivos dePediococcussp. 23

esunacepasin actividadantimicrobiana,

d) el sobrenadantede L. sake 148 (5148), un lactobacilo aislado

departamento,que produceuna bacteriocinamuy activa frente

microorganismosindicadores.

347 (P347);

(P23) , que

en nuestro

a diversos

IV. 11. 2. 1. 1. - Evaluaciónde la concentraciónidónea de los reactivos que

intervienenen el ensayo

Las concentracionesidóneasde los reactivosdel ensayosedeterminaronsegúnel

protocolodescritoen la sección111.2.12.4.3de estamemoria.Comoconjugadoseempleóuno

comercial,obtenidode cerdosfrentea las IgG de conejosy marcadocon el enzimaperoxidasa

derábano(Sigma).Las indicacionesdel fabricante,junto con los datosde algunasexperiencias
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preliminares,permitierondeterminarla dilución 1/3000, como la másadecuadapara su

utilizaciónen el ensayo.

Unavez ajustadala concentracióndel conjugado,seprocedióa determinarla más

adecuadaparalos extractosantigénicos.Paraello, seeligió una concentracióninicial de 10

gglpocillo, resultantede unadilución de 1 mg de proteínade la sustanciaantimicrobiana

parcialmentepurificadade Pediococcussp. 347 en 10 ml de tampón PBS. Los extractos

antigénicoscontrol, tambiénse utilizaron a la concentraciónde 1 mg de proteínapor 10 ml de

tampónPBS.

IV. 11. 2. 1. 2. - Evaluaciónde la respuestainmunolópicade los conejosfrente al

extractoantiuénicoP347

Deacuerdocon lapautade inmunizaciónde los conejos,serealizaronvariassangrías

parcialesparacomprobarsilos animalesproducíananticuerposfrentea] extractoantigénico

inoculado,asícomoparadeterminarla ausenciade reaccionescruzadasfrentea los diversos

extractosantigénicos.

En la sangríaparcialnúmero1, efectuadaa los 21 días de la primerainoculación

antigénica,ya sedetectólaexistenciade unareacciónantígeno-anticuerpopositivaal enfrentar

el inmunosueroanti-P347con su respectivoextracto antigénico.Por otro lado, no se

observaronimportantesreaccionescruzadascon los extractosantigénicoscontroles.Los

resultadosobtenidos(TablaIV.1S) permitenestablecerque el inmunosueroanti-P347,diluido

de 1/1280a 1/5000vecesdiscrimina la sustanciaantimicrobianaexocelularde Pediococcus

sp. 347 del restode los extractosantigénicosutilizados.

En la Figura4.21, se muestra la evolución de la inmunización de los conejos
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con la sustanciaantimicrobianade Pediococcussp. 347, mediantela técnicadel ELISA

indirecto clásico descritaen la sección111.2.12.4.4.2.En ella se apreciaun incremento

significativo de la respuestainmunológicade los conejosa dicha sustanciadurantesu

inmunización.Dicharespuestainmunológicaaumentósignificativamenteen la sangríaparcial

n~ 1 y se incrementósolo ligeramentehastala sangríafinal realizadaa los 70 dias de la

inoculacióninicial.

La Fig. 4.22 muestrael comportamientode los inmunosuerosanti-P347 frente a

diversosextractosantigénicos;como se apreciano hay reaccionescruzadasfrente a los

extractosantigénicosutilizados.
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TablaIV. 15. -

Dilución
mmunosuero

anti-P347

1/20

1/40

1/80

1/160

1/320

1/640

1/1280

1/2560

1/5000

1/10.000

1/20.000

1/40.000

1/80.000

1/160.000

1/320.000

1/640.000

ELISA indirecto de la sangríaparcial n9 1, en la que el inmunosuero

anti-P347se enfrentaa diversosextractos antigénicos.Dilución del

conjugado1/3000.

Extractosantigénicos(10 ¡.ig/pocillo)

S347

2,535a

2,477

2,579

2,577

2,525

2,50 1

2,488

2,440

1,573

1,210

0,770

0,419

0,258

0,207

0,162

0,139

S23

0,696

0,677

0,562

0,447

0,345

0,236

0,184

0,149

0,140

0,119

0,110

0,107

0,107

0,101

0,101

0,098

SMM

0,727

0,653

0,441

0,370

0,282

0,333

0,272

0,246

0,101

0,099

0,105

0,113

0,116

0,102

0,105

0,099

SMRS

0,132

0,113

0,115

0,163

0,138

0,132

0,063

0,121

0,114

0,103

0,114

0,102

0,097

0,099

0,103

0,103

Control
(no antígeno)

0,132

0,113

0,115

0,163

0,138

0,132

0,063

0,121

0,114

0,103

0,114

0.102

0,097

0,099

0,103

0,103

a. Absorbanciade los pocillos a 405 nin.
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1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0

-Log. dilución del anticuerpo

Figura4.21. Evolución de la inmunización de los conejos con la sustancia

antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, mediante un ELISA

indirectoclásicoa losO (rn), 21(S), 42(0), 63 (u) y 70(0) diasde

su inoculación. Dilución del conjugado 1/3000. Concentracióndel

antigeno10 ¡.tg/pocillo.
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-Log. dilución del anticuerpo

Figura 4. 22 - ELISA indirecto del inmunosueroanti-P347 frente a la sustancía

antimicrobianade Pediococcus sp. 347 (E ); sobrenadantelibre de

células de L. sake 148 (U); sobrenadantelibre de células de

Pediococcus sp. 23 (A); medio decultivo MM-Triptosa (a ); medio

de cultivo MRS (•) y control de los pocillos sin antígeno ( O). El

restode los parámentroscomoen la figura4.21.

E
Lo

La

o
a

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0
1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,S 5,0 5,5 6,0

210



RESULTADOS

IV. 11. 2. 2. - Detecciónde la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadade

Pediococcussu. 347. mediantela técnicadel ELISA indirectoconel

sistemade amplificaciónbiotina-avidina

Comoinmunosuerose han utilizado los anticuerposanti-P347,obtenidosde conejosy

conjugadosa la biotina (sección111.2.12.4.4.3.1).

IV. 11. 2. 2. 1 - Evaluaciónde la concentraciónidóneade los reactivosqueintervienen

en el ensayo

Las indicacionesdel suministrador,ademásde los datos de algunos ensayos

preliminares,mostraronque el conjugado(Extravidina/peroxidasa)proporcionabalos mejores

resultadosala dilución 1/3000,eligiéndoseéstacomodiluciónde trabajo.

Los resultadosde las Figuras4.23 y 4.24,muestranquelos anticuerposanti-P347a la

concentraciónde 10 mg/ml y biotinizados discriminan adecuadamentela sustancia

antimicrobianaexocelulardePediococcussp. 347 alas dilucionesde 1/750, 1/1000y 1/2000.

IV. 11. 2. 2. 2. - Detecciónde la sustanciaantinxicrobianade Pediococcussp. 347.en

medioMM-triptosa

Los resultadosde la Figura4.25 indicanqueel inmunosueroanti-P347biotinizadoy a

unadilución 1/2000,discriminala sustanciaantimicrobianade interésen e] sobrenadantelibre

decélulasdePediococcussp. 347 en el medioMM-Triptosa frenteal sobrenadantelibre de

célulasde Pediococcussp. 23 en el mismo medio, frenteal medio MM-triptosa, a] medio

MRS y frente al tampónPBS. El resultadoobtenido indica que el inmunosueroanti-P347

detectala sustanciaantimicrobianaexocelularde Pediococcussp. 347 en el sobrenadantelibre
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3,0

2,5
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-Log. dilución del anticuerpo

Figura4. 23. - ELISA indirectodel inmunosueroanti-P347a la concentraciónde 1 (u)
y 10 mg/ml (2)~ sin biotinizar y biotinizado 1(M) y 10 mg/mI (•)

frente a la sustanciaantimicrobianade Pediococcussp. 347. Control

tampón PBS (o ). Dilución del conjugado1/3000. Concentracióndel

antígeno10 gg/pocillo.
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E
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30
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0,0

Figura4. 24.

4,0

ELISA indirecto del inmunosueroaníi-P347a la concentraciónde 10

mg/mi y conjugadoa la biotina, frente a la sustanciaantimicrobianade

Pediococcussp.347. Inmunosuerodiluido 1/750 (U), 1/1000 ~, 1/2000

(E) y 1/3000 veces~•»Controlesdelos pocillos sin antígeno(O).
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-Log. dilución del anticuerpo
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3,0

2,5

E
Lo 2,0

o

.~ 1,5
ej

1~
o
.0

0,5

0,0
0,0 4,0

-Log. dilución del anticuerpo

Figura4. 25. - ELISA indirecto del inmunosueroanti-P347 frente al sobrenadante

libre de células de un cultivo de Pediococcus sp. 347 en medio

MM-Triptosa(• ). Como controlesse utilizaron el sobrenadantede un

cultivo de Pediococcus sp. 23 en el mismo medio (•). medio

MM-Triptosa (•)~ medioMRS (~) y tampónPBS ( O ). Anticuerpo

biotinizado (10 mg/mí) y diluido 1/1000. Conjugado diluido

1/3000.
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de célulasdeun cultivo de estemicroorganismoen medio MM-triptosa

IV. 11. 2. 2. 3. - ELISA indirectodelos sobrenadanteslibresde célulasde diversas

bacteriaslácticasde orinencárnico,frenteal inmunosueroanti-P347

El inmunosueroy conjugadoutilizadosfueron los descritosen el apartadoanterior.

Comoantígenosseemplearonlos sobrenadanteslibresde célulasde un númerodepediococos

y lactobacilosde origencárnico,obtenidosde lamaneradescritaen la sección111.2.3.3.2.1de

estetrabajo,y desarrolladosen medio MM-Triptosa.

Las concentracionesidóneasde los extractosantigénicosfueron iguales que las

descritasen la secciónanterior.Asimismo,la dilución masapropriadadel conjugadocomercial

deestreptovidina-peroxidasade rábanofue tambiénde 1/3000y la del anticuerpobiotinizado

de 1/1000.Comocontrolpositivo se utilizó el sobrenadantelibre de célulasdePediococcus

sp. 347 en medio MM-triptosay como controlnegativo el sobrenadantede Pediococcussp.

23 enel mismomedio de cultivo.

En la TablaIV.16 y Figuras4.26 y 4.27 , sereflejan los resultadosobtenidos.De

ellos,sededucequeel inmunosueroanti-P347reconoceantigenosafinesen los sobrenadantes

libresdecélulasde otrospediococosdotadosde actividadantimicrobianay crecidosen medio

MM-Triptosa. No obstante,dicho inmunosuerono reconoció antigenosafines en el

sobrenadantedePediococcussp.211, que tambiénmanifiestafuerteactividadantimicrobiana

frenteadiversosmicroorganismosindicadores.Estosresultadosposiblementeindicanquela

sustanciaantimicrobianade Pediococcus sp. 347 y las de los otrospediococosprobados,

exceptuandola de Pediococcussp.211, seriansimilaresantigénicamente,por lo queincluso

bioquimicamentepodriánser igualeso similares.En estesentido,se puedepensarque la

sustanciainhibidorade Pediococcussp. 211 puedaserdiferentede las demás.
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Figura4. 26. - ELISA indirecto del inmunosuero

libresdecélulasde Pediococcussp.

214 ( u ), 216 ( O ), 217 ( A

1/3000.

anti-P347

347 (e),

) y 225

4,0

frente a los sobrenadantes

203 (•)‘ 209 (U), 211(*),

A ). Conjugadodiluido
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- Log. dilución del antígeno
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Figura 4. 27. - ELISA indirecto del inmunosuero

libres decélulasdePediococcussp.

(*), 352 (u) y 441(0). Conjugado

4,0

anti-P347 frente a los sobrenadantes

227 (0). 240(•), 348 (5), 390

di]uído 1/3000.
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- Log. dilución del antígeno
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Por otra parte, cuando los sobrenadanteslibres de células de varias cepas de

Lactobacillussakecrecidasen medio MM-Triptosa y con gran actividadantimicrobianase

enfrentabanal inmunosueroanti-P347,no se producíauna reacción antigeno-anticuerpo

(Figuras4.28 y 4.29).De los resultadosobtenidossededucequela sustanciaresponsablede la

actividadantimicrobianaesantigénicamentediferenteenlos dosgénerosbacterianosanalizados.

Estosresultadossugierenqueesposibleidentificar, mediantemétodosinmunológicos

distintassustanciasantimicrobianasproducidaspor bacteriaslácticasde origencárnico.

IV. 11. 2. 2. 4. - Detecciónde la sustanciaantimicrobianade Pediococcusso.347 en

extractoscárnicos

Paradetectarla presenciade la bacteriocinade Pediococcussp. 347, en una mezcla

cárnicaexperimentalde ave/bóvino/cerdo,preparadade la maneradescritaen la sección

111.2.12.6.1.,se ha utilizado la técnicadel ELISA indirecto. En esta técnica, tanto el

inmunosueroanti-P347comoel conjugadocomercialse han utilizado a las concentraciones

descritasen las seccionesanteriores.Los extractosantigénicosempleadosfueron:

a) bacteriocinaP347parcialmentepurificada(controlpositivo)

b) extractode la mezclacárnicaexperimental

c) extractode lamezclacárnica+ 0,1 mg/ml de bacteriocinaP347

d) extractode la mezclacárnica+ 0,5 mg/ml de bacteriocinaP347,

e) extractode la mezclacárnicacon 1,0 mg/mi de bacteriocinaP347.Como control

negativoseutilizó el tampónPBS.

Los resultadosde la Figura 4.30 indican que el inmunosueroanti-P347reconoce

antigenosafinesen los extractosde la mezclacárnicautilizados,con o sin adiciónde
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3,5 4,0

Figura4. 28. - ELISA indirecto del inmunosueroanti-P347 frente a los sobrenadantes

libres de célulasde Pediococcus sp. 347 (o) y Lactobacillus sake

77 (• ), 131 (w), 142(S), 145(4) y 146(M). Conjugadodiluido

1/3000.
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Figura4. 29. - ELISA indirecto del inmunosueroanti’P347 frente a los sobrenadantes

libres de célulasde Pediococcus sp. 347 (U) y Lactobacillus sake

24(g),90(u), 149 (A), 153(0), 167 (•)~ 176 (@), 177 (•) y 190 (A)

Conjugadodiluido 1/3000.
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0,5 1,0 1,S 2,0 2,5 3,0

-Log.dilución del antígeno

3,5 4,0

Figura4.30 - Detecciónde la bacteriocinaP347en una mezclacárnicaexperimentalde

ave/bóvino/cerdo,medianteun ELISA indirectoempleandocomoantígenosla

mezclacárnicacon 0,1 mg/ml (•), 0,5 mg/ml (3) y 1,0 mg/ml (4)’) de la

bacteriocinaP347. Como controles se utilizaron la mezclacárnica sin

bacteriocina(u ) y la bacteriocinaP347 (El ). Inmunosueroanti-P347

conjugadoala biotinay diluido al 1/1000. Dilución delconjugado 1/3000
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bacteriocinaP347,]o que sugierequealgunasinmunog]obu]inasdel inmunosueroreconocen

comoantígenosafinesa las proteínasmuscularessolublesde ave,bóvido y cerdopresentesen

la mezclacarníca.

Paradeterminarla interaccióndel inmunosueroanti-P347con cadauno de los extractos

cárnicos,serealizóun ELISA indirectoen el que el inmunosuerodescritoseenfrentabaalos

distintos extractoscárnicos.Los resultadosde la Figura4.31, indican que el inmunosuero

anti-P347reconocea cadauno de los extractoscárnicosutilizados,asícomoa sumezcla.De

aqui la necesidadde neutralizarlos anticuemosdel inmunosueroanti-P347que reconocian

comoafinesa las proteínasmuscularessolublesde ave,bovino y cerdo.La neutralizaciónde

los anticuerposdel inmunosueroanti-P347serealizóde la maneradescritaen la sección

111.2.12.6.2.

En la figura4.32 sepresentanlos resultadosobtenidosal neutralizarel inmunosuero

anti-P347condiferentesdilucionesde los extractoscárnicos.Como puedeverseladilución

1:10 fue la máseficaz porlo que seutilizó enlas experienciasposteriores.

IV.11.3. - Detecciónde bacteriocinaP347 en extractoscárnicoscon inmunosuero

anti-P347neutralizado

El inmunosueroanti-P347neutralizadode la maneradescritaen la secciónanteriorse

enfrentóa los siguientesextractosantigénicos:

a) bacteriocinaP347disueltaen tampónPBS

b) extractocárnico de ave

c) extractocárnicode b<5vino

d) extractocárnicode cerdo
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e) mezclade los extractoscárnicoscitados.

Los resultadosdel ELISA indirectorealizadocon los componentesdescritos(Figura

4.33) , demostraronqueel inmunosueroperdíasu capacidadde reconocerlos antigenosafines

en los diversosextractoscárnicosy en su mezcla.Asimismo, demostraronqueel inmunosuero

anti-P347reconocía,cadavezmejor, la presenciaen los extractoscárnicosde bacteriocina

P347a concentracionesdistintas;esto indica el gran valor potencialde un inmunosuerode

estascaracterísticasparadetectary cuantificarlapresenciade bacteriocinaslácticasde origen

cárnicoen lacarney, quizástambién,en diversosderivadoscarnícos.
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Figura4. 31. - ELISA indirectodelinmunosueroanti-P347frentea la bacteriocinaP347 (

y frenteaextractoscárnicosexperimentalesde ave(•). bovinos(U), cerdo

(O) y ade sumezcla(u). Dilución del conjugado1/3000.
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Figura4. 32. -

4,0

Poderneutralizantedel inmunosueroanti-P347conlos extractoscárnicos

de interés a la dilución 1/10 (U ), 1/30 (O ), 1/50 ( u ), 1/70(0)11

1/lOO(A). BacteriocinaP347en tampónPBS fl¿ y enelextractocárnicode

un mezcladeave/bovino/cerdo(•).
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0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

dilución del

Figura4. 33. - Capacidaddel inmunosueroanti-P347 neutralizadopara discriminar

medianteun ELISA indirecto, la bacteriocínaP347 (U) y los extractos

cárnicosexperimentalesdeave(• ), bóvino ( A ), cerdo ( O ) y de su

mezcla(O ). Dilución del conjugado1/3000.
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Figura4. 34 -

4,0

Detecciónde la bacteriocinaP347a concentracionesde 0,0 (5), 0,1 (u), 0,5

(U) y 1,0 mg/ml (a ) en una mezclacárnicaexperimentalde ave/bovinoy

cerdo,medianteun ELISA indirectocon el inmunosueroanti-P347conjugadoa

la biotina,diluido al 1/1000y neutralizado.Dilución del conjugado1/3000.
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CISCUSION

y - DISCUSION

V. 1. - Aislamientode bacteriaslácticasdeembutidoscaídoscurados

En la realizaciónde estetrabajo,quepretendeel aislamientoy caracterizaciónparcialde

bacteriaslácticasquemejorenlacalidadhigiénicade la carney de los productoscárnicos,se

procedióinicialmenteal aislamientode estasbacteriasdeembutidoscrudoscurados.La

eleccióndeesteproductocomo fuentede los microorganismosde interés,sedebeaque sus

bacteriaslácticasestánmejoradaptadasa las condicionesde lacarney productoscárnicosque

las aisladasde otrasfuentescomo la lechey sus derivadoso los vegetales(Schillingery

Lúcke, 1989).

Las bacteriaslácticaspredominanen la mayoríade los productoscárnicosy en las

carnesenvasadasa vacío,dondeconstituyenentreel 75 y el 95 % de supoblaciónbacteriana

total (Mol y col., 1971; Kitchell y Shaw,1975; Reuter,1975; Hitchenery col., 1982; Shawy

Harding, 1975; Korkealay Markelá, 1989).Varios investigadores(Lúcke, 1986; Holley y

col., 1988)hanobservadoen los embutidoscrudoscuradosun predominiosignificativo de las

bacteriaslácticas, lo quecoincide,con los resultadosde estetrabajo(TablaIV. 1). Se confirma

asíque la mayorpartede lamicrofloradeestetipo de embutidoestáconstituidapor bacterias

lácticas.Asimismoestasbacteriasconstituyenen muchosproductoscárnicosel componente

principal de su microflora,debidoaquesudesarrolloimplica la supresióndel de otrosgrupos

microbianospormecanismosde antagonismomicrobianono bienestudiados(Reuter,1981).
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V. 2. - Actividad antimicrobianade lasbacteriaslácticasseleccionadas

V. 2. 1. - Pruebasdirectasy diferidasde antagonismomicrobiano

El antagonismomicrobianopuedeevidenciarsede diversasmaneras.En los estudios

preliminares,las pruebasde antagonismoserealizangeneralmenteutilizandomediosde cultivo

sólidose implican la detecciónde la inhibición delcrecimientoqueejerceel microorganismo

analizado(activo) en el microorganismoindicador(pasivo) (Tagg y col., 1976). Las dos

pruebasempleadascon estepropósitosonladirectao simultáneay la indirectao diferida. La

densidady el númerodeunidadesformadorasdecoloniasdel microorganismoindicadorson

importantesparaestablecerLa sensibilidaddel método(Kuttner, 1966).

En la pruebadirectael microorganismoaevaluary la cepaindicadorasedesarrollana]

mismo tiempo. Unade las pruebasdirectasmássencillasesla apruebade la gotaj utilizada

originalmentepor Gratia(1946), y cuyo empleoestámuy difundido (Geis y col., 1983;

Daesehely Klaenhammer,1985; Gonzalezy Kunka, 1987; Raccachy col., 1989Spelhaugy

Harlander,1989; Daeschely col., 1990; Aho y Stiles, 1990a).Paraello, unagotadelcultivo

del microorganismoproblemasedepositaen un medio de cultivo sólido previamenteinoculado

conel microorganismoindicador.Unade las variantesde esteprocedimiento,empleapocillos

excavadosen el medio sólido, que serellenancon una cantidadconocidadel cultivo del

microorganismoproblema(Sabine,1963;Taggy Mcgiven, 1971;Taggy col., 1976; Silva y

col., 1987; Harris y col., 1989; Rodriguezy col., 1989).Otramodificaciónde gran utilidad,

consisteensembrarporpicaduralos microorganismosa estudiaren placascuya superficiese

ha sembradopreviamentecon el microorganismoindicador(Deklerk, 1967; Gaglianoy

Hinsdill, 1970; Daveyy Richardson,1981; Barefooty Klaenhammer,1983).

Fredericq(1948)fueel primeroenutilizar las pruebasde antagonismodiferidas.Eneste
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caso,el microorganismoproblemasesiembrae incubaen un medio sólidoduranteun cierto

tiempo,transcurridoel cual,secubrecon otracapade medioquecontieneel microorganismo

indicador.Las pruebasdiferidasson,a menudo,mássensiblesquelas directas(Tagg y col.,

1976).

Comoen la pruebadirecta,unade las variantesde lasdiferidasquemásse empleaesla

de la “gota” (Anderssony col., 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y Liicke, 1989;

Spelhaugy Harlander,1989; Ahn y Stiles,1990a).En estapruebay pararesaltarla acciónde

las sustanciasinhibidorasdifusiblesde los cultivos, se inactivanpor el calor las célulasdel

microorganismoproductor(Geisy col., 1983; Ahn y Stiles, 1990a)o, mejoraun, con vapores

decloroformo(Kekéssyy Piquet, 1970; Daveyy Richardson,1981; Geisy col., 1983; Ahn y

Stiles, 1990a). No obstante,estoconlíevaalgunosinconvenientes,como el que algunos

agentesinhibidoresseinactivanal exponersea los vaporesde cloroformo.Brock y Davie

(1963)demostraronla sensibilidadal cloroformode una sustanciainhibidora producidapor

Enterococcusfaecalis subsp.zymogenes.Los vaporesde cloroformotambiénimpiden el

empleodeplacasde Petrideplástico y el cloroformoresidualde los mediosdecultivo puede

originarresultadoserróneos(Kekéssyy Piquet, 1970).

Otra alternativa,cuandose sospechade la existenciade sustanciasantagonistas

difusibles,consisteen sembrarel cultivo indicadoren unacaradelmediode cultivo sólido y el

cultivo aevaluaren la opuesta,ya seaempleandoel sistemade gotas(Kekéssyy Piquet, 1970)

o de pocillos (Taggy McGiven, 1971; Barefooty Klaenhammer,1983; Spelhaugy Harlander.

1983). Una ventajade estemétodoesque así seexcluye la actividadinhibidora debidaa

bacteriófagos(Tagg y col., 1976).Tantoen las pruebasde antagonismodirecto comodiferido,

esrecomendablecolocarlos cultivos de los microorganismosaanalizaren los pocillos abiertos

en los medios sólidos lo que permiteque si se depositasiempreel mismo numerode

microorganismos,puedenestablecersecomparacionesentrelos diámetrosde las zonasde
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inhibiciónresultantes.Otraventajadeestemétodoesqueaumentasu sensibilidad,puestoque

entreel microorganismoestudiadoy las cepasindicadorasúnicamenteseinterponeunacapa

fina de agar; lo que, además,excluye la inhibición debida a bacteriófagos,que son

microorganismosno difusibles (Tagg y McGiven, 1971). Por todo ello, se haeligido este

métodopararealizarlas pruebasde antagonismo,tantodirectocomo diferido,de las bacterias

lácticasaisladasy seleccionadasde los embutidoscrudoscurados.

De las 956 bacteriaslácticasselecionadasporsuactividadinhibidoradirectafrenteal

microorganismoindicador L. fermentumCECT285, 780 coloniasmostraron halos de

inhibición definidosy de bordesnitidos frenteadichomicroorganismo,lo querepresentael 82

% del total de las bacteriaslácticasseleccionadas.De las cepasactivasseseleccionaronlas 54

que mostraronun mayoractividadantimicrobiana,con el objeto de conocerla actividad

antimicrobianade sussobrenadanteslibresde células.

Los resultadosde los investigadoresquehanestudiadolaactividadantimicrobianade

las bacteriaslácticasde diversosorígenesson bastantesheterogéneos;así, Barefooty

Klaenhammer(1983)vieronquede 52 cepasdeL.acidophilus,el 63 % inhibianeldesarrrollo

de diversascepasdeL. leichmann,L. bulgaricus,L. helveticusy Lact. lactis, porcentaje

idéntico al obtenido por Raccachy col., (1989) con 11 cepasde Lactobacillus y de

Streptococcssp., empleandocomo indicadoresdiversascepasde 6 especiesdistintasde

bacteriaslácticasy 4 de List. monocytogenes.Deotraparte,de las 79 cepasdeLactobacillus

sp. examinadaspor Rammelsbergy Radíer(1990)únicamenteel 15 % inhibieron una, al

menos,de las 9 cepasindicadorasde L. brevis,P. damnosusy Leuc. aenus.El porcentajede

cepasinhibidorasregistradoporDaveyy Richardson(1981) fue aúnmenor,ya que sólo el 7

% de las 150 cepasdeLact. lactis subsp.cremoris analizadas,inhibian eldesarrollodevarias

cepasde Lact. lactis subsp.cremorisy Lact. lactis subsp.lactis.
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Lo anteriormenteexpuestoda unaideade la variabilidadde los estudiosde actividad

inhibidora de las bacteriaslácticas,lo que se agravapor la escasauniformidad de las

condicionesde trabajoy por la diversidadde microorganismosindicadoresempleados.No

obstante,los trabajoscitadoscoinciden en que las bacteriaslácticas analizadasson

especialmenteactivasfrentea otrasbacteriaslácticasy nunca,o de formaexcepcional,frente a

las bacteriasGram-negatívas.

IV. 2. 2. - Actividad inhibidora de los sobrendanteslibres decélulas de las cepas

seleccionadas

Los sobrenadanteslibres de células de las 54 bacteriaslácticas seleccionadas,

presentabanactividadinhibidora exocelulary difusible frente a los 5 microorganismos

indicadoresempleados(Figuras 4.2 a 4.7). La sensibilidadde los microorganismos

indicadoresa la actividadinhibidorade las bacteriaslácticasanalizadasvaría,algo bastante

comúnen las bacteriaslácticas(Schillingery Lticke, 1989; Daeshely col., 1990).

Cuandoseempleancultivos en las pruebasde antagonismomicrobiano,no esfácil

identificar la causade dicho antagonismo(Tagg y col., 1976). En la identificaciónde las

bacteriaslácticasproductorasde sustanciasantagonistasdifusiblesesimportanteexcluirde los

ensayos,no solamentea los microorganismosproductoresde talessustancias,sino tambiéna

otrosmetabolitoscon actividadinhibidora.

Las sustanciasque en la pruebasde antagonismobacterianoposeenun actividad

inhibidora similar a las bacteriocinas,puedenneutralizarseo eliminarse utilizando

sobrenadanteslibresde células,neutralizadoso dializados.Los sobrenadantesseobtienenpor

centrifugaciónde los cultivos y filtración por filtros de 0,22 ó 0,45 vm de diámetrodeporo.

La neutralizaciónde la actividadantagonistade los ácidosorgánicospuederealizarseajustando
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el pH de los sobrenadantesa un valor próximo a la neutralidad(pH 6,9-7,0)(Geis y col.,

1983; Barefooty Klaenhammer,1984; Rodriguezy col., 1989;Nielseny col., 1990; Mortvedt

y Nes, 1990), o dializandolos sobrenadantespormembranasque permiten la difusión de

sustanciasde un tamañomolecularmenorde 6.000daltons.La diálisis puedeir precedidade

unaprecipitaciónde los sobrenadantescon sulfatoamónico(Bhuniay col., 1987; Gonzalezy

Kunka, 1987; Ray y col., 1989b).El precipitado,constituidofundamentalmenteporproteínas,

se reconstituyey dializa. No obstante,la mayoria de los autores prescindende esta

precipitación(Anderson,1986; Andersony col., 1988; Harris y col., 1989; Schillingery

Lflcke, 1989; Daeschely col., 1990; Ahn y Stiles, 1990b).

La actividaddelperóxidode hidrógenode los sobrenadantespuedeevitarseincubando

los cultivos en anaerobiosis,o tratandocon catalasalos sobrenadanteslibres de células

(Barefooty Klaenhammer,1983; Muriana y Klaenhamrner,1987; Ferreiray Gilliland, 1988;

Sehillingery Lúcke, 1989; Rodriguezy col., 1989; Carminati y col., 1989; Ahn y Stiles,

1990a).Geis y col., (1993), añadenla catalasadirectamenteal medio de cultivo del

microorganismoindicador.Los sobrenadanteslibres de célulastambiénpuedenconcentrarse

con el fin de aumentarsu actividadinhibidora. Entre los sistemasde concentraciónmás

empleadosdestacanla evaporacióna vacio en rotavapores(Geisy col., 1983; Silva y col.,

1987)y la liofilización (Rodriguezy col., 1989).

La actividadinhibidorade los sobrenadantespuededetectarsecon cualquierade las

variantesde antagonismodirectoe indirectocitadassiendomuy corrienteslos métodos“de la

gota” (Geisy col., ]983; Ray y col., 1989a;Carminati y col., 1989; Ahn y Stiles, 1990a)y la

colocaciónde los sobrenadantesen pocillos abiertosen las placas(Joergery Klae~nhammer,

1986; Ahn y Stiles, 1990a).Otro método muy empleadoparainvestigarbacteriaslácticas

bacteriocinogénicas,consisteen colocarlos sobrenadantesen papelesde filtro estériles.Los

discosdepapelde filtro, impregnadoscon el sobrenadantede interés,sedepositanen placas
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de agarsembradascon el microorganismoindicador(Shahaniy col, 1976; Ferreiray Gilliland,

1988) o bien se depositaen los filtros una cantidaddeterminadade tos sobren&Iantes

(Abdel-Bary col., 1987; Ehuniay col., 1987; Ehuniay col., 1988; Rodriguezy col., 1989).

La segundaopciónha sido la utilizadaen estetrabajo,paracompararla actividadinhibidorade

los diversossobrenadantesanalizados.

Ya seha dicho quelas 54 cepasestudiadasmostrabanunaactividadinhibidorasimilar

en los 5 microorganismosindicadoresempleados,de ellasseseleccionaronal azar6 cepas,

cuya actividad antimicrobianaseestudiófrente a un númeromayor de microrganismos

indicadores.Los sobrenadantesconcentradoslibres de célulasde las bacteriaslácticas

seleccionadas,mostraronuna actividadvariabledependiendode la cepay del indicador

empleado(Tabla IV.4). Como puedeobservarse,el sobrenadantey el sobrenadante

concentradode Pediococcussp. 347, poseianuna importanteactividadinhibidora frentea

varias cepasde Listeria monocytogenes,Clostridium perfringens y Staph. aureus,

microorganismosproductoresde toxiinfeccionesalimentariasy, porlo tanto,de graninterésen

la industriaagroalimentaria.

La sensibilidadde las listeriasa las bacteriocinasproducidasporespeciesdel género

Pediococcus es bastantecomún, a juzgar por los númerosostrabajospublicadosque

confirmanla actividadantimicrobianade diversasespeciesde pediococosfrenteaListerias

monocytogenes (Foegedingy col., 1992; Christenseny Hunkins, 1992; Berry y col., 1992;

Yousefy col., 1991; Nielseny col., 1990y Pucii y col., 1988).

Asimismo,la actividadinhibidorade los sobrenadantesde cultivosde bacteriaslácticas

frentea otrasbacteriaslácticas,muy relacionadascon ellas taxonómicamente,esun hecho

ampliamentedocumentado(Geisy col., 1983; Barefooty ldaenhammer,1984; Joergery

Klaenhamrner,1986; Andersson,1986; Gonzalezy Kunka, 1987; Bhunia y co]., 1987;
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Schillingery Lticke, 1989; Harrisy col., 1989;Mortvedty Nes, 1990; Ahn y Stiles, 1990a).

Por otraparte, las bacteriocinasproducidaspor pediococos,al parecerposeenun amplio

espectroantimicrobianoen el queseincluyenespeciesdemicroorganismosGram-positivosno

pertenecientesdistintosde las bacteriaslácticas(Dashely Klaenhamrner,1985; Bhuniay col.,

1988; Hoovery col., 1988 y Schvedy col., 1993). En general,la actividadinhibidorade

Pediococcussp. 347, fue mayorquela descritaparacompuestosantirnicrobianossimilaresde

otras cepasde Pediococcus (Gonzalezy Kunka, 1984; Hoovery col., 1988; Daeshely

Klaenhammer,1985; Grahamy Mckay. 1985 y Schvedy col., 1993,entreotros).Asimismo,

Harrisy col., (1989),hanobservadoquela actividadantimicrobianade los pediococosesmuy

heterogéneay dependede cadacepaen particular.Estasobservacionescoincidencon los

resultadosobtenidosen estetrabajo.

V. 2. 3. - Efecto de la catalasaen la actividadinhibidora de las bacteriaslácticas

selecionadas

Los resultadosobtenidosindicanque la actividadantimicrobianade los sobrenadantes

concentradosno puedeatribuirse,en ningúncaso,al peróxidode hidrógeno.La capacidadde

algunasbacteriaslácticasdeproducirperóxidode hidrógenoesuna propriedadindeseable,

especialmentesi existemuchooxígenoenlas mezclascámicas,si seempleamuchagrasao si

la actividadde los enzimasquedegradanel peróxidodehidrógenoespequeña(Schillinger y

LUcke, 1987a).En estoscasos,la presenciade microorganismosproductoresdeperóxidode

hidrógenoen la carne y productos cárnicosproduce alteracionesde su color o un

enranciamientoprecoz.

Las bacteriaslácticasdifieren en su capacidadde produciry degradarel peróxidode

hidrógeno.Hastingsy Hólzapfel (1987)observaronqueun 50 % de lascepasdeL. sake de

origen cárnico producíanperóxido de hidrógenoy, de ellas, la mayoria lo hacíamuy
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débilmente.El no haberrealizadouna buenaselecciónde las bacteriaslácticasautóctonas

explica,ademásde otrasrazones,queL. plantaruin, P. acidilactici y P. pentosaceus,seanlos

microorganismosiniciadoresmásempleadosen la elaboracióndeproductoscárnicos(LUcke y

Hechelmann,1987).

V. 3. - Identificacióny caracterizaciónbioquímicaparcialde las bacteriaslácticascon

actividadantimicrobiana

Las bacteriaslácticasy, enparticular, los pediococosaisladosde la carney de los

productoscárnicos,no puedenclasificarseadecuadamentesiguiendolos sistemasgeneralmente

en uso quese basanen las propiedadesde estosmicroorganismosprocedentesde otrasfuentes

(Oria Jensen,1919; Rogosa,1970; Sharpe,1979b).

Se han realizadodiversosintentosde identificar y clasificarlas bacteriaslácticasde

origencárnico(Reuter,1975;Kitchell y Shaw,1975; Hitchenery col., 1982).Todosellosse

basanen reaccionesbioquímicasvariablesque, al no emplearmétodosnuméricosen el

establecimientode los grupos,han llevado a la creacióndeagrupacionesinnecesariamente

complicadasy arbitrarias(Shawy Harding, 1984).No obstante,en 1987, Shillinger y Liicke

elaboraronun esquemade identificaciónrápidade las bacteriaslácticasde origencárnico,

basadoen sus característicasmorfológicasy fisiológicas,la mayorpartede las cualesson

fácilmentedeterminables.Este esquema,que se muestraen la Figura 5.1, lo utilizamos

inicialmenteenla identificacióny clasificaciónde nuestrosaislados.En las TablasIV.2 y IV.3

semuestranlas característicasmorfológicasy bioquímicasmás significativasde nuestros

aislados. De ellas se deduceque nuestrascepasson cocoshomofermentativosque se

desarrollana 15 y 45 0C, pero no a 4 0C; no fermentan la maltosa,pero si la ribosay

xilosa,
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BACTERIAS LACTICASj
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Figura 5. 1.-Esquemade identificaciónrápidade bacteriaslácticasde origencárnico.

Fuente:Schillingery Lúcke (1987b).
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arabinosa;puedenpor lo tantoadscribirseal géneroPediococcus.

Todaslas cepasanalizadascrecierona concentraciónde clorurosódicodel 7 % y del 10

%, y apH 3,9. Convienedestacarquelos pediococossonmásacidificantesy acidotolerantes

quelasdemásbacteriaslácticas(Reuter, 1981).Además,hidrolizaronlaargininaoriginando
1

amoniacodeesteaminoácido(TablaIVA). Estosresultadosconcuerdancon los encontrados

porDolezil y Kirsop, (1977). Sin embargo,Kandlery Weiss(1986)y Reuter(1981),creen

que lacapacidadde hidrolizar la argininavaríamuchoentrelas bacteriaslácticas.De hecho,

estefendh~enoescomúnen Jasdiversasespeciesdel géneroPediococcus(Sharpe,1979b).

La capacidadde las bacteriaslácticasde producirácidosulfhídricoestin característica

perjudicial, ya que si prolifera en los alimentosorigina su deterioro (Egany col., 1989).

Ningunade las cepasaisladasprodujo ácidosulfhídricoen ningunode los diversosmediosen

los que seestudióestapropiedad(TablaIV.4). No obstante,Schillinger y Lticke (1987b),

observaronqueel 50 % de las bacteriaslácticasqueestudiaronproducíanácidosultbidrico.

Todaslas característicasdeterminadas,coincidencon las señaladasporGarvie(1986)

paraPediococcusacidilactici y Pediococcuspentosaceus.Este autor señalaque las

propiedadesfisiológicas, morfológicasy culturalesno son realmentesuficientespara la

diferenciaciónde estasdosespecies.Porotraparte,Backy Stackebrandt,(1978), Dellagioy

col., (1981),realizandopruebasde hibridizaciónDNA/DNA describierona P. acidilacticí

como una especiedistinta, mientrasque los estudiosrealizadoscon aldolasassolamente

sugierenqueP. pentosaceusy P. acidilactici son especiestaxonómicamenterelacionadas.

Garvie(1986),afirmaque esmuy dificil diferenciarestosmicroorganismosy quelos estudios

de suspropiedadesdebenserutilizadosglobalmenteparaambasespecies.Esteautor indica

que para la diferenciaciónclara entre ambasespeciesse necesitanrealizarestudiosde

hibridacióndelDNA, de movilidadelectroforéticay perfilesproteínicostotales.
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De acuerdocon lo descrito,identificamostentativamentelas cepasanalizadascomo

Pediococcus sp., dado que los estudiosrealizadosen estetrabajo, no nos han permitido

incluirlas en unau otradelas dosespeciescitadasanteriormente.

Todosnuestrosaisladosse identificaroncomopertenecientesal géneroPediococcus,lo

queno essorprendente,todavezqueestosmicroorganismosllegana lamezclacárnicadurante

la elaboraciónartesanalde los embutidoscrudoscurados. Niven y col., (1955) también

detectaronla presenciade Pediococcuscerevisaeen variosproductoscárnicos,e igualmente

Santiago,(1971)que áislóy identificó estemicroorganismode muestrasde Salami italiano.

Bhuniay col., (1988),hanaisladounacepadePediococcusacidilactici deembutidoscrudos

curados,a la quedenominaronP. acidilactici H. Estacepaproduceuna sustanciaexocelular

de granactividadinhibidorafrenteadiversosmicroorganismosindicadores.

La morfología, el caracterhomofermentativoy la producciónde ácido láctico

ópticamenteinactivo, son los elementosutilizados pra diferenciarlos pediococosde los

micrococos.Además,los primeroscrecenen mediosde cultivo sencillos,no utilizan amoniaco

comoúnica fuentede nitrógeno,no reducenlos nitratos a nitritos y no licúan la gelatina

(Pedersony col., 1954; Giinther y White, 1961). Los micrococossuelencrecerbien en

ausenciade azúcares,son frecuentementepigmentadosy no producenmuchoácidoláctico

(Garvie, 1986).

Las especiesdel géneroPediococcusseutilizan muchoen laelaboraciónde productos

cárnicos(Diebely col., 1961; Smith y Palumbo1983)y devegetalesfennentados(Pederson,

1949).Algunosinvestigadoreshandescritocepasde Pediococcuspentosaceus,Pediococcus

acidilactici y Pediococcuscerevisae,queproducensustanciasantimicrobianas(Fleming y col.,

1975; Dasechely Klaenhammer,1985; Grahamy McKay, 1985; Gonzalezy Kunka 1987;

Hoover y col., 1988). Tales estudiosindican que estas bacteriasposeenactividad
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antimicrobianafrenteadiversosmicroorganismostaxonómicamenterelacionadosconellas,así

comofrentea bacteriaspatógenasde los génerosClostridijein y Bacillus. De los resultadosde

la Tabla IV.6, sededucequela actividadantimicrobianade las 6 cepasde Pediococcussp.

seleccionadas,essimilar a ladescritapor otros investigadores.No obstante,seconocetodavia

muy pocosobrela naturalezaquímicay físicade las sustanciasantimicrobianasproducidaspor

estasbacterias(Bhuniay col., 1988).

V. 4. - Parámetroscinéticosdeldesarrolloy actividadinhibidorade Pediococcussp

.

347 a diversastemperaturas

Los parámetroscinéticosdel desarrollodePediococcussp. 347 a 8, 16, 25 y 32 0C,

tanto enel medio complejo MRS como en el mediomínimo MM con triptosa (tabla IV.5),

coincidencon los obtenidospor otros investigadorescon cepasde P. acidilacticí y 1’.

pentosaceus,asícomocon las de otrasbacteriaslácticasde origencárnico(Deibely Niven,

1960; Santiago,1971; Bhunia y col., 1988; Rodriguezy Col., 1991; Piard y Desmazcaud,

1992).

La producciónde bacteriocinasporlas bacteriaslácticas,puedeocurrir tantodurantela

faselogarítirnicadecrecimientobacterianocomoen la estacionaria(Daschely col., 1990;Piard

y Desmazeaud,1992). La actividadantimicrobianade Pediococcussp. 347, sedetectabay

cuantificabaal pocotiempodeiniciarsesu crecimientoa todaslas temperaturasensayadas(Fig.

4.8 a 4.11)e, incluso se mantuvoa un nivel elevadotras 48 horasde incubación.Estos

resultadoscoincidencon los observadosporBhunia y col., (1988)y Biswas y col., (1991),

lo quenoshacepensarque laproducciónde sustanciasinhibidorasesunapropiedadasociada

al desarrollobacteriano.

La temperaturaóptimade crecimientode las distintasbacteriaslácticasconstituyeun

241



CiSCUSION

parámetrode granimportanciatecnológicaparala elecciónde cultivosiniciadores.Sesabeque

lastemperaturasóptimasdecrecimientode P. acidilactici y P. pentosaceusvarianentre25 -

40 0C (Garvie, 1986) inclusodesarrollándosea temperaturassuperioresa 40 0C. Biswasy

col., (1991),observaronqueP. acidilacticí H produjoun 60 % de la PediocinaAcH tras 8

horasde incubacióna 37 0C, mientrasel 40 % restantese produjodurantela faseestacionaria

del crecimiento.En la produccióntotal de pediocinaAcH un pH final bajo, y un buen

dasarrollocelularsonparámetrosde gran interés(Hoovery col., 1988; Daeschel,1989; Piard

y Desmazeaud,1992).

La producciónde bacteriocinaen la fase inicial del crecimientobacterianopodría

favorecerel predominiode lacepaproductora(Ahn y Stiles,1990a).La detecciónde actividad

inhibidora al comienzodel crecimientoindica que no es un metabolito secundario.La

disminucióndeestaactividaddurantela faseestacionaria(Figuras4.8 a4.11)podríadebersea

la acciónde enzimasproteolíticosendoo exocelulares,a que la sustanciaantimicrobianase

descomponeen otrosmetabolitoso asu inestabilidadanteel aumentode la acidezdelmedio de

crecimiento.

El aumentode la actividadinhibidoraal hacerlola temperaturadecrecimientosedebe,

al parecer,a un mayordesarrollocelular,yaquela actividadantimicrobianade Pediococcus

sp. 347 aumentaa medidaque la temperaturaseaproximaa la óptima de crecimiento.La

máximaproducciónde actividadantagonistaa temperaturasaltas,permitela utilización de

Pediococcussp. 347 en laelaboraciónde embutidoscrudoscuradosal dificultarel desarrollo

de los microorganismoalterantesy patógenosqueaccidentalmentepudieranencontrarseen la

masacárnicainicial.
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V. 5. - Caracterizaciónbioquímica parcial de la actividad antimicrobianade

Pediococcussp. 347

V. 5. 1. - Determinaciónde la actividadantimicrobianadePediococcussp. 347 en

diversosmediosde cultivo

Algunos investigadoreshan señaladoque los componentesdel medio de cultivo

podríansercríticos en la producciónde ciertasbacteriocinas(Taggy col., 1976).A pesarde

ello, hay pocostrabajosqueestudienel efectodelos distintosnutrientesen la producciónde

compuestosantimicrobianosporlas bacteriaslácticas(Reddyy Ranganathan,1983; Batishy

Grover,1990)y. enespecial,por los pediococos(Biswasy col., 1991). Otros investigadores,

sehanpreocupadode conocerlas mejorescondicionesdecultivo paraunamáximaproducción

de la actividadinhibidora(Jimenez-Diazy col., 1990; Piardy col., 1990; Hurst, 1981).De lo

expuestosedesprendequela producciónde bacteriocinaspodríaincrementarsesuplementando

los mediosde cultivo con determinadosnutrientescontrolandoel desarrollobacterianoaun pH

determinadoo eligiendo un medio de cultivo adaptadoa la cepaproductora( Hurst, 1981;

Piard y Desmazeaud,1992).

De los resutadosde estetrabajo(tabla IV.5), debedestacarsela falta de actividad

antimicrobianacuandoPediococcussp. 347 sedesarrollabaen medio BRI, suplementadoo

no, conhidrolizadosde proteínaslácteas(caseinas)o cárnicas(peptonao extractodecarne).

Estemedioesun caldode cultivo complejode cuyacomposiciónformanpartehidrolizadosde

cerebroy corazónbovinos,Estaincapacidadde expresarla actividadinhibidoraen el medio

BRI suplementadoo no, podríajustificarseporla ausenciao excesode algún nutrienteo por la

existenciade mecanismosreguladoresde origengenético,estimuladoso reprimidosporuno o

másde los componentesdedicho medio. Deacuerdoconnuestrosresultadosopinamosque

seríamuy convenienteestudiarmásprofundamenteestosposiblesmecanismosreguladores,

243



CISCUSION

con el fin de conocerla posible inhibición o represiónde la actividad antagonistade

Pediococcussp. 347 pordeterminadosnutrientes.

IV. 5. 2. - Efectodediversosenzimasen la actividadinhibidorade los sobrenadantes

concentradosde Pediococcussp.347

En la TablaIV.6 seobservael efectode diversosenzimasen la actividadinhibidoradel

sobrenadanteconcentradolibrede célulasde Pediococcussp. 347. Los enzimasproteolíticos

utilizadosanulan su actividadantimicrobianalo que indica que la sustanciaantagonista

producidaporestemicroorganismoposeeun estructuraproteicabiológicamenteactiva. De

acuerdocon su definición, las bacteriocinasson inactivadas,por lo menos,porproteasasde

origenpancreático(tripsinay alfa-quimiotripsina),gástrico(pepsina)o de otrosorígenes(Tagg

y col., 1976; Piardy Desmazeaud,1992).

Segúnlos resultadosde estetrabajo la sensibilidadde la actividadantimicrobianade

Pediococcussp. 347 a los enzimasproteoliticos, es igual a la observadapor otros

investigadorescon bacteriocinasproducidasporpediococos(Daeshely Klaenhammer,1985;

Ray y col., 1992;Pucciy col., 1988; Bhunia y col., 1988).Porotrapartela estabilidadde la

actividadinhibidorafrentea los enzimaslipolíticos y sacaroliticos,probablementeindicaque

no haycomponenteslipidicos ni hidrocarbonadosen su estructuraproteica,por lo menosen

las regionesde la moleculaque comprendensu grupo activo. Algunas bacteriocinasson

sensiblesa las lipasas,amilasasy fosfolipasas,lo quedemuestrala granheterogeneidadde las

bacteriocinasy la influencia que en su estructuray actividadejercenlos compuestosno

proteicos(Jimenezy col., 1990; Lewusy col., 1992; Upretti y Hiusdilí, 1973; West y

Warner,1988).

La gran sensibilidadde la actividadinhibidorade Pediococcussp.347 a los enzimas
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proteoliticos,hacepensaren su seguridadsanitariaen los alimentosque ingierenlas personas,

y tambiénen su posibleinactivaciónpor los enzimasproteoliticospotencialmentepresentesen

los propiosalimentos.

IV. 5. 3. - Termorresistenciay mecanismode acciónde la actividad inhibidorade

Pediococcus sp. 347

La Figura 4.12,permitedeterminarlos parámetroscinéticosde termodestrucción,y

deducirla elevadaresistenciaal calorde la sustanciaantimicrobianadePediococcussp. 347.

Los resultadosobtenidosindicanquela estabilidadal calorde la bacteriocinadePediococcus

sp. 347 es similar a la de otrasbacteriocinasproducidaspor bacteriaslácticas,comopor

ejemplopediocinaPA-l (Gonzalezy Kunka, 1987),pediocinaA (Daeschely Klaenhammer,

1984), pediocinaAcH (Bhuniay col., 1988),pediocinaSJ-1 (Schvedy col., 1993),lactocina

B (Barefooty Klaenhammers,1984), lactocina27 (Uprettiy Hinsdill, 1975),nisina(Bailey y

Hurst, 1971; I-lurst, 1967)y diplococina(Daveyy Richardson,1981).

La tennoresistenciaesunacaracterísticamuy extendidaentrelas bacteriocinas;depende

de su gradode purificacióny de otros factorescomoel pH, fuerza iónica y presenciade

moléculastermoprotectoras(Tagg y col., 1976).Generalmente,las bacteriocinasproducidas

por las bacteriaslácticas son termoresistentes,lo que les permite mantenersu actividad

antimicrobianatrassometerlasatemperaturassimilaresa lasde pasterizacióny esterilizaciónde

la leche (Piard y Desmazeaud,1992). Esto sugiereque su actividadrecaeen estructuras

pequeñasy poco complejasprobablementesin una estructuraterciaria.Aunqueseamenos

corriente la existenciade bacteriocinastermolábiles,convienedestacarque entreellas se

encuentranla helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1986),la caseicina80 (Rammelsbergy

Radíer, 1990), la sintetizadapor L. delbruecki subsp. lactis ( Toba y col., 1991) y la

propionicinaPLG-1 (Lyon y Glatz, 1991).
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V. 6. - Caracterizaciónbioquímicaparcialde laactividadantimicrobianaexocelularde

Pediococcussp.347

Parainiciar la purificaciónde la actividadantimicrobianade Pediococcussp. 347

(TablaIVA), se empleóel mediosemidefinidode MM-triptosa, que permitela síntesisde tal

actividad; suempleosedebea que el medio complejo MRS espoco indicado, ya que sus

sobrenadantes,contienenuna concentraciónelevadade proteínasy péptidos(Barefooty

Klaenhammer,1984).

Debido a la heterogeneidadde las bacteriocinas,esdifícil generalizary establecerun

métododepurificaciónunificado, por lo quelos protocolosse handiseñadoempíricamente

paracadaunade ellas.Porello, la purificaciónde la actividadantimicrobianaexocelularde

Pediococcussp. 347, serealizóinicialmenteconcentrandoel sobrenadantelibrede célulaspor

liofilización y posteriomente,separandolas proteínasporcromatografíade filtraciónen geles

de Sephadex.La urea(a una concentración6 M) se utilizó como agentedisociantede los

posiblesagregadosproteicos,quepuedeseformar la sustanciaantimicrobiana(Bhuniay col.,

1988) consigo misma, o con otros componentesdel medio de cultivo. Los resultados

obtenidosindicaronque la sustanciaantimicrobianadePediococcussp. 347, en su estado

crudo (nativo) sepresentaen formade monómerosy de agregados(Figuras4.13 a 4.15).Los

agregadosmolecularesde las bacteriocinas,constituidospor moléculasactivasde elevadopeso

molecular,sehan observadotambiénen otrasbacteriocinasproducidasporbacteriaslácticas,

como la helveticina J (Joergery Klaenhammer,1986), la lactacinaE (Muriana y

Klaenhammer,1991)y la pediocinaSJ-1 (Schvedy col., 1993).

La purificación setradujoasimismo,en un aumentomuy pequeñode la actividad

inhibidora específica(1,2 veces)y en unarecuperaciónmínima de la actividadinhibidora

original (0,3 %) (TablaIV.9). Estosresultadoscoincidencon los encontradosporBarefooty
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Klaenhammer(1984) y Joergery Klaenhammer(1986),quienessolo lograronrecuperarel

0,4 % de la actividad inhibidora inicial de la lactacinaB y el 4 % de la helveticinaJ.

Rammelshergy Radíer(1980), han señaladoque las bacteriocinasson, a veces,bastante

resistentesa su purificaciónpor la técnicasestandarde separaciónde proteínasy quela pérdida

de actividadconstituyeun problemacorrienteen lapurificaciónde las bacteriocinasproducidas

por las bacteriaslácticas(Taggy col., 1976).

El pesomolecularaparentede la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadade

Pediococcussp. 347 determinadopor filtración en gelesdeSephadexG-50, fue de 31.189

daltons(tablaIV. 10). Porotraparte,cuandodichabacteriocinasesometióaelectroforesisen

gelescon un 18 % de poliacrilamiday dodecil sulfato sódico(SDS-PAGE),seaprecióuna

manchadifusa tras la tinción de los gelescon un reactivo de plata (Figura 4.17 ). La

electroforesisen un gel similarde los diversosfragmentosde la sustanciaantimicrobianafrente

a L. fen’nentumCECT285,sugierela presenciade agregadosmolecularesde elevadopeso

molecular;los agregadosmenorespresentaranunamasamolecularde unos3.000 daltons.Los

resultadosobtenidoscoincidencon los de Murianay Klaenhammmer(1991)y Rodriguesy

Col., (1991),queafirmanque algunasbacteriocinasproducidasporbacteriaslácticasforman

agregadosde elevadopesomolecular.

Lospesosmolecularesde otrasbacteriocinasde las bacteriaslácticassonlactacinaB,

6-6,5 KDa (Barefooty Klaenhammer,1984),pediocinaPA-1. 16,5 KDa (Gonzalezy Kunka,

1987),pediocinaAcH, 2-7 KDa (Bhunia y col., 1988), lactocina F, 2-5 KDa (Murianay

Klaenhammer,1991),lactocina481, 1-7 KDa (Piard y col., 1992) y pediocinaSJ-1, 4 KDa

(Schved, 1993).

La utilizaciónde la electroforesisen gelesdepoliacrilamidacon SDS,con o sin urea,

paradeterminarel pesomolecularde las bacteriocinasha llevadoa resultadossimilaresa los
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observadosen estetrabajo.Muriana y Klaenhammer(1991).no observaronla presenciade

bandasproteicasdefinidascuandolos gelesse teñíancon azulbrillantede coomasie.Davey y

Richardson(1981) y Stoffels y col., (1992),al intentardeterminarel pesomolecularde la

diplococina y de la carnocinaU149 observaronuna bandadifusa asociadaal frente

electroforético.CuandoBarefooty Klaenhammer(1984), utilizaron la tinción con nitrato de

plataparadeterminarel pesomolecularde la lactocinaB observaron,igual quenosotros,una

bandade tinción difusa(agregados)asociadaal frenteelectrofrético.

La dificultad de determinarel pesomolecular de las bacteriocinaspor técnicas

electroforéticas,se atribuyea que las condicionescreadasdurantela electroforesisoriginanla

hidrólisisespontáneade las moléculasproteicas(Murianay Klaenhammer,(1991),a pesarde

que lacantidadde proteínadepositadaen los geleses lo suficientementegrandeparapoder

detectarsecon el nitrato de plata, cuyo limite de detcciónesde 1 nanogramode proteína

(Merrilí y col., 1981).

Comoya seha dicho,aunqueesdifícil generalizary establecerun métodounificadode

purificaciónde las bacteriocinasproducidasporlas bacteriaslácticas,enestetrabajotambiénse

ha seguidoel procesoutilizado porNieto y col. (1992)en lapurificaciónde la pediocinaPA-1

deP. acidilactici PAC 1, debidoa queesmáseficazqueel seguidopor otros investigadores

en la purificaciónde bacteriocinasdel géneroPediococcus.La purificación sebasaen: 1)

concentrarlos sobrenadanteslibresdecélulascon sulfatoamonio, 2) en lacromatografíade

intercambioiónico, 3) en la cromatografíade interacciónhidrofóbicay 4) en la cromatografía

de fasereversa.Los resultadosobtenidos(Tabla IV. 13) indicanque la actividadinhibidorase

eluyó en dospicoscromatográficosdiferenciados(Figura4.18).Estosugiereque lasustancia

inhibidorade Pediococcussp.347 forma agregadosproteicosdificiles de separar,o bienque

la actividad antimicrobianase debe a dos moléculasdiferentes.En cualquiercaso, el

comportamientode la sustanciaantimicrobianade Pediococcussp. 347, en comparacióncon
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el de la pecliocinaPA-1 (Nietoy col., 1992), indicaquesetratademoléculasdistintas.

El aumentode la actividadinhibidoratras la adsorciónde la sustanciaantimicrobianade

Pediococcussp. 347 en unacolumnade Octyl- Sepharosa(fracción III, Tabla 1) y en la de

fasereversa(fracción IV, TablaIV), tal vezsedebea la activaciónde la bacteriocinapor un

medio más hidrofóbo que el proporcionadopor el etanol y propanol. El análisis del

cromatogramaresultantede laeluciónde la actividadantirnicrobianapor lacolumnade fase

reversa(Figura4.18(bis))sugierequela actividadantimicrobianade Pediococcussp. 347 se

hapurificadoahomogenidad.

La Tabla IV.l permite comparar la composiciónaminoacídicade la sustancia

antimicrobianade Pediococcussp. 347, con la de otras bacteriocinasde parecidopeso

molecular,En ella se observaquela bacteriocinade Pediococcussp.347 esunamoléculacon

14 aminoácidosdistintos,tantoalifáticoscomoaromáticosy constituidapor41(44)residuos

aminoacídicosno modificados.Este péptido no contienearginina, asparagina,cisteina,

glutamina,isoleucina,ni prolina. Además,aunquelas pediocinasPA-1 de P. acidilacticí

PAC-1,0descritasporNieto y col., (1992)y porHendersony col., (1992),soncomparables

en su tamaño y en número de residuosamínoacídicos,no muestranuna homología

significativacon labacteriocinade Pediococcussp. 347. Deacuerdocon Nieto y col. (1992),

lapediocinadeP.acidilactici PAC-l,0 posee44 aminoácidosno modificadosy un tamano

molecularde4.640 daltons,con unazonaN-terniinal similar a las de la sakacinaP, leucocina

A y curvaticinaA; con las 2 últimas bacteriocinasposee16 y 13 aminoácidosen comun,

respectivamente,.Asimismo,Maruggy col., handescrito4 genesinvolucradoen la síntesisy

expresiónde lapediocinaPA-1 en P. acidilacticí PAC 1,0, de los queuno esestructural,otro

pareceestarimplicadoen el transportede la pediocinaal exteriorde las células,habiendootros

2 genesdecuyasproteínasno seconocesu funcionalidad.
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TABLA V.I -COMPOSICION Y RESIDUOS DE AMINOACIDOS DE DIVERSAS

BACTERIOCINAS

Bacteriocina
Aminoácido dePediococcus

Pediocina
PA í (a)

Pediocina
PA 1 (b)

Leucocina
SakacinaP (c)

Curvacina
UAL (d) A (e)

sp. 347

Alanina 6 4 4 6 3 3

Arginina — — 1 —

Asparagina 4 4 6 4 4

Ac. Aspártico 2 1 1 1

Cisteina — 3 4 2 2 2

Glutamina 1 1 — 1 1

Ac.Glutánúco 2 — — — — 1

Glicina 2 8 8 9 8 6

Histidina 3 3 3 2 2

Isoleucina 2 2 2 — 2

Leucina 1 1 —

Lisina 4 4 4 2 2 2

Metionina 1 1 1 — —

Fenilalanina 2(3) — 2 —

Serna 2(3) 2 2 1 3 3

Treonina 4 4 4 3 1 1

Triptofano — 1 2 3 2 1

Tirosina 2(3) 2 2 2 2 2

Valina 2 2 2 2 3 2

Noldentificado 1 2 — — — —

Y residuos 41(43) 44 44 41 37 30

P. Molecular(da) ~30O0 4640 4629 ND 3930 ND

(a) Nieto y col., 1992 (c) y (e) Tichacyzky col., 1992
(b) Hendersony col., 1992 (d) Hastingsy col., 1991
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Actualmentesonpocoslos estudiossobrelacomposicióny secuenciaaminoácidicade

bacteriocinasde Pediococcus,si se exceptúanlos de las pediocinaPA-l y AcH. P.

pentosaceusFB61 y P. pentosaceusFB63 producenrespectivamente,las pediocinasA y

Bac,que solo sediferencianen su localizacióngenéticaen lacélulaproductora(Grahamy

Mackay, 1985; Daschely Klaenhammer,1985). Bhuniay col. (1988),comprobaronqueP.

acidilactici H produciapediocinaAcH, cuyo pesomolecularaparenteesde 2.700Da. Más

tarde,Motlagh y col., (1992)vieron que estabacteriocinaconsistiaen un prepétidode 62

aminoácidos,de los que44 fonnanla parteactiva de la molécula.Sus resultadosasimismo,

indicanquela secuenciade nucleótidosdel genestructuraldelapediocinaAcH esigual al de la

pediocinaPA-1, al igual quela secuenciaciónparcialde los primeros23 aminoácidosde las

pediocinasAcH y PA-1.

No solo es importanteconocerlos aminoácidosque conformanla bacteriocinade

Pediococcussp. 347, sino tambiénsu secuencíaen la estructuraproteica.Ello facilitaría la

localizaciónde los determinantegenéticosde estabacteriocina,así como su donación,

utilizandola reacciónen cadenade la polimerasa(PCR)en vectoresgenéticosde interés.La

caracterizacióncompletade la bacteriocinadePediococcussp.347 y el estudiogenéticode los

mecanismosresponsablesde su síntesis,permitiránconocerla relaciónexistenteentresu

estructuray mecanismode acción,susrelacionesestructuralescon bacteriocinasproducidas

por otras bacteriaslácticas y, por último, la biología molecularde la producciónde

bacteriocinasen el géneroPediococcus.

V.7. - Mecanismode acciónde la bacteriocinaproducidaporPediococcusso.347

Tagg y col., (1976) han descritolas bacteriocinascomo proteínaso complejos

proteicosproducidospor bacterias,que actúancomo bactericidasen especiesbacterianas

relacionadasfilogenéticamentecon la cepaproductora.Estascaracterísticassecumplen
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parcialmenteen la sustanciaantimicrobianade Pediococcussp. 347, puesestasustancia,

ademásde bacteriostáticaposeeun amplio espectrode acción.

La naturalezaproteicaesuna característicacomúnde todaslas bacteriocinaslácticas

descritashastaahora. Por otra parte, su limitado espectrode acción fue cuestionado

inicialmenteporKlaenhammer(1988),quienpropusoquede las bacteriocinasde las bacterias

lácticasseclasificasenen dosgrupos:el primeroconstituidoporsustanciascon un espectrode

acciónlimitado a otrasbacteriaslácticasrelacionadascon lacepaproductora;aestegrupo,que

esmuy numeroso,pertenecenentreotras, la lactacinaB (Barefooty Klaenhammer,1983),

lactacinaF (Muriana y Klaenhammer,1991), lactocina 27 (Upretti y Hinsdill, 1975),

helveticinaJ (Joergery Klaenhammer,1985). sakacinaA (Schillingery Lúcke, 1989), y

lactocina5 (Mortved y Ness,1990).El segundogrupo,estaríaformadoporsustanciascon un

espectrode acciónmásamplio en el que,ademásde las bacteriaslácticas,seincluirían otros

microorganismosGram-positivoscomo Staph.aureus,Lisztmonocytogens,Cl. botuliniunz y

CI. perfringens.En estegrupose incluyen todaslas bacteriocinasdel géneroPediococcus

descritashastala fecha,la nisinay la bacteriocinaproducidaporPediococcussp. 347.

La acciónbactericidade las bacteriocinasseproduceen dos etapas(Taggy col., 1976).

En la primera,la bacteriocinaseadsorbea receptoresespecíficosy no específicosde la

membranacelularde los microorganismossensibles.Enestemomento,las bacteriocinasson

sensiblesa las proteasas.En la segundaetapa,que esirreversible,se producencambios

patológicosqueprovocanla rupturade la membranay la muertecelular.Esteproceso,seha

descritoy analizadoen bacteriassensiblesa la nisina (Hurst, 1981), plantaricinaSIK-83

(Andersony col., 1988) y lactacinaF (Murianay Klaenhanimmer,1991). Sin embargo.seha

comprobadoque algunasbacteriocinasproducidaspor bacteriaslácticas se adsorben

inespecificamenteen las bacteriasGram-positivas,independentementede queestacélulassean

sensibleso resistentesa dichabacteriocina(Upretti y Hinsdill, 1975; Davey, 1981; Zajdel y
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col., 1985; Bhuniay col., 1991).Porotraparte,en las bacteriasGram-negativas,la adsorción

de las bacteriocinasa los microorganismosanalizadosno se ha detectadotodavia,

contrariamentea lo demostradoparala nisina(Andersony col., 1988)y parala pediocinaAcH

(Bhuniay col., 1991).Estosresultadossugierenque: 1) la actividadde las bacteriocínasno

dependede su adsorciónespecíficaa la superficie de las célulassensibleso 2) que la

resistenciadelas bacteriasa las bacteriocinassedebea la produccióndeun enzimainvolucrado

en su inmunidadmásque a alteracionesde los receptorescelulares(Konisky, 1982; Piardy

Desmazeud,1992). No obstante,la tendenciade las bacteriocinaslácticas a adsorberse

inespecificamentea la membranacelular,podríadeberseala hidrofobicidadnatural de las

bacteriocinas,masque a la existenciade receptorescelularesespecíficos.

Zajdely col. (1985) handemostradoque la accióninhibidorade la lactostrepcina5, se

realizaa travésde receptoresproteicosde la membranacelular. Muriana y Klaenhammer

(1991),observaronporel contrario,que la lactacinaF esmuy bactericidaal actuarsobreel

protoplasmade las bacteriassensiblesy no sobrela membranacelularquesemantieneintacta.

Estefenómenosugierequela paredcelular seencuentrainvolucradaen la inmunidadde las

bacteriasa lasbacteriocinas.Por otro lado, Bhunia y col. (1991)han comprobadoque los

receptoresde la pediocinaAcH no estánconstituidopor proteínas,lípidoso carbohidratos;han

visto que la pediocinaAcH ejercesu actividaden varias etapas (1) se une a receptores

inespecíficosde laparedcelular,posiblementea travésdel ácidolipoteicoicopresenteen la

paredde las bacteriasGram-positivaspero ausentede las Gram-negativas;(2) cuandose

saturan estos receptores,la bacteriocinase une a receptoresespecíficos,originando

alteracionesfuncionalesen la membranaque(3), provocanla pérdidade ionesde potasioy la

entradaen la célulade moléculasde pequeñotamaño,perdiendola bacteriasu capacidadde

multiplicarse; (4) solo en algunascepas,especialmentesensibles,la paredcelularpierdesu

integridadestructuraly el microorganismose lisa; (5) la resistenciamostradapor otras

bacteriasGram-positivas,podríadebersea la ausenciade receptoreso a la inaccesibilidadde
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las bacteriocinasa los receptoresespecíficos;(6) en las bacteriasGram-negativas,no se

observólaexistenciade receptoresespecíficoso inespecíficosde lapediocinaAcH.

De un modogeneralpuedeafirmarseque las bacteriocinasde las bacteriaslácticas,

poseenun efecto bactericidacon lisis celular (Andersony col., 1988; Pucci y col., 1988;

Bhuniay col., 1991), o sin lisis celular (Kozak y col., 1978; Davey, 1981; Barefooty

Klaenharnmer,1983; Piardy col., 1990).Estaacciónesrápida,puesla poblaciónmicrobiana

disminuyesensiblementedespuésde algunosminutosdel contactode la célulasensiblecon la

bacteriocina(Barefooty Klaenhammer,1983;Zajdel y col., 1985; Piard y col., 1990) y, su

efecto letalesmayor,en la faseexponencial,delcrecimientobacterianoque en la estacionaria

(Davey, 1981; Zajdel y col., 1985).

El efectobacteriostáticode la bacteriocinadePediococcussp. 347 contrastacon el

bactericidade la pediocinaPA-1 (Gonzalezy Kunka, 1987; Pucci y col., 1988), de la

pediocinaAcH (Bhuniay col., 1991),pediocinaA (Rueckert, 1979) y de lapediocinaSJ-l

(Schvedy col., 1993).Esteresultadorefuerzala hipótesis,apuntadaal analizarel espectrode

acción,de que las bacteriocinasproducidaspordistintascepasde unamismaespecieno tienen

porquéseridénticas.

Sin embargo,estaacciónbacteriostáticano esúnicadentrode las bacteriaslácticas,ya

queestecarácterademásde presenteen la lactocina27, tambiénsehadescritoen bacteriocinas

producidaspor lactobacilosde origen cárnicoL. sake (Schillingery Lúcke, 1989; Ahn y

Stiles, 1990a;Rodriguezy col., 1991; Sobrino, 1993) y Leuc. gelidum (Hastintgsy Stiles,

1991). Por otra parte,el efectobactericidaatribuidoa la pediocinaAcH, podríano sertan

evidentesi seobservandetenidamentelos resultadosdeBhuniay col., (1988). Segúndichos

investigadores,la adición de pediocinaAcH a un cultivo de L. plantaruin WSO-30en

crecimiento(con unapoblacióninicial de 3 x í0~ ufc/ml) originó unadisminucióndel recuento
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demicroorganismosviablesefectuadounahoradespuésde dichaadiciónde solo 0,8 unidades

logarítimicas.En los recuentosrealizadosdespuesde transcurridas3, 5, 7 y 11 horas,se

observaunarecuperación,mientraspostenormentese mantienenlos valoresobtenidosal inicio

de la experiencia(3 x í07 ufc/ml). Mientrastanto,el cultivo controlcontinúasu crecimiento

normalhastaalcanzarvalorescelularesde 2 x l0~ ufc/ml. Hastingy Stiles (1991)obtuvieron

resultadossemejantes,apesarde lo cual,adjudicaronalabacteriocinade Leuc.gelidunz UAL

187 un mecanismode acción bacteriostático.Bhunia y col., (1991) señalan,que el

microorganismoindicadoresincapazde multiplicarse;la rupturade laparedcelulary la muerte

bacteriana,seríaun destinoreservadoúnicamenteacepasdemicroorganismosespecialmente

sensibles.

Deacuerdocon lo descritoesdifícil aceptarqueno fueraespecialmentesensiblealguna

de las cepasque empleamoscomo microorganismosindicadores(Tabla 111.1) y que la

bacteriocinadePediococcussp. 347 ejercieraunaacciónbactericidaen otrascepassensibles:

porello, creemosque la sustanciainhibidoraejerceunaacciónbaceriostáticadeteniendoel

crecimientode los microorganismossensibles,al disminuir su vitalidad y no su viabilidad.

La única bacteriocinade las bacteriaslácticas,de la que seconocecon exactitudla

formaen queejercesuacciónbacteriostática,esla lactocina27,quedetienela síntesisproteica

sin afectarla del ADN o ARN y sin modificar los nivelesde APT (Upretti y Hinsdill, 1975).

Estemecanismode acción,diferentedel atribuidoa otrasbactei-iocinas,esuno delosmotivos

quehaceque cadavez seempleemásel términode “sustanciassimilaresa bacteriocinas’para

referirsealas sustanciasantimicrobianasque,como la lactocina27 y otrasbacteriocinascomo

lade Pedioc’occussp. 347, difieren en algunade las propiedadesatribuidasa las bacteriocinas

clásicas(Klaenhammer,1988). En la Tabla V.2 se señalanalgunaspropiedadesde las

bacteriocinasmejorconocidas,lo que permitecompararlas coincidenciasy diferenciasde

nuestrabacteriocinaparcialmentecaracterizadacon lascaracterizadasporouosinvestigadores.
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El efectobacteriostáticode la bacteriocinade Pediococcus sp. 347 y de otrasya

mencionadas,permitiríaexplicarporquéList. monocytogenespersistepero no sedesarrollaen

lacarnefrescade bovino y en la carney productoscárnicosde aveenpresenciade unaflora

lácticacompetitiva(Buchanany col. 1989; Jonhsony col. 1988).Esto tambiénexplicaríael

que Shelef (1989) haya observadoque List. monocytogenesno se desarrolladurantela

maduraciónde embutidoselaboradoscon carnede bovino.

Laconcentracióninhibidoramínimade la sustanciaantagonistaparcialmentepurificada

dePediocoeccussp. 347, evaluadaendiversosmicroorganismos(IV.12), oscilaentre0,6y

2,5 mg/ml, siendolas cepasde Staph.aureus FR1362y List. monocytogenesScottA las más

resistentesa su actividadinhibidora. Los resultadosobtenidossugieren,una vez más, la

posibleutilidadde las bacteriaslácticasy de susbacteriocinascomofactoresde seguridaden la

carney productoscármcos.

V. 8. - Propiedadesanti2énicasde la bacteriocinadePediococcussp. 347

El conocimientode laspropiedadesinmunológicasde las bacteriocinasesinteresante

porvariosmotivos.Primero,paraconfirmar su seguridadparael consumidor,estoes,queno

leprovoquereaccionesalérgicaso indeseables,mientrasquela obtencióndeanticuerposfrente

a las bacteriocinaspuedepermitir su deteccióny cuantificaciónen la carney productos

cárnicos.Asimismo, la obtenciónde anticuerposespecíficosfacilitada la purificación a

homogenidadde la sustanciaantimicrobianapor cromatografíadeafinidad,lo que permitiría

supurificaciónen un solo paso,evitandola utilizacióndeotrosprocedimientosde separación

proteicamenoseficaces.

Posiblemente,las bacteriocinasde las bacteriaslácticasno sonperjudicialesparala

saludde los consumidores,yaque su naturalezaproteica,su pequeñotamaiíoy su sensibilidad
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a los enzimasproteolíticoshacenpensarquesu uso peros, con los alimentos,careceráde

peligrosparala saludhumana.El ejemplomássigiificatico es la nisina, laúnicabacteriocina

autorizadaen muchospaísespara su usoen alimentosdeconsumohumano,de la queseha

demostradoqueno originareaccionestóxicasenel consumidor(Hurst, 1981).Igualmente,la

bacteriocinadePediococcussp. 347 careceal parecerdepropiedadesalergénicas,ya que su

inoculaciónalosanimalesde experimentaciónno les producereaccionesvisibles,alérgicaso

tóxicas.

Porotra parte, las característicasinmunológicasde las bacteriocinasno seconocen

bien, qunque se ha demostradoque algunasbacteriocinasde bacteriasGram-negativas

(Gagliano y Hinsdill, 1970; Tubhlewicz, 1970; Tagg y col., 1976) y de bacterias

Gram-positivascomoStaph.aureus(Gaglianoy Hinsdill, 1970) y Cl. perfringens tipo A

(Tubylewicz 1970),poseenpropiedadesantigénicas.

Bhunia y col., (1990) han evaluadola antigenicidadde la pediocinaAcH de P.

acidilacticí H, llegandoa la conclusiónde que la inoculacióndeestasustanciaen ratonesy

conejosno generaanticuerposneutralizantes.La explicacióndeesefracasoinmunógenohabría

quebuscarla,segúnestosautores,en el pequeñotamañomoleculardedichabacteriocina(2700

Da),quela haríacomportarsecomoun hapteno,o bienenquelas técnicasdeinmunizacióno

los adyuvantesempleadosno fueronlos adecuados,o tambienen queel númerode animales

deexperimentaciónutilizadosfué insuficiente.Sin embargo,Bhuniay col., (1990),utilizando

un ELISA indirecto observaronuna respuestainmunológica frente a la pediocinaAcH

parcialmentepurificada;tal respuestala atribuyerona las proteínasde alto pesomolecular,sin

actividadantimicrobiana,presentesen la muestrainoculada.

De los resultadosde estetrabajosededucequela sustanciaantimicrobianaparcialmente

purificadadePediococcussp.347 esinmunógena,ya queel título de los inmunosuerosde las
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sangríasparcialesessignificativamentesuperioral de la anterior(Figura4. 21).Esto también

seevidencia,cuandose detectay cuantificaen el medio de MM-triptosa la bacteriocina

parcialmentepurificada.

Los anticuerposgeneradosfrentea la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada

dePediococcussp. 347, hanpermitidoreconocerantígenosafinesen los sobrenadanteslibres

decélulasdeotros pediococosconactividadantimicrobiana,pero no de lactobaciloscon la

mismapropiedad,lo que sugiereque las sustanciasantimicrobianasproducidaspor los

pediococosestudiadospodríanserbioquimicamenteigualeso similaresa la dePediococcus

sp. 347. Asimismo,ladetecciónde estabacteriocinaen extractoscárnicos,con el inmunosuero

anti-P347biotinizado y neutralizado,indica el potencialde un inmunosuerode estas

característicasparadetectary cuantificarla presenciade bacteriocinasproducidasporbacterias

lácticasde origencárnicoen estealimentoy, quizástambiénen diversosderivadoscárnicos.
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1) El análisismicrobiológicode los embutidoscrudoscuradosanalizados,ha revelado

queprácticamentela totalidadde su flora bacterianaestáconstituidaporbacteriaslácticas.Las

54 bacteriaslácticasseleccionadasen primerlugar, manifestaronuna actividadinhibidora

directa,variabley cuantificable,frentea diversosmicroorganismosindicadores.Las 6 cepas

seleccionadasmástardese identificaroncomo pertenecientesal géneroPedicoccus..

2) El espectroantimicrobianode las cepasseleccionadas,sugiereque las sustancias

inhibidorassondistintaso que poseenmecanismosde accióndiferentes,ya quela sensibilidad

de los microorganismosindicadoresempleadosvariadependiendode lacepadePediococcus

sp. elegida.

3) Todaslas cepasdePediococcus sp.seleccionadassedesarrollarony acidificaronlos

mediosde cultivo a 8, 15, 20 y 32 “C. Ningunade ellasprodujonivelesdetectablesde diacetilo

o de acetofna.Pediococcus sp. 347 origina una sustanciaantimicrobianaexocelular,cuya

produccióndependedel mediode cultivo, sedetectaal pocotiempode iniciarseel crecimiento

microbianoy alcanzasusnivelesóptimosalas 16 horasde incubacióna 32 0C. La sustancia

antimicrobianafué activa frentea bacteriaspatógenasGram-positivasde gran interésen la

industriaalimentaria.

4) Cuando la sustanciaantimicrobianade Pediococcus sp. 347, sepurifica por

liofilización y cromatografíade filtración en geles,aumentamuy poco su actividadinhibidora

específica(1,2veces),siendomuy pequeñala recuperaciónde la actividadinhibidoraoriginal

(0,3 %).

5) Cuandola fracciónactivade la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificadapor

cromatografíade filtración en gels, sesometióaelectroforesisen gelesde poliacrilamidacon

dodecil sulfato sódico,seobservóque la sustanciainhibidora se distribuíaen los gelescomo
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agregadosmolecularesde elevadopesomolecular,los agregadosmenorestienenun tamaño

molecularde unos3.000daltons.

6) La susíanciaantimicrobianaparcialmentepurificadade Pediococcus sp. 347 tiene

naturalezaproteica,esestablea valoresamplios de pH, resistenteal calory bacteriostática

frentea los microorganismossensibles,característicasquecompartecon otras bacteriocinas

lácticas.La sustanciaparcialmentepurificadaposee14 aminoácidosdiferentes,siendo el

númeromásprobablede residuosaminoácidoel de 48.

7) La sustanciaantimicrobianade Pediococcus sp. 347 es bacteriostática,ya que

detieneel crecimientode los microorganismossensibles,pero no su viabilidad. La

concentracióninhibidora mínima varia entre 0,6 y 2,5 mg/mí, dependiendode los

microorganismosensayados.

8) La purificaciónde la bacteriocinadePediococcus sp.347 trassu concentracióncon

sulfatoamónico,cromatografíade intercambioiónico,cromatografíade interacciónhidrofóbica

y cromatografíade fasereversaoriginó dos fraccionescromatográficasactivas,una cuya

actividadespecíficaaumentabaunas37.000 veces y su recuperaciónun 17 % y, otra,

purificadaunas10.000vecesy con unarecuperacióndel 3 %.

9) La inoculación de la sustanciaantimicrobianaparcialmentepurificada por

cromatografíade filtraciónen geles,a los animalesde experimentación(conejos),indujo una

respuestainmunógenaactiva, lo que permitió su deteccióny cuantificaciónen el medio de

MM-Triptosay el reconocimientode antígenosafinesen los sobrenadanteslibresde célulasde

otros pediococoscon actividadantimicrobiana.Además,la deteccióninmunológicade la

actividadantimicrobianade Pediococcus sp.347 en los extractocárnicos,demuestrael valor

potencialde las técnicasinmunológicasparadetectary cuantificarla presenciade bacteriocinas
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en lacarney derivadoscárnicos.
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Ademásde producir ácidosorgánicosy peróxidodehidrógeno,las bacteriaslácticas

poseenla capacidadde sintetizarproteínaso peptidosantimicrobianos.De los resultadosde

estetrabajo, se deduceque Pediococcus sp. 347, puedeserde utilidad comoun factor

adicionalen el controlhigiénico-sanitariode lacarney productoscárnicos.En estesentido,en

la actualidadseestárealizandoun granesfuerzoparaconocerla organizacióngenéticay modo

de accióndediversasbacteriocinas,lo queconlíevael aislamientode nuevasbacteriaslácticas

productorasde bacteriocinas,cuyacaracterizaciónbioquímicay genéticaesmuy importanteen

la comprensiónde la relaciónestructura/funciónde estassustancias.

Sin embargo, antes de utilizarse en la industria alimentaria, las sustancias

antimicrobianasdebenresponderaun númerode requerimentos:1)espectroantimicrobiano

conocidoy específicofrentea la flora alterantey patógenanaturalmentepresenteen los

alimentos,2) propiedadesfísico-químicasadecuadaspararesistirtratamientosporel calory

cambiosdepH, 3) poseerun pequeñotamañomolecularquepermitaunarápidadifusión en

sistemassemi-sólidos,asícomo de naturalezaproteicadegradableporenzimasproteolíticosy

carecerde actividadtóxica o alergénicay 4) serdetectablesy cuantificablesen los alimentos

pormétodosanalfticosespecíficos,sencillosy rápidos.

En el casoquenosocupa,seríainteresantedeterminarla secuenciaaminoacidicade la

bacteriocinao bacteriocinasde Pediococcus sp.347, ya queel conocimientode su estructura

proteicapermitiría determinarsu posible mecanismode acción, la localización de los

determinantesgenéticosresponsablesde su síntesisy regulacióny, por último, permitiría

compararlas relacionesexistentesentreestructura-actividadAdemás,su caracterización

genéticapermitiría evaluarsu propagacióndirecta por plásmidosconjuganteso por su

donaciónen vectoresgenéticosadecuados,transmisiblesporelectroporacióna otrasbacterias

lácticasde interés, lo que permitiría posteriormentesu evaluacióncorno antagonistas

microbianoso “factoresde seguridad en diversossubstratosalimenticios.
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