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EXP. GRAL. DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

1 - EXPOSICION GENERAL DEL PROBLEMA A INVESTIGAR

Durante cientos de afios los microorganismos han desempefiado un papel importante
en la obtencién y produccién de la mayor parte de los alimentos fermentados que actualmente
se consumen, entre los que se incluyen el yogur, quesos, embutidos crudos curados,
encurtidos y otros. En este contexto las bacterias licticas desempenan un papel fundamental en
la tecnologia de los alimentos fermentados, siendo algunas especies de los géneros
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc yPediococcus las més utilizadas en la elaboracion
de estos alimentos. La industria ldctea fue la primera en emplear estos microorganismos como
cultivos iniciadores; sus productos fermentados representan cerca de 20% del comercio
mundial de los alimentos fermentados (Sharpe, 1979a). No obstante, antes de esta exitosa
inversién industrial y comercial, fue necesario aislar, caracterizar y seleccionar las bacterias
ldcticas de mayor interés en la obtencion de productos fermentados estandarizados de alta
calidad. Ello ha conducido también al conocimiento del metabolismo y de otras caracteristicas
fisiolégicas, bioquimicas, inmunoldgicas y genéticas de dichas bacterias; sin estos

conocimientos €l avance experimentado por la industria ldctea, seguramente no seria el mismo.

Las bacterias lacticas no solo son interesantes en la industria alimentaria por inducir el
desarrollo de caracteristicas organolépticas y estructurales deseables en los alimentos, sino
también, por inhibir en ellos el desarrollo de microorganismos perjudiciales, alterantes y
patégenos; por ello se pensé en la posibilidad de utilizarlas para extender la vida atil de los
alimentos y mejorar su calidad higiénica (Raccach y Baker, 1978; Rodriguez y col., 1989;
Schillinger y Lucke, 1989). Su antagonismo microbiano se debe principalmente a la
disminucién del pH y a la utilizacién de los carbohidratos disponibles, en la produccién de
acidos (Daeschel, 1989). Se sabe ademds que las bacterias licticas producen, no sole dcidos
organicos, sino otras sustancias antagonistas como perdxido de hidrégeno, radicales libres,

diacetilo, acetaldehido, isémeros D de los aminoécidos y otros metabolitos como moléculas
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pequeiias no proteicas y bacteriocinas (Daeschel, 1989; Klaenhammer, 1988; Piard y

Desmazeaud, 1991, 1992).

De las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias ldcticas, las
bacteriocinas son las mds interesantes tecnolégicamente, ya que debido a su naturaleza proteica
(Tagg y col., 1976), las inactivan los enzimas proteoliticos del tracto gastrointestinal y no son
toxicas, ni inmundgenas en los animales de experimentacién ( Bhunia y col., 1990), lo que las
convierte en candidatos adecuados a conservadores de los alimentos. Debido a la preocupacion
constante que en la sociedad actual plantean los conservadores quimicos, las bacterias
productoras de bacteriocinas o las bacteriocinas producidas por ellas podrian desempefiar un
papel importante en ¢l procesado y conservacién de los alimentos. De otra parte conviene
recordar los buenos efectos nutricionales de la ingestién de bacterias ldcticas viables en los
consumidores; se ha sostenido y, existen pruebas a favor que las bacterias ldcticas incrementan
la calidad nutritiva de los alimentos, controlan ciertas infecciones intestinales, facilitan la
digestion de la lactosa, actian como antimutagénicas, inhiben el desarrollo de algunos tipos de
céncer y reducen el colesterol sanguineo (Fernandes y Sahani, 1990; Gilliland, 1990; Hosoda

y col., 1992).

En los ultimos aitos 1a industria cdrmnica viene experimentando unos cambios similares
a los experimentados por la industria 14ctea, con el desarrollo de métodos y procesos cada vez
mds automatizados y modernos. La finalidad es poner a disposicién del consumidor un
producto de calidad definida en cuanto a sus caracteristicas organolépticas y, sobre todo,
exento de riesgos higiénico-sanitarios. Por ello, la utilizacién de bacterias lacticas como
cultivos iniciadores se estd convirtiendo en una prictica cada vez mds habitual en la elaboracién

de embutidos crudos curados y en otros derivados carnicos.
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Desgraciadamente se suelen utilizar como cultivos iniciadores bacterias lacticas no bien
caracterizadas o aisladas de alimentos distintos de aquellos en los que se pretende emplearlas.
Se piensa que las bacterias ldcticas aisladas de la carne o de sus derivados, serdn
probablemente las mds eficaces para asegurar su calidad microbioldgica, al estar mejor
adaptadas a dichos sustratos por lo que serdn mds competitivas que las bacterias lacticas de
otras origenes. Es evidente que el aislamiento y caracterizacidn bioquimica, inmunolégica y
genética de las bacterias lacticas de origen cdrnico productoras de bacteriocina asi como de las
bacteriocinas que producen, son condiciones indispensables para evaluar su potencial comno

factores de seguridad en el control de 1a calidad higiénica de la carne y derivados cdrnicos.

En este trabajo se propone el aislamiento y caracterizacion parcial de aquellas bacterias
lacticas, que aisladas de embutidos crudos curados, manifiesten una mayor actividad
inhibidora de diversos microorganismos indicadores. Las bacterias selecionadas, serdn
sometidas a una identificacién y caracterizacion bioquimica, as{ como a una evaluacién de sus
pardmetros cinéticos de crecimiento. De especial interés, es la identificacion y deteccion de las
que producen bacteriocinas con capacidad inibidora del desarrollo de microorganismos
patogénos y alterantes que puedan encontrarse en las carnes y sus productos derivados. Se
pretende purificar y caracterizar las bacteriocinas selecionadas utilizando técnicas bioquimicas

€ inmunolégicas.

Para la consecucién de los objetivos propuestos se necesitan alcanzar los siguientes

objetivos parciales ;

1 - Aislar las bacterias l4cticas de los embutidos crudos curados, que son tedricamente
los sustratos cdricos mds adecuados para su desarrollo, seleccidnando las que presenten una

actividad inhibidora mdxima de los microorganismos indicadores elegidos.
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2 - Identificacién morfoidgica y caracterizacién bioquimica de estas bacterias y estudio

de sus pardmetros cinéticos de crecimiento.

3 - Evaluacién de la actividad inhibidora de las bacterias ldcticas productoras de
bacteriocinas, frente a microorganismos saprofitos de diversos origenes, asi como frente a
bacterias patdgenas como Listerias monocytogenas, Staphylococcus aureus, Salmonella sp. ,

Clostridium botulinium yClostridium perfringens.

4 - Purificacién y caracterizacion bioquimica ¢ inmunolégica parcial, de ta bacteriocina
de mayor poder inhibidor frente al desarrollo de microorganismos patégenos y alterantes,

potencialmente presentes en la carne y derivados cdrnicos.



INTRODUCCION

CAPITULO II
INTRODUCCION



INTRODUCCION

1L 1. - LAS BACTERIAS LACTICAS

Este grupo de bacterias, probablemente sea el mds abundante y mas difundido en la
naturaleza, debido a la capacidad que poseen de crecer en una variedad de sustratos y en
diversas condiciones biolégicas. Se encuentran en sustratos de origen animal de un pH neutro,
asi como en los de elevada acidez como son, normalmente, los de origen vegetal. También se
encuentran bacterias lacticas en ambientes de elevadas temperaturas y de altas concentraciones
de cloruro sédico; su adaptacién a estas dos tiltimas condiciones puede deberse a la necesidad
del hombre de conservar sus alimentos. Afortunadamente, estas bacterias producen dcido
lictico como producto final de su metabolismo, que este ademds de no ser téxico para el
hombre y de poseer un sabor agradable, influye en el pH del medio reduciendolo € impidiendo

asi el desarrrollo de microorganismos perjudiciales (Carr, 1973).

IL 1. 1. - Definicidn y caracteristicas generales

Los microorganismos que poseen la caracteristica comin de producir dcido lactico
como producto final de la fermentacidn de los carbohidratos, se conocen genéricamente con el
nombre de bacterias lacticas. Este término fue utilizado por primera vez por Weigmamn en
1899, aunque las primeras referencias a este tipo de bacterias se deben a Hueppe (1884) que
denominé "Milchsauerbazillus" a la flora microbiana responsable de la acidificacion y
coagulacién de la leche. Desde entonces se han identificadeo y descrito estos microorganismos
en tan diversas fuentes, como la leche y productos ldcteos, carne y derivados cdrnicos,
vegetales, tracto gastrointestinal y urinario de hombres y animales, aguas residuales y

estiéreol, etc.

Esta diversidad ecolégica se corresponde con una gran diversidad morfologica y

fisiolégica; las bacterias ldcticas se componen de cocos, cocobacilos y bacilos Gram-positivos,
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no esporulados, microaerdfilos, catalasa negativos, inmdviles y no reductores de los nitratos
(Sharpe, 1979b). Sin embargo, estas caracteristicas estan sometidas a discusién, debido a una
serie de factores, entre los que destacan la excesiva especializacién de los medios de cultivo y
la arbitrariedad en la eleccion de las pruebas de identificacidn de las cepas aisladas (Ingram,
1975). Por oo lado, existen pocos estudios acerca de las bacterias lacticas que no proceden de
la leche, lo que ha llevado a algunas interpretaciones equivocadas al asumir, para las
procedentes de otras origenes las mismas caracteristicas que las que poseen las de origen

lacteo (Egan, 1983).

Se admite que las bacterias licticas no producen endosporas, sin embargo, algunos
investigadores han citado la presencia de esporas en lactobacilos aparentemente tipicos
(Thornley y Sharpe, 1959; kitahara y Suzuki, 1963). Es de destacar que, en todos los casos,
las esporas se producian en medios de cultivo con cantidades muy pequeiias de carbohidratos,
lo que dificultaba el desarrollo microbianc. A este respecto, se ha sugerido que el uso
generalizado de medios de cultivo con altas concentraciones de carbohidratos podria inhibir la

formacién de endosporas en cepas con dicha propiedad (Kitahara y Suzuki, 1963).

El caricter microaerofilico de las bacterias ldcticas es también variable, si bien ciertas
especies necesitan condiciones aerobias para desarrollarse en determinados sustratos
(Whittenbury, 1963). Estas diferencias de comportamiento respecto al oxigeno son
especialmente numerosas entre los lactobacilos heterofermentativos y en las especies del

género Leuconostoc (Ingram, 1975).

Aunque las bacterias lacticas son catalasa negativas, se sabe que muchas cepas de los
géneros Pediococcus y Lactobacillus producen una "pseudocatalasa” que descompone el
peréxido de hidrégeno ( Felton y col, 1953; Dacre y Sharpe, 1956; Vankova, 1957).

Whittenbury (1964) demostré que esta reaccién depende de dos catalasas distintas: 1) una
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pseudocatalasa, estable al cianuro y a la azida de sodio; y 2) 1a catalasa clésica, sensibie a estas
dos sustancias y que solamente se preduce si el medio contiene hemo como grupo prostético.
De hecho, algunas bacterias ldcticas tienen capacidad de sintetizar la apocatalasa pero no su
grupo prostético (Ingram, 1975). Recientemente, Hastings y Holzapfel (1987) han observado
la presencia de una pseudocatalasa en 100 cepas de Lactobacillus sake aisladas de carne

radurizada.

Las bacterias lacticas se consideran microorganismos inméviles. Sin embargo, también
se han aislado y descrito cepas mdviles, generalmente de fuentes distintas de la leche y sus
derivados (Mann y Oxford, 1954; Vankova, 1957; Deibel y Niven, 1958). Entre las especies
méviles se encuentran Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Lactobacillus plantarum,

Lactobacitlus curvatus y Lactobacillus ruminis (Stamer, 1979).

Hasta muy recientemente se ha sostenido que las bacterias l4cticas no reducian los
nitratos, por ello no se ha considerado la posibilidad de que 1o hiciesen durante la maduracion
de los embutidos, por ejemplo, en la maduracién de los embutidos. Esto puede deberse a que,
tradictonalmente, la reduccion de los nitratos no se ha admitido como rasgo importante en la
caracterizacion de las bacterias ldcticas (Sharpe y col., 1966). Rogosa (1961) observo, que en
muchos casos esta propiedad, se inhibe por la acidez desarrollada cuando el medio de cultivo
contiene concentraciones elevadas de glucosa; dicho investigador sugirié emplear para la
realizacién de esta prueba un 0,1 % de glucosa en vez del 2 % habitual. Con esta modificacién,
Spencer (1969) y Dempster (1972), observaron que varias cepas atsladas de carnes frescas
eran nitrato-reductoras. Ingram (1975), también ha sefialado que la mayor parte de las bacterias
lacticas aisladas de carnes curadas reducen los nitratos lo mismo que L. plantarum (Smith y

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

Debido a los recientes avances cientificos y a la mejora de las técnicas analiticas, la
taxonomia bacteriana ha adquirido un gran dinamismo y las bacterias ldcticas no constituyen
una excepcion a esta regla. A pesar de ello, las lineas maestras indicadas por Orla-Jensen
(1919), todavia proporcionan criterios racionales para su identificacion y clasificacién. Estos
criterios incluyen principalmente diferenciaciones fisiolégicas y morfoldgicas, utilizando
propiedades como e! metabolismo fermentativo y su producto final, temperatura de

crecimiento, motilidad, coloracion de Gram, requerimientos nutricionales etc.

Actualmente el grupo comprende cocos de los géneros Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus vy Leuconostoc vy, bacilos, del género Lactobacillus. 1.os estreptococos del grupo
serolégico D de Lancefield se han excluido de las bacterias lacticas y los del grupo seroldgico
N se han transferido al género Lactococcus (Schleifer y Kilpper-Bilz, 1984; Schleifer y
Col.,1985), mientras que las especies Lactobacillus divergens y Lactobacillus carnis se han
incluido en un nuevo género denominado Carnobacterium (Collins y col., 1987). La

identificacién de las especies se basa en los siguientes aspectos:

a) Diferenciacién por la morfologia

Aunque la morfologia de las bacterias Idcticas corresponde a la esférica (cocos) y de
baston (bacilos), algunas veces la interpretacién final de esta caracteristica es dificil e incluso
frustrante (Stamer, 1979); por ello con el intento de caracterizar mejor morfolégicamente las
bacterias ldcticas se utilizaron términos como "cocobacilos” (Perry y Sharpe, 1960) y

"cocoides” (Buchanan y Gibons, 1974).

10
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b} Diferenciacidn paor la fisilogia

Las bacterias lacticas se han dividido en dos grandes grupos, de acuerdo con los
productos finales de la fermentacién de la glucosa. Las especies que producian

fundamentalmente dcido l4ctico se denominaron homofermentativas, mientras que las que
producian una mezcla de productos finales (lactato, acetato, etanol, CO2) se consideraron

heterofermentativas. La configuracion de los esteroisémeros del dcido ldctico (D, L o DL)
producido durante la fermentacién del carbohidrato,también puede ser utilizada en la

clasificacién (Tabla II-1) de algunas bacterias lacticas (Sharpe, 1979b).

En realidad, la distincion entre bacterias l4cticas homo y heterofermentativas reside en
los enzimas asociados con la fermentacidn de la glucosa. De esta manera, Buyze y col., (1957)
dividieron las bacterias lacticas en tres grupos fisioldgicos diferentes: 1) Heterofermentativos
obligados, que poseen los enzimas glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa, pero no fructosa difosfato aldolasa, 2) Homofermentativos obligados, que
carecen de las dos deshidrogenasas pero poseen aldolasa, y 3) Homofermentativos
facultativos, que aunque poseen las dos dehidrogenasas degradan la glucosa preferentemente

como los homofermentadores obligados.

Ademads de estos criterios, la utilizacién en los Gltimos afios de nuevas técnicas
bioquimicas y de biologia molecular, como la determinacién de la estructura y composicién
quimica de las paredes y membrana celulares y la homologia DNA-DNA y DNA-RNA, asi
como la determinacion de los porcentajes de guanina més citosina en el DNA y la regulacién
enzimitica de la glicolisis, han clarificado mucho mejor tales relaciones taxonémicas,
concluyéndose que los géneros Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y Lactobacillus

forman parte del mismo grupo filogenético (London, 1976).

11
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Tabla II.1.- Tipos de fermentacién y productos finales de los géneros

microbianos que integran el grupo de las bacterias lacticas.

Género Tipo de Producto final Configuracién

(Subgénero) fermentacién mayoritario del lactato

1 - COCOS

1.1. Lactococcus Homofermentativa lactato L(+)

1.2. Leuconostoc Heterofermentativa lactato:acetetato:CO2  D(-)

1.3. Pediococcus Homofermentativa lactato DL,L{+)

1.4. Streptococcus Homofermentativa lactato L{+)

2 - BACILOS

2.1. Lactobacillus
Thermobacterium Homofermentativa lactato D(-),L.{(+).DL
Streptobacterium Homofermentativa lactato D(-).L{(+),DL

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

Betabacterium Heterofermentativa(l)  lactato:acetato:CO» (1:1:1HDL

2.2. Bifidobacterium Heterofermentativa lactato:acetato:CO, (2:3)L{+)

2.3. Carnobacterium Heterofermentativa

(1) Utilizacién de pentosas

Fuente: adaptado de Kandler (1983) y Collins y col., (1987)

12
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II. 2. - BACTERIAS DEL GRUPO COCOS GRAM-POSITIVOS

El Manual Bergey (Bergey's of Determinative Bacteriology,1986), agrupa a los cocos

Gram-positivos en 15 géneros filogenéticamente y fenotipicamente muy distintos que poseen
pocas caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas comunes, entre ellas ser Gram-positivas,
quimioorganotréfilas, meséfilas y no sporuladas. No obstante, su morfologfa y ordenacién
celular, necesidades de oxigeno y actividad catalasa constituyen caracteristicas muy

interesantes en la separacién inicial de los distintos géneros.

La posesién o no de catalasas y citocromos separa a los cocos Gram-positicos en dos
grupos. A su vez los cocos Gram-positivos, catalasa-negativos se dividen en otros dos
grupos, uno que comprende los microorganismos microaerofilos o anaerobio facultativos y
otro formado por los anaerobios obligados. El género Pediococcus, pertenece al primero de los

grupos tltimamente citados.

II. 2. 1. - El género Pediococcus

II. 2. 1. 1. - Morfologia

El género Pediococcus comprende los microorganismos pertenecientes al grupo de los
cocos Gram-positives, catalasa negativos. Se trata de bactenas esféricas cuya division tiene
lugar en dos planos en angulos rectos con 1o que se forman tétradas, si bien no siempre sucede
asi, observandose solamente parejas de células, Es rara la existencia de c€lulas aisladas y no
forman cadenas ni esporas. A veces se observan cadenas cortas, que se deben a parejas
celulares y no a su divisién en un solo plano. El tamafio celular varia de 0,6-1,0 pum

dependiendo de las cepas pero en un mismo cultivo esta caracteristica es uniforme.

13



INTRODUCCION

1. 2. 1. 2. - Pared y membrana celular

El peptidoglicano de la pared celular de los pediococos estd formado por los

aminodcidos L-Lys-L-Ala-D-Asp, salvo en ¢l caso de Pediococcus urinae-equi que carece en

su pared celular del aminodcido D-Asp.

II. 2. 1. 3. - Caracteristicas de las colonias

En medios sélidos las colonias son de unos 1-2,5 mm de didmetro, lisas, redondas y

de color blanco grisaceo.

I1. 2. 1. 4. - Nutricién ndicion cultiv

Los pediococos crecen lentamente, aunque bien, en el medio MRS tanto liquido
(caldo) como sélido (agar), sin embargo, algunas cepas requieren modificaciones especiales
(Back y Stackebrandt, 1978). La leche es un medio de cultivo pobre debido a la falta de
algunos factores de crecimiento. Algunas especies de este género pueden separarse en funcién
de su tolerancia a la temperatura, pH y cloruro sédico. P. pentosaceus y P. acidilactici crecen
ripidamente en medios de cuitivo apropriados asi como en la superficie de agar en acrobiosis o
cuando se incuban en atmésferas de H2 + 10 % de COz2. Todavia, no se conocen bien sus
requerimentos de aminodcidos, aunque para su crecimiento P. pentosaceus y P. acidilacticy
exigen la mayoria de los aminodcidos. Algunas cepas de P. pentosaceus requieren dcido
félico, que puede ser parcialmente sustituido por tiamina (Nakagawa y Kitahara, 1959; Jensen
y Seeley, 1954). Este requerimiento de dcido félico no es compartido por ninguna otra especie

(Deibel y Niven, 1960; Gunther y White, 1961).
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II. 2. 1. 5. - Metabolismo

El desarrollo y crecimiento de los pediococos depende de la presencia de un
carbohidrato fermentable; si bien la glucosa v la mayoria de los monosacdridos son
fermentables, la capacidad de utilizar las pentosas se limita a P. pentosaceus, P. acidilactici, P.
urinae-equi y algunas cepas de P. halophilus. Los polisacdridos generalmente no 1os utilizan,
con excepcion de la dextrina que es fermentada por P. dextrinicus. Existe poca informacién
acerca de las rutas metabdlicas de fermentacién de los carbohidratos, pero se sabe que
algunas especies contienen aldolasa (I.ondon y Chace, 1976) y que todas las cepas poseen el
enzima lactato deshidrogenasa (I.LDH). La tasa de D/L lactato formado puede variar con las
condiciones de crecimiento de los microorganismos. Aunque el lactato es el producto principal
de la fermentacidn de los carbohidratos, algunas especies comoP. damnosus pueden formar
acetato/diacetilo. Este hecho, raramente ocutre con otras especies. En la mayoria de las
bacterias licticas, la reduccién de piruvato a lactato estd controlado por el requerimiento de
NAD. El crecimiento de pediococos en medios de cultivo que contengan cantidades adecuadas
de glucose, pero faltando otros nutrientes, puede llevar a la conversién del piruvato en

acetatofdiacetilo.

I1.2.1.6. - Ecologfa

Los pediococos crecen bajo condiciones microaerofilicas o anaerdbicas facultativas en
todos los habitats que les proporcionen carbohidratos, productos del catabolismo proteico,
nucledtidos y vitaminas. Las temperaturas mesofilas les son favorables, y solamente P.

actdilactici crece a 50 °C,

Los pediococos son generalmente acidiiricos o aciddfilos, disminuyendo el pH de los

sustratos en los que crecen hasta por debajo de 4.0, debido a la formacién de dcido ldctico,
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previniendo asi, o al menos retrasando considerablemente, el desarrollo de otros
microorganismos competidores ¢ incluse patdégenos. Estas propiedades han convertido
Gltimamente a los pediococos en elementos importantes para el control de la calidad
microbioldgica y tecnoldgica de la carne y de los productos cdrnicos. En este sentido, P,
pentosaceus y P. acidilactici son utilizados, principalmente en Norteamerica, como cultivos

iniciadores en la elaboracién de los productos cdrnicos fermentados (Garvie, 1986).
II. 2. 1. 7. - Taxonomia

Dificilmente se confude a los pediococos con otras bacterias ldcticas, pues
morfolégicamente son distintas. A veces se confunden con bacterias del género Micrococcus
en funcién de la morfologia y de que presentan a veces una debil reaccién catalasa-positiva.
Los micrococos son tolerantes a la sal y se confunden con P. halophilus. Sin embargo, los
micrococos son frecuentemente pigmentados y no producen gran cantidad de dcido lactico
(Garvie, 1986). L.os pediococos ocurren juntos con lactobacilos y leuconostocs en las plantas,
teniendo por ello mucho mds afinidad fisiolégica con estos dos géneros que por los

estreptococos que son microorganismos especificos de ambientes animales.

II. 2. 1. 8. - Diferenciacién entre las especies del género Pediococcus

Las caracteristicas fisiol6gicas y bioquimicas de las diferentes especies del género
Pediococcus se muestran en la Tabla II-2. Estas caracteristicas pueden ser utilizadas para una

separacidn inicial entre estas especies.

I1. 2. 1. 8. 1. - Pediococcus_dgmnosus

Este microorganismo crece lentamente exigiendo de 2-3 dias y temperaturas de 22 °C
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para un buen desarrollo. En caldo de cultivo, este crecimiento mejora con la adicion de
cisteina. En placas se desarrolla peor, a menos que se incube en condiciones anaerdbicas.
Durante la fermentacion de la cerveza, puede producir acetona o diacetilo rdpidamente,

causando un olor similar a la mantequilla.

[1.2.1.8.2. - Pediococcus parviulus

La adicién de Tween 80 y cisteina mejoran sensiblemente su crecimiento en caldos de
cultivo; normalmente forma colonias muy pequeiias en agar con jugo de tomate. La

distribucién de este microorganismo ne se conoce suficientemente.

II. 2. 1. 8. 3. - Pediococcus inopinatus

Existe una similitud taxonémica de este microorganismo con P. parvulus dado que se
encuentran en el mismo habitat. Por hibridizacién del DNA/DNA se hd determinado una
certa correlacion entre estas especies y también con £. damnosus (Back y Stackebrandt 1978).
Por electroforesis del isémero del acetato producido L-(+) o D-(-) se puede mejorar la

identificacién entre estas especies. Este microorganismo se aisla facilmente de vegetales y

bebidas.

I1. 2. 1. 8. 4. - Pediococcus dextrinicus

Se aisla de vegetales fermentados y cerveza. En caldo MRS el pH final del medio

desciende por debajo de 4.4 y su crecimiento éptimo se sitia en torno a 6,5. En agar las

colonias se desarrollan en aerobiosis, aunque su crecimiento mejora en atmdsferas de H, +

CO..
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Tabla II. 2. - Caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas de las diferentes

especies del género Pediococcus.

Especie de Pediococcus (@)

Caracteristicas Pd Pp Pi Pde Ppe Pa Ph Pu

Crecimiento a:
35 °C -
40 °C -
45 °C - -
50°C —
pH 4,2 +
pH75 —
pH 8.5 -
49 NaCl —
6,5% NaCl -
10% NaCl -
18% NaCl -
Catalasa — - ND -
Hidrélisis Arginina - - - —
Fermentacién de:
Arabinosa - - - -
Ribosa — - — -
Xilosa - - - -
Rammosa
Lactosa
Maltosa
Melezitosa
Trealosa
Glicerol
Manitol
Sorbitol
a-Metilglucosido d
Lactato DL

+
+
+ +
+

+
-4

I+ 1+ |
| + + e+ ++ + + +

I+ + |+ + |
l
I+ + + + i

|+ + + + + + |

+ 4+ | o+ et 4+ e+ +
+

+
+ 4+

|
(W]

v,

I &~ 4+ 4+
I

I+ | + o+ 4+
ja R

|4+ 1+ +

|+ oo
|
ol 4+ +azaza

[ 4+ + 4+ + |

+ - — + iD
L L{(+) DL DL D(-) L{(+)

RN
o |

L

a) Simbolos: Pd= P. damnosus, Pp=P. parvulus, Pi=P. inopinatus, Pde= P.
dextrinicus, Ppe=P. pentosaceus, Pa=P. acidilactici, Ph=F

halophilus, Pu=P. urinacequi, ND= No Detectable y d=débil.
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IL. 2. 1.8 .5. - Pediococcus pentosaceus

La morfologia y apariencia de las colonias se ajustan a la descripcion general del género
Pediococcus. No se necesita incubacion anaerdbica y las colonias son visibles en el agar
después de 24 h en incubacidn aerdbica a 30 °C. El requerimiento de dcido félico varia de unas
las especies a otras. London y Chace (1976), en un estudio sobre aldolasas del género
Pediococcus senalavon que P. pentosaceus y P. acidilactici son especies taxonémicamente

relacionadas.

El crecimiento en caldos de cultivo és mds répido y el pH final normalmente desciende
por debajo de 4,0. El pH 6ptimo de crecimiento es de 6,0-6,5 y la temperatura 28-32 °C.
Presenta baja resistencia al calor y las células se inactivan en 8 minutos a 65 °C. Un rdpido
crecimiento, asi como un bajo pH final y la ausencia de citocromos distingue a P. pentosaceus

de las especies del género Micrococceus.

I1. 2. 1. 8. 6. - Pedigcoccus acidilactici

Sus propriedades morfoldgicas, fisiolégicas no se separan mucho de las descritas para
P.pentosaceus. Su temperatura éptima de crecimiento es de 40 °C y resisten a 70 °C
durantelOminutes, aunque algunas cepas son mds tolerantes al calor, sobre todo recién

aisladas (Garvie, 1986).

Back y Stackebrandt, (1978) y Dellagio y col., (1981), han demostrado por estudios de
hibridizacién DNA/DNA que P. acidilactici y P. pentosaceus constituyen especies distintas,
mientras que los resultados de afinidad electroforética de las aldolasas, sugieren que son
especies taxondmicamente relacionadas. No obstante, en cuanto a la caracterizacion de la cepa

tipo, existe una polémica no solucionada totalmente. Asi la cepa NCDO 1859 designada
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anteriormente como P. acidilactici se vid, tras estudios de hibridizacion DNA/DNA, que en
realidad es P. pentosaceus (Garvie, 1986). Por otro lado, los dltimos trabajos con estas

especies indican que es muy dificil separar claramente las dos especies.

II. 3.- LAS BACTERIAS L ACTICAS DE LA CARNE Y PRODUCTQS CARNICOS

La carne fresca se altera rdpidamente debido al crecimiento de bacterias
Gram-negativas, por lo que se han desarrollado muchos métodos para preservarla, incluidas
las de curado y fermentacion. Las bacterias ldcticas pertenecen a la microflora normal de las
carnes y de muchos productos cdrnicos, siendo los lactobacilos su componente predominante,
aunque acompafiados de microorganismos estrechamente relacionados como pediococos,

leuconostocos, enterococos y Brochothrix thermosphacta.

Las bacterias ldcticas se desarrollan en condiciones que impiden el crecimiento de
microorganismos aerobios Gram-negativos como las pseudomonas. No requieren oxigeno
para crecer, son tolerantes al CO2, nitritos, humo y concentraciones de sal relativamente altas
y, ademds, toleran valores de pH bajos. Por ello, las condiciones existentes en las carnes
desecado-saladas, en las envasadas a vacio y en los productos cdrnicos curados, favorecen el
crecimiento de estos microorganismos. Los lactobacilos son frecuentes en los embutidos
curados o madurados. Las especies mds frecentemente aisladas son L. plantarun, L. brevis, L.
Sfarciminis, L. alimentarius y los lactobacilos "atipicos” (Reuter, 1975); estos Gltimos se han
identificado recientemente como L. sake y L. curvatus (Shillinger y Liicke, 1987b; Rodriguez

y col. 1989).

En la moderna tecnologia de los alimentos fermentados, las bacterias licticas se utilizan
como cultivos iniciadores. Esta utilizacion se reconocid inicialmente en los Estados Unidos

(EE.UU.) cuando Jensen y Paddock en 1940 obtuvieron patentes para el uso de Lactobacillus
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plantarun, Lactobacillus brevis y Lactobacillus fermentum en estos alimentos.

Niven y col., (1955) aislaron Pediococcus cerevisae como un contaminante natural de
varios productos cdrnicos. Posteriormente utilizaron este microorganismo como cultivo
iniciador, en la elaboracién de un tipo de embutido estadounidense denominado "Summer
sausage" , lo que contribuyé a mejorar la textura y el sabor de este productos. Como
consecuencia de los resultados obtenidos, estos investigadores desarrollaron un cultivo
inictador comercial que contenia Pediococus cerevisae, cuva utilizacidn presentaba en los
productos carnicos fermentados las siguientes ventajas : 1) Disminuye el periodo de ahumado;
2) La calidad de la partida es mds uniforme; 3) No se producen ablandamiento, ni gases ni
coloracion desfavorable durante la maduracién y 4) Podria inhibir el desarrolio de bacterias
productoras de toxiinfecciones alimentarias. Mds tarde, Everson y col., (1970) clasificaron

este microorganismo como Pediococcus acidilactici .

Sin embargo, en Europa se prefieren los embutidos crudos curados menos dcidos que
se elaboran utilizando el nitrato como agente de curado y se maduran varias semanas € incluso
hasta meses. Por ello en 1966, ademds de Pediococcus acidilactici, se introdujo como cultivo
iniciador de embutidos fermentados Lactobacillus plantarum , tanto en Europa como en

EE.UU. ( Everson y col., 1974).

La eleccion de los pediococos en la tecnologia de elaboracién de embutidos crudos
curados en Estados Unidos, se debié mas a la excelente resistencia y supervivencia de este
microorganismo a la liofilizacién y congelacién, que a la accién que desarrolla en el proceso de

fermentacidn de estos productos (Hammes y col., 1990).
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1.4, - EFECTQ BENEFICIOSO DE LAS BACTERIAS LACTICAS EN LOS
ALIMENTOS

I1. 4. 1. - Extensidn de la vida util

Un aspecto interesante de las bacterias lacticas, es su capacidad de prolongar la vida til
de determinados alimentos, al inhibir €l desarrollo de los microoganismos causantes de
alteraciones. Mather y Babel (1959) demostraron que la alteracién del queso tipo Cottage por
Ps. fragi y Ps. putrefaciens, s¢ retrasaba considerablemente si durante su elaboracion se le
adicionaba un cultivo de Str. citrovorus . Elliker y col. (1964} observaron también en el queso
Cottage que el aumento de su vida \itil se debia la inhibicién de las bacterias alterantes por el
desarrollo de las bacterias licticas; la inhibicidn estaba directamente relacionada con la
concentracion de Lact. lactics susp. diacetilactis en el producto final. Gilliland y Speck (1975)
confirmaron y ampliaron estas observaciones, demostrando que en un medio a base de leche
desnatada L. bulgaricus inhibia rdpidamente el desarrollo de Ps. fragi y de otras bacterias

Gram-negativas psicrotrofas.

Otros investigadores han estudiado también la inhibicién y el retraso de la alteracién de
las carnes, especialmente de las frescas, por la accidn de las bacterias ldcticas. Reddy y col.
(1970; 1975) han demostrado una prolongacion de la vida 1til de la carne picada de vacuno
inoculada con Lact. lactis y Leuc. citrovorun y almacenada a7 °C. Gilliland y Speck(1975)
han descrito fenémenos de antagonismo frente a Ps. fragi, incluso cuando el indculo de
bacterias lacticas (L. bulgaricus y P. cerevisiae ) no se desarrollaba activamente. Roth y Clark
(1975) observaron que las bacterias ldcticas inhibian el crecimiento de Br. thermosphacta en

las carmnes envasadas a vacio.

Raccach y col. (1979) demostraron que los cultivos iniciadores comerciales de P.
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cerevisiae y L. plantarum incrementaban la vida util de la carne de pollo. No obstante, Smith
y col. (1980) han sefialado que la inoculacién con bacterias ldcticas no mejoraba la vida de

almacén de la carne de vacuno.

Las bacterias ldcticas prolongan la vida qtil de las carnes y productos cdrnicos debido,
principalmente, a la acidificacion que originan. La acidez del medio inhibe el desarrrollo de los
microoorganismos indeseables y permite una buena deshidratacién del alimento, con lo que su
vida util no se ve limitada por el deterioro bacteriano, sino por otras alteraciones de naturaleza
quimica o fisica (Bacus y Brown, 1981). Actualmente se admite que las bacterias lacticas

tienen gran interés como agentes que prolongan la vida (til de los alimentos (Gibbs, 1987).

IL 4. 2. - Control de microorganismos patégenos y de sustancias téxicas

II.4. 2. 1. - Bacterias

Gilliland y Speck (1972), Park y Marth (1972) y Rubin y Vaughan (1979), utilizando
cultivos mixtos de bacterias licticas y salmonelas, observaron en la leche desnatada, que el
efecto inhibidor de las bacterias ldcticas sobre las salmonelas dependia de la bacteria lictica
empleada. Cuando en la elaboracién del queso Camembert se utilizaban cultivos iniciadores
lacticos comerciales (Park y Marth, 1973.; Frank y Marth, 1977; Frank y col.,1978) se inhibia
significativamente ¢l desarrollo de Escherichia coli enteropatdgeno. Asimismo, Ahmed y col.,
(1986) han observado que el escaso desarrollo de Y. enterocolitica en el yogur se debe a su
pH dcido y a otros fenémenos competitivos generados por el cultivo iniciador. Westhoff y
Engler (1972} detectaron, en los requesones, una rdpida inactivacidn, tanto de S. fyphimurium
como de Staph. aureus, y sugirieron que se debia al bajo pH (4,5-4,6) que las bacterias

ldcticas habian desarrollado en el sustrato.
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Debido al peligro que la carne y los diversos productos cdrnicos representan como
fuentes de toxiinfecciones alimentarias, se han realizado un gran nimero de investigaciones
para determinar el efecto de numerosos pardmetros en el desarrollo de los microorganismos
patdgenos del hombre. Goepfert y Chung (1970) observaron que el nimero de salmonelas
disminufa durante la maduracion de los embutidos correctamente formulados y adicionados de
cultivos iniciadores de Pediococcus sp. o Lactobacillus sp. Riemann y col. (1972),
analizando los resultados de diversos investigadores, concluyeron que el desarrrollo de Staph.
aureus en los alimentos y su sintesis de enterotoxinas dependian de la interaccién eatre pH y
concentracién de sal. Daly y col. (1972) observaron que los cultivos iniciadores comerciales
no inhibian completamente el desarrrolllo de Staph. aureus, pero si lo reducian
considerablemente, de tal manera que se eliminaba la sintesis de enterotoxinas. Resultados
similares fueron obtenidos por Baran y Stevenson (1975) y Niskanen y Nurmi (1976) (Tabla

1.3).

Las bacterias ldcticas en presencia de concentraciones adecuadas de sacarosa o glucosa
inhiben el desarrroilo y la produccién de toxinas de Clostridium botilinum (Christiansen y
col., 1975; Tanaka y col., 1980) (Tabla I1.4). Este efecto se manifiesta incluso en ausencia de
nitritos, por lo que algunos investigadores han postulados que las concentraciones de nitritos
empleados en ciertos productos cdrnicos podrian disminuirse significativamente sin que
disminuyese su seguridad, siempre que se afiadieran determinadas bacterias lacticas y
carbohidratos (Tanaka y col., 1980). También s¢ ha demostrado la eficacia de las bacterias
lacticas para el control del desarrollo de Y. enterocolitica en la carne 'y en diversos productos

carnicos (Raccah y Henningsen, 1984).

En los dltimos afios la deteccion de varios brotes de listeriosis humana asociados al
consumo de alimentos contaminados con Listeria monocytogenes ha hecho que se

multipliquen las investigaciones para controlar este microorganismo en los alimentos. A este
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Tabla 11.3. - Produccién de enterotoxinas estafilococicas en embutidos crudos

curados.
Después de 3 dias Después de 7 dias
Formulacién Log ECP2  pH Enterotoxina  Log ECP% pH  Enterotoxina
Sin cultivo iniciador 8,84 5,9 + 8,88 5,7 +
Con cultivo inictador 6,78 5,6 - 7,53 53 -

ECP: estafilococos coagulasa-positivos

Fuente: adaptado de Niskanen y Nurmi, 1976

Tabla II. 4. - Produccién de toxinas botulinicas en embutidos crudos curados.

Formulacién N° de muestras

toxicas de 25

Nitrito (ppm) Cultivo iniciador ~ Dextrosa totales
0 — + 8
0 + - 22
0 + 2

50 +
150 — - 14
150 + + 0

Fuente: Christiansen y col., 1975.
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respecto se ha observado que muchas bacterias ldcticas, de las utilizadas como cultivos
iniciadores, ejercen una importante actividad inhibidora del desarrollo de List. monocytogens
en los alimentos. En la mayoria de los casos esta accion se debe, en parte, a las bacteriocinas
elaboradas por las bacterias ldcticas inhibidoras (Bhunia y col., 1988; Hoover y col., 1988;
Pucci y col., 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y Liicke, 1989; Rodriguez y col., 1989;
Carminati y col., 1989).

II. 4.2.2. - Virus

Tanto la leche cruda, como la pasterizada deficientemente, han trasmitido virus a los
consumidores (Cliver, 1976). Cliver (1973) comprobd que los virus de la poliomielitis,
influenza humana y de la estomatitis vesicular bovina presentes en la leche de vaca, no se
destruian durante la maduracién del queso tipo Cheddar, ni siquiera con el empleo de cultivos

iniciadores.

De otra parte, los avatares de los virus potencialmente presentes en las carnes
empleadas ¢n la obtencién de productos cdrnicos curados han recibido muy poca atencion.
Hermann y Cliver (1973) observaron que la concentracién de coxackievirus disminuia mucho
durante la maduracién de los embutidos de tipo Thuringer en los que una cepa de Lactobacillus
bajé el pH de 6,2 a 4.8. Kantor y Potter (1975) observaron que los virus de a polio perdian su
infectividad durante la maduracién del salami elaborade con cultivos inicadores de L.
plantarum y P. cerevisiae. En embutidos crudos curados con un cultivo iniciador de
Pediococcus sp. Mckercher y col., (1978) observaron que el virus de la peste porcina africana

perdia su infectividad al tinal de su maduracion.

De los trabajos citados se deduce que durante la elaboracidn de los productos cdrnicos

curados se destruye la infectividad de varios virus; sin embargo, las pocas investigaciones
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realizadas hasta el momento no permiten generalizar.

II. 4. 2. 3. - Hongos y micotoxinas

Coallier-Ascah y Idziak (1985) observaron que al inocular esporas de Aspergillus

flavus en un cultivo de Lact. lactis, la acumulacion de aflatoxinas By y G| era minima o no se
detectaba. Los niveles de aflatoxinas también se reducfan significativamente cuando se
inoculaba Lact. lactis en un cultivo de A. flavus ; El-Gendy y Math (1980) y Wiseman y
Marth (1980} habfan obtenido previamente resultados similares. Sin embargo, Coallier- Ascah
¢ Idziak (1985) observaron que la cepa de Lact. lactis utilizada posefa también la capacidad de
degradar las aflatoxinas ya preformadas. Utilizando el ensayo de Ames, estos autores
demostraron que los sobrenadantes de los cultivos mixtos de Lact. lactis y A. flavus carecian

de actividad mutagénica residual y, por lo tanto, de actividad carcinogénica potencial.

Karunaratne y col, (1980) han observado que cuando se cultivan en medios liquidos,

tres especies de Lactobacillus (L. plantarum, L. acidophilus y L. bulgaricus) se inhibe el

desarrollo de A. flavus subsp. parasiticus lo que disminuaye la cantidad de aflatoxinas By y

G| producidas. Este efecto se ha relacionado con la disminucién del pH y con fenémenos de

competicién microbiana todavia no bien conocidos.

1. 4.2. 4, - Trichinellg spiralis

En los embutidos crudos curados, Bacus y Brown (1981) han sugerido que los
cultivos inicadores contribuyen indirectamente a la inactivacién de las larvas de T. spiralis,
debido a una fermentacién inicial controlada, rdpida y consistente. Este pardsito se afecta por el

descenso del pH (Castro y col., 1973), por 1o que es posible que las bacterias lacticas y
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principalmente los pediococos, en presencia de carbohidratos fermentables, contribuyan

considerablemente a la inactivacidn del verme.

Childers y col. (1982) han estudiado la inactivacion de T. spiralis en salami elaborado
con un cultive iniciador de P. cerevisiae concluyendo que el factor mds importante para la
inactivacién del pardsito es la concentracién de CINa; lamentablemente, estos autores no

estudiaron el efecto de la bacteria ldctica en el proceso de inactivacion.
I1. 4. 2. 5. - Nitrosaminas

Los nitratos y nitritos se adicionan a los productos cdrnicos para inhibir el desarrollo de
Cl. botuliniun y para estabilizar el color de las carnes curadas. Sin embargo, el nitrito residual
reacciona con las aminas secundarias formando nitrosaminas, sustancias altamente

carcinogénicas (Sen y col., 1974).

Varias bacterias ldcticas empleadas como cultivos iniciadores, entre ellas L. plantarum ,
reducen los nitratos a nitritos, tanto en medios de cultivo liquidos como en la carne (Smith y
Palumbo, 1978). La capacidad de estos microorganismos de reducir los nitratos a nitrites
podria favorecer la formacion de nitrosaminas. Tal formacién deberia ocurrir sobretodo en
embutidos formulados con niveles altos de nitratos. Sin embargo, un estudio relativamente
reciente con un gran numero de productos carnicos fermentados curados ha puesto de
manifiesto que no habia niveles detectables de nitrosaminas volatiles (Anénime,1980). Otros
estudios realizados con productos cdrnicos formulados con nitratos o nitritos y con bacterias
lacticas de origen natural o de cultivos iniciadores, han demostrado bajos niveles de

nitrosaminas en dichos alimentos (Palumbo y col., 1974; Dethmers y col., 1975).

El nivel que alcanza la N-nitrosopirrolidina en el bacon estd directamente relacionado
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con la concentracion de nitritos (Gray y Randall, 1979). Sin embargo, la concentracion
residual de nitritos en dicho producte disminuye cuando se emplean cultivos inicadores ldcticos
(Bacus, 1979) (Tabla I1.4). Durante la elaboracién del bacon, las bacterias l4cticas crecen y
utilizan los carbohidratos existentes, reduciendo el pH de la carne; de otra parte, el bacon
acidulado por la presencia de L. plantarum y un 0,5 % de sacarosa o glucosa impidiria el
desarrollo de C/. borulinum en el caso de que se produjera un abuso en la temperatura de
almacenamiento incluso cuando el contenido de nitrito del bacon es escaso o inexistente
(Tanaka y col., 1980). En Estados Unidos el USDA (Depto. de Agricultura) autoriza el empleo
de cultivos iniciadores de bacterias lacticas en el bacon para inhibir o disminuir 1a formacién de
nitrosaminas. Tras un afio de produccion comercial de bacon, Brown (1980) ha senalado que

dicha medida ez muy eficaz.

II. 4. 2. 6. - Aminas bidgenas

La produccién de aminas biégenas en los alimentos se debe a la actividad metabdlica de
los microorganismos y especificamente a la accién de las descarboxilasas microbianas que
transforman los aminodcidos en aminas potencialmente téxicas (Smith y Palumbo, 1983). Las
aminas bidgenas o vasoactivas pueden originar graves crisis hipertensivas en pacientes tratados
con inhibidores de la monoamino-oxidasa (MAQ). Los sintomas incluyen hipertension,
cefalea, fiebre, sudoracidn, vémitos y, en algunos casos, incluso muerte (Blackwell y col.,

1967).

Rice y Koehler (1976) demostraron que la actividad tirosina descarboxilasa e histidina
descarboxilasa de P. cerevisiae y L. plantarum, integrantes corrientes de muchos cultivos
iniciadores, era muy baja. La actividad descarboxilasa es mucho mayor cuando los embutidos
crudos curados se somenten a fermentacién natural que cuando se debe a los cultivos

iniciadores ldcticos (Taylor, 1978; Eitenmiller y col., 1978). El empleo en los productos
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carnicos fermentados de P. cerevisae y de ciertas especies del género Lactobaciflus disminuye
o inhibe el desarrollo de otros microorganismos presentes naturalmente en la mezcla cdrnica
dotados de actividad proteolitica 0 aminodcido descarboxilasa. La inhibicién de esta microflora
indeseable impide la formacidn de niveles peligrosos de aminas biégenas (Eitenmiller y col.,

1978).

IL 5. - SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS PRODUCIDAS POR _LAS
BACTERIAS LACTICAS

II. 5. 1. - Acidos orgdnicos

La supervivencia y el desarrollo de los microorganismos en los alimentos estin
gobernados por muchos pardmetros, uno de los cuales es el pH. Una manera eficaz de limitar
el desarrollo de muchos microorganismos es aumentando la acidez del alimento, con lo que se
crea un ambiente desfavorable para su crecimiento. Ello puede conseguirse mediante la adicion
de un acidulante o facilitando el desarrollo de fermentaciones microbianas naturales o
controladas. El efecto de los dcidos organicos en los microorganismos depende de la especie
microbiana y del tipo y concentracién de dcido, del tiempo de exposicidén, de la capacidad
neutralizante o tampdn del alimento v de las condiciones preexistentes, que hacen a las

bacterias mds o0 menos sensibles o resistentes a la acidez.

Las bacterias ldcticas no sélo toleran los dcidos débiles lipofilicos, sino que, de hecho,
las producen durante su metabolismo (seccién I1.2.5.). El dcido lactico es el que producen en
mayor cantidad las bacterias lacticas; su efecto inhibidor del desarrrollo de otros
microorganismos se ha estudiado en fermentaciones controladas en las que se acelera la
produccién de tal dcido, con lo que se retrasa o inhibe el crecimiento de los microorganismos
patégenos y alterantes como, Staph. aureus (Genigeorgis y col., 1971; Barber y Deibel, 1972;

Daly y col., 1973; Metaxopoulos y col., 1981), Salmonella sp. (Goepfert y Chung, 1970;
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Park y Marth, 1972; Masters, y Col., 1981), C!. botulinum (Christiansen y col., 1975;
Tanaka y col., 1980), Br. thermosphacta (Grau, 1980) y Y. enterocolitica (Ahmed y col.,
1986).

Otros 4cidos orgdnicos producidos por las bacterias ldcticas y que también son
antagonistas del desarrollo de diversos microorganismois alterantes o patdgenos son el acido
citrico (Subramanian y Marth, 1968), el acético (Daly y col., 1972) y algunos dcidos grasos

voldtiles (Goepfert y Hicks, 1969).

II. 4. 2. - Peréxido de hidrégeno.

En la Figura 2.1 se muestran las reacciones metabdlicas que conducen a la producion
de perdéxido de hidrégeno por las bacterias ldcticas. La acumulacién de peréxido de hidrogeno
en los medios de cultivo se debe a que las bacterias ldcticas, en general, no poseen catalasa
(Kandler y Weiss, 1986). La actividad antimicrobiana del perdxido de hidrogeno estd bien
documentada. El efecto antagénico de este compuesto se observa en muchos
microorganismos, entre los que se encuentran Staph. aureus (Dahiya y Speck, 1968) vy

Pseudomonas sp. (Price y Lee, 1970).

El perdéxido de hidrégeno puede reaccionar con otros componentes para formar
sustancias inhibidoras. En la leche cruda el peréxido de hidrégeno generado por las bacterias
ldcticas reacciona con el tiocianato endégeno en un reaccion catalizada por la lactoperoxidasa,
lo que genera productos intermediarios de la oxidacién que inhiben el desarrollo de muchos
microorganismos. Este mecanismo de inhibicidn se conoce como "sistema antibacteriano

lactoperoxidasa" (Reiter y Harnulv, 1984; Banks y col., 1986).
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3.
Piruvato + O, +PO w- acetil fostato + CO,+H ,O,

piruvato oxidasa

Lactato + O , p piruvato + H,0,

L- lactato oxidasa

Lactato + O2 p Ppiruvato + H,0,

T

D- lactato deshidrogenasa
NAD-independiente

-+
NADH +H + O, » NAD+HO,

NADH oxidasa

Figura 2. 1. - Produccién de peréxido de hidrégeno por las bacterias lacticas.

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

El diacetilo (2,3 - butanodiona) que procede del piruvato es otro de los productos
finales del metabolismo de las bacterias lacticas (Kandler, 1983). Muchas especies de bacterias
lacticas poseen la capacidad de sintetizar este compuesto. El diacetilo es bien conocido por el
aroma que imparte a los productos licteos sobretodo a la mantequilla y porque es un

antagonista del desarrrollo microbiano.

Jay (1982) demostré que el diacetilo inhibia a las levaduras y a las bacterias
Gram-negativas a una concentracién de 200 ug/ml, y a las bacterias Gram-positivas a una
concentracién de 300 pug/ml. Las bacterias licticas no se inhiben a concentraciones menores de

350 pg/ml.

El diacetilo es bacteriostdtico frente a las bacterias Gram-positivas y bactericida frente a
las Gram-negativas, sin embargo la pequeiia cantidad de este compuesto, producido por las
bacterias ldcticas, y su potencial mutagénico (Jay, 1982; Piard y Desmazeaud,1991), dificultan
su utilizacién en la industria alimentaria. La accién antagonista del acetaldehido originado
fundamentalmente por Lactobacillus bulgaricus estd poco estudiada (Kulshrestha y Marth,
1975). La produccién de algunos isomeros D de los aminodcidos por las bacterias lacticas es

discutible dado que carecen de actividad racemasa (Piard y Desmazeaud, 1991).

II. 5. 4. - Compuestos antimicrobianos no proteicos

Algunos estudios han destacado la importancia para el control de los microorganismos
alterantes de los alimentos de ciertas moléculas pequefas, no proteicas, producidas por las
bacterias lacticas. Ast por ejemplo, Pulusani y col. (1979), sefialan que Str. thermophilus

produce un compuesto, de unos 700 daltons, que es un antagonista de las bacterias
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Gram-positivas y Gram-negativas, mientras que Abdel-Bar y col. (1987), han descrito un

compuesto similar en Lactobacillus bulgaricus.

De las sustancias hasta ahora descritas destaca la reuterina, producida per Lactobacillus
reuteri que ha sido aislado del tracto gastrointestinal de personas y animales. Su actividad
antimicrobiana es extraordinariamente amplia afectando a bacterias Gram-positivas,
Gram-negativas, levaduras, mohos y protozoos . La reuterina se forma durante la utilizacién
anaerobia del glicerol por Lactobacillus reuteri e inhibe la actividad del enzima ribonucleotido
reductasa (Talarico y col., 1988) que estd involucrado en la sintesis del DNA, lo que determina
su amplio espectro antimicrobiano. Sin embargo todavia no se ha estudiado su potencial
téxico, pero dada su naturaleza existen dudas razonabies acerca de su posible utilidad en la

industria alimentaria (Talarico y Dobrogosz, 1989).

II. 5. 4. - Compuestos antimicrobianos proteicos

De las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas, las bacteriocinas
son las mds interesantes tecnoldgicamente, ya que debido a su naturaleza proteica (Tagg y col.,
1976), las inactivan los enzimas proteoliticos del tracto gastrointestinal y no son téxicas ni
inmundgenas en animales de experimentacidn ( Bhunia y col., 1990), lo que las convierte en
candidatos adecuados como conservadores de los alimentos. Debido a la preocupacion
constante que en la sociedad actual plantean los conservadores quimicos, las bacterias
productoras de bacteriocinas o las propias bacteriocinas producidas podrian desempeiar un
papel importante en el procesado y conservacién de los alimentos. Tampoco conviene olvidar
el buen efecto nutricional derivado de la ingestiéon de bacterias lacticas viables; se ha
hipotetizado y, algunas veces, demostrado que las bacterias ldcticas incrementan la calidad
nutritiva de los alimentos, controlan las infecciones intestinales, facilitan la digestion de la

lactosa, son antimutagénicas, inhiben el desarrrollo de algunos tipos de cdncer y reducen el
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colesterol sanguineo (Gilliland, 1990; Hosoda y col., 1992).

IL. 6. - BACTERIOCINAS

Las bacteriocinas se definen como sustancias proteicas antimicrobianas producidas por
un gran nimero de especies bacterianas (Tagg y col. 1976). Estas sustancias constituyen un
grupo heterogéneo de proteinas que varian mucho en su espectro antimicrobiano, propiedades
bioquimicas, mecanismo de accién y caracteristicas genéticas (Piard y Desmazeaud, 1992;
Tagg y col. 1976). La actividad antimicrobiana y su estructura proteica, probablemente sean
las dnicas caracterfsticas comunes a todas ellas (Stiles y Hastings, 1991). El término
"bacteriocinogenicidad” se emplea para describir la capacidad de las bacterias de sintetizar y

eliminar al exterior proteinas antagonistas del desarrollo de otros microorganismos (Daeschel y

col., 1990).

Estas sustancias se detectaron por primera vez en E. coli (Hardy, 1975) y mds tarde en
algunas bacterias Gram-positivas (Tagg y col., 1976). La produccién de bacteriocinas de un
espectro antibacteriano relativamente amplio, es propia de las bacterias lacticas de origen
alimentario incluidas las de la carne y los derivados cdrnicos (Lewus y col., 1991). Ciertas
investigaciones indican que la produccién de bacteriocinas constituye un fenotipo bastante

extendido en las bacterias l4cticas (Nielsen y Zeuthen, 1985; Piard y Desmazeaud, 1992).

IL. 6. 1. - Biosintesis y produccién éptima de bacteriocinas

La biosintesis de bacteriocinas ocurre o en la fase logaritimica del desarroilo bacteriano
o al final de 1a misma y, en la mayoria de llos casos guarda relacién con la biomasa producida
(Piard y Desmazeaud, 1992), si bien la produccién maxima en los medios de cultivo puede

ocurrir en diferentes fases del ciclo de crecimiento (Tagg y Col., 1976).
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Algunos investigadores han sefialado que ciertos componentes especificos del medio de
cultivo interfieren sensiblemente en la produccién de alguna bacteriocina individual. Asi,
varios trabajos indican la necesidad de algunos nutrientes, como extracto de levadura,
aminodcidos, manganeso y manitol para aumentar, disminuir o suprimir la produccién de
diversas bacteriocinas (Rogers, 1972; Clarke y col., 1975; Hale y Hinsdill, 1973 y Tagg y
col., 1975).

Las variaciones de las condiciones de cultivo, como por ejemplo temperatura y tiempo,
gjercen un profundo efecto en la produccién de bacteriocinas activas. Generalmente, se
producen mas bacteriocina cuando la cepa productora se cultiva a su temperatura Optima de
crecimiento (Tagg y Col., 1976). El desarrollo de la cepa productora a temperaturas elevadas
puede suprimir completamente la produccién de bacteriocina (Dajoni, 1974. Tagg y col.,
1975) y, algunas veces eliminar irreversiblemente esta propiedad (Dajoni, 1974; Jetten y
Vogels, 1973). Schlegel y Slade, (1973) demostraron que la producidn de estreptocina era
madxima en la fase logaritimica desciendendo algo cuando el cultivo entraba en la fase
estacionaria. Por otro lado, Tagg y Col., (1976) observé que la produccién de estreptococcina
A se iniciaba al final de la fase logaritimica del desarrollo de la cepa productora y que dicha
actividad disminnia lentamente tras un periodo de incubacidén prolongado. Similarmente, la
produccion de estafilococcina C55 comieza en la fase exponencial de desarrollo alcanzando la
produccion méxima entre las 24 y 48 h de crecimiento para, déspués, declinar gradualmente
(Dajoni y Wannamaker, 1969). Otras investigaciones también han descrito pérdidas
sustanciales en la actividad de las bacteriocinas de cultivos incubados durante mucho tiempo.
Este efecto puede deberse a la existencia de inactivadores especificos de las bacteriocinas,
digestién enzimdtica o a la reabsorcidn de la bacteriocina por la cepa productora (Tagg y Col.,

1976).
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II. 6. 2. - Tolerancia de las bacteriocinas al calor, acidez v enzimas

De acuerdo con su definicidn, las bacteriocinas se inactivan, al menos por un enzima
proteolitico, entre los que conviene citar los de origen pancredtico (tripsina y
alfa-quimiotripsina) y gdstrico (pepsina). Algunas bacteriocinas son sensibles a otros enzimas
como lipasas, amilasas y fosfolipasas, lo que indica la heterogeneidad de las bacteriocinas y la
influencia de los compuestos no proteicos en su estructura y actividad (Jimenez y col., 1990,

Lewus y col., 1992; Upreti y Hindill, 1973).

Generalmente las bacteriocinas producidas por las bacterias ldcticas son
termorresistentes, lo que les permite mantener su actividad antimicrobiana a temperaturas
similares a las de pasterizacidn y esterilizacién de 1a leche (Piard y col., 1992). Esto sugiere
que su actividad recae en estructuras pequefias y poco complejas, probablemente sin estructura
terciaria. Sin embargo, la helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1990), y las bacteriocinas de
L. casei (Rammelsberg y Radler, 1990) y Lb. delbrueki subsp. lactis (Toba y col., 1991)

son muy sensibles al calentamiento, lo indica que poseen una estructura protefca mas compleja.

Las bacteriocinas son generalmente estables a pH dcido o neutro, aunque existen
excepciones interesantes. Asi por ejemplo, la solubilidad y estabilidad de la nisina decrece
desde un pH 6ptimo de 2 a un pH de 6, lo que constituye un incoveniente tecnologico
importante para su utilizacién como aditivo en los alimentos no éicidos, como came y pescados

enlatados y derivados lacteos.

I1. 6. 3. - Propiedades de las bacteriocinas

Con el objeto de poseer una buena informacién sobre la composicion y estructura de las

bacteriocinas, conviene determinar y conocer el mayor niimero posible de sus propiedades
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fisico-quimicas. Por desgracia las técnicas de determinacidn de estas propiedades todavia no
estdn estandarizadas, lo que imposibilita la comparacién pura y simple de las diversas
bacteriocinas aisladas. Por ello, para que su identificacién sea eficaz, la caracterizacién
bioquimica de las bacteriocinas debe incluir su purificacién a homogeneidad, y su composicion
y secuencia aminoacidica. No obstante, existen diferencias que son facilmente detectables entre

las bactertocinas producidas por una misma especie bacteriana y a veces, por la misma cepa.

I1. 6. 3. 1. - Caracteristicas bioguimicas y fisicas

La sensibilidad a enzimas especificos (proteinasas, lipasas, etc.) se utiliza
frecuentemente en la identificacién de los componentes quimicos de las bacteriocinas. Asi, por
ejemplo, del estudio de la sensibilidad de la estreptocina STH a diversos enzimas, se dedujo
que poseia una molécula compleja que contenia en su estructura ademds de proteina, grupos
lipidicos y fosfatos (Schlegel y Slade, 1972). Estos resultados sugieren que algunas
bacteriocinas son proteinas simples, o moléculas mds complejas que llevan en su estructura

proteica componentes lipidicos y glucidicos.

Aunque se conocen poco las caracteristicas de las bacteriocinas aisladas, Klaenhammer,
(1988) sugiere que se clasifiquen en tres grupos: (a) proteinas de bajo peso molecular,
resistente al calor e hidrofébicas, (b) proteinas de alto peso molecular y sensible al calor y {(c)
lantibiéticos muy modificados, como la nisina. Sin embargo, los ultimos resultados
disponibles, sugieren su clasificacién en solo dos grupos: 1) bacteriocinas con aminodcidos no

modificados y 2) bacteriocinas con aminodcidos modificados.

En la Tabla II.5 se muestran las caracteristicas mds significativas de algunas

bacteriocinas de las bacterias lacticas.
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Tabla II.5.- Principales caracteristicas de algunas bacteriocinas de las bacterias

lacticas.
Inactivacion  Termorresistencia?
Bacteriocina enzimatica Tolerancia a la acidez Referencia

Pediocina PA-1 a-quimiotripsina,

pepsina, papaina

Pediocina AcH Tripsina

Pediocina A Pronasa

Brevicina 37 Tripsina, pronasa

Lactocina § Tripsina, proteasa

X1V

Sakacina A Tripsina, pepsina

Plantaricina § a-quimiotripsina
ficina, pronasa,
proteasa K, tripsina
termolisina, dextrasa,
a-amilasa, fosfolipasa
Nisina a-quimiotripsina,
nisinasa

Helveticina J Tripsina, pronasa

ficina, proteasa K,
subtilisina, pepsina,
tripsina
Lactacina F Tripsina, ficina
proteasa K

Plantaricina A Tripsina, pepsina

+ (10 min, 100 °C)
- (15 min, 121 °C)

+(1h, 100°C,pHT)
Inestable a pH 11

+(11h, 100 °C)

+(1h,121 °C,pH 2 a 4)
Estable 24 hpH 1 a 11

50%inactivadadespués
de 1 ha 100 °C

+ (20 min, 100 °C)
+(1 h, 100 °C)

+(115°C, pH 2)
- (pH neutro)

- (30 min, 100 °C)

+(15 min, 121 °C)

+ (30 min, 100 °C)

Pucci y col. (1988)

Ray vy col. (1989a)

Daeschel yKlaenhammer(1985)

Rammelsberg y Radler (1990)

Mortvedt y Nes (1990)

Schillinger v Liicke (1989)

Jiménez-Diaz y col. (1990}

Hurst (1981)

Joerger y Klaenhammer (1986)

Muriana y Klaenhammer (1987)

Daeschel y col. {1990}

4 +: Estable, -: Inestable
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II. 6. 3. 2. - Antigenicidad

Dada su estructura proteica es muy posible que algunas bacteriocinas funcionen como
antigenos (Tagg y Col., 1976). Se ha visto que las bacteriocinas producidas por algunas
bacterias Gram-positivas, como Staphivococcus aureus (Gagliano y Hinsdill, 1970) y
Clostridium perfringens tipo A (Tubylewicz, 1970), y Gram-negativas como Escherichia coli

(Tzannetis y col., 1972) son antigénicas en los amimales de experimentacidn.

1L 6. 3. 3. - Estabilidad de las bacteriocinas

[.a estabilidad de las bacteriocinas disminuye a medida que aumenta su purificacién
(Ellison y Kautter, 1970; Mahony, 1974; Tagg y col., 1975). La adicién de sero-albumina
bovina protege de la pérdida excesiva de actividad experimentada por algunas bacteriocinas
durante su purificacién. La mayoria de las bacteriocinas son mucho mads tolerantes a los pHs
muy 4dcidos que a los alcalinos (Barrow, 1963; Ellison y Kauter, 1970). Los criterios de
termoestabilidad de las bacteriocinas son dificiles de definir, pues dependen de su purificacién

y de factores tales como pH, fuerza fonica y presencia de moléculas protectoras.

II. 6. 4. - Espectro antimicrobiano de las bacteriocinas

El espectro antimicrobiano de las bacteriocinas parece estar asociado a presencia de
receptores apropiados en los micoorganismos receptores (Tagg y col., 1976). Sin embargo, la
mayoria de las bacteriocinas producidas por las bacterias Gram-negativas actiian
fundamentalmente sobre especies microbianas relacionadas taxonémicamente con ellas,
mientras que las bacteriocinas de las Gram-positivas son antagonistas de una mayor
diversidad de especies Gram-positivas (Tagg y Col., 1976). Ademds, las bacterias

Gram-positivas como Lactobacillus acidofphilus (Vicent y col., 1959), Bacillus cereus
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(Johsony col., 1949), Streptococcus sp. (Dajoni y col., 1976), Staphylococcus sp. (Hsun
y Wiseman, 1967) yCorynebacterium sp. (Meitert, 1969), producen bacteriocinas que inhiben
el desarrollo de bacterias Gram-negativas. Asimismo, aunque las bacterias Gram-negativas
son resistentes a la nisina, se sensibilizan a la misma al permeabilizarse de su membrana
externa bajo la accidn de compuestos guelantes, shock osmético o por la formacion de
vesiculas en las membranas citopldsmicas. Klaenhammer, (1988) ha clasificado las
bacteriocinas producidas por las bacterias licticas en dos clases, segun su espectro
antimicrobiano: a) bacteriocinas activas frente a bacterias taxonémicamente relacionadas y b)

bacteriocinas con un amplio rango de actividad frente a bacterias Gram-positivas.

IL. 6. 5. - Mecanismo de accién de las bacteriocinas

Tagg y col, (1976) seiialan que la accién de las bacteriocinas sobre las células sensibles
ocurre en dos etapas. En la primera fase, la bacteriocina se adsorbe en receptores especificos v
no especificos de la célula hospedadora. En este estadio, las bacteriocinas son sensibles a las
proteasas. En una segunda fase, ésta ya irreversible, la bacteriocina origina alteraciones
celulares en las células sensibles de acuerdo con cada tipo de bacteriocina. No obstante, no estd
suficientemente claro que este modo de accion, descrito de una manera general para las
bacterias Gram-positivas, sea aplicable a las bacteriocinas producidas por las bacterias lacticas

(Piard y Desmazeud, 1992).

Algunos investigadores han demostrado que las bacteriocinas producidas por las
bacterias ldcticas, no son adsorbidas especificamente por las bacterias Gram-positivas
sensibles o resistentes a la bacteriocina estudiada (Upreti y Hinsdill, 1975; Davey y
Richardson, 1981; Zajdel y col., 1985; Bhunia y col., 1991). Asimismo, Piard y Desmazeud
(1992) sugieren que la actividad de las bacteriocinas no depende de su adsorcidn especifica en

la superficie de las células sensibles y que la adsorcion inespecifica deriva de su naturaleza
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hidrofébica, mientras que la inmunidad de las cepas resistentes a la bacteriocina se debe, mds a

la produccién de un enzima implicado en la inmunidad que a Ia alteracién de los receptores.

Con excepciodn de la lactocina 27, que es bacteriostitica (Upreti y Hinsdill, 1975), la
actividad de las bacteriocinas producidas por las bacterias licticas posee un efecto bactericida
(Andersson y col., 1988; Pucci y col., 1988; Piard y col., 1990). La accidn litica es rédpida,
disminuyendo las células viables de un cultivo tras algunos minutos de tratamiento con la
bacteriocina (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Zajdel vy col., 1985; Piard y col., 1990); su

efecto letal es mayor en la fase logaritimica que en la estacionaria.

De las dos bacteriocinas mejor conocidas, la nisina se sabe que actia como
despolarizante de las membranas bacterianas energizadas produciendo poros en la membrana
lipidica (Sahl y col., 1987). La lactocina A, actia como la nisina, al aumentar la permeabilidad
de la membran citoplasmadtica y disipar el potencial de membrana de las células sensibles (Van
Belken y col., 1991). Con el microscopio electrénico no se observa lisis celular de las células
sensibles, lo que indica que la permeabilizacién de la membrana ocurre por la formacién de

poros.
II. 6. 6. - Purificacidn de las bacteriocinas

En la Tabla I1.6 se muestran la purificacidén, la complosicién aminoacidica y otras
propiedades de varias bacteriocinas. La mayoria de los investigadores primero someten a
pré-purificacién los sobrenadantes tras su precipitacion con sales o solventes. La Lacticina 481
y Lactocina B aumentaron 450 veces su actividad bioldégica tras el tratamiento de sus
sobrenadantes libres de células con altas concentraciones de sulfato amodnico (Piard y col..
1991; Muniana y Klaenhammer 1986; Piard y Desmazeaud, 1992). Estos investigadores creen

que la sales actuarfan tanto disociando la bacteriocina nativa en mondmeros més activos, como
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cambiando su conformacién. Las bacteriocinas, en forma nativa, producidas por diversos
lactobacilos, tiende a formar agregados proteicos de un peso molecular de 100.000 a 300.000
Daltons. Estos agregados se disocian por ultrafiltracién (Muriana y Klaenhammer, 1991) o por
tratamientos con SDS (Upreti y Hinsdill, 1973; Joerger y Klaenhammer, 1986; Muriana y
Klaenhammer, 1991), con urea (Barefoot y Klaenhammer, 1984) o con diversos detergentes

(Muriana y Klaenhammmer, 1991).

La purificacion del precipitado activo de los sobrenadantes por cromatografia de
intercambio idnico, ha permitido una buena recuperacidn de la nisina (Bailey y Hurst, 19713,
diplococina (Davey y Richardson, 1981) y lactocina A (Holo y col. 1991). Sin embargo, este
método no sirve para la purificacion de la lactocina B (Barefoot y Klaenhammer, 1984) ni de la
lactocina 481 (Piard y col. 1992). La purificacién de la caseicina-80 por cromatografia de
intercambio ionico, no dié resutados sactisfatorios, ya que afectaba sensiblemente a la

recuperacion de la actividad biolégica de dicha bacteriocina ( Rammelsberg y col., 1990).

L.a cromatografia de interaccién hidrofébica se ha utilizado con éxito en la purificacion
de la nisina, lactocina A y lactocina S. No obstante, esta técnica no sirve para la purificacion de
las bacteriocinas de gran hidrofobicidad, como la lacticina 481 y la plantaricina S, que en
ausencia de sal reaccionan espontdneamente con la matriz del gel (Piard y col., 1992;
Jimenez-Diaz y Piard, comunicacién personal). Otros investigadores han utilizado en la
purificacién de bacteriocinas la cromatografia de fase reversa, que es una técnica mas adaptada
a las moléculas hidrofébicas. Este método dié un buen resultado en la purificacion final de la

nisina, lactacina F, lacticina 481 y lactosina S (Tabla I1.6).

Aunque es dificil generalizar y establecer un método tnico de purificacion de las
bacteriocinas de las bacterias ldcticas, los mejores resultados se obtiene con el basado en: 1)

concentracién de los sobrenadantes libres de células con sulfato amoénico, 2) cromatografia de
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Tabla II. 6.- Purificacién y estructura quimico-fisica de algunas bacteriocinas de las bacterias lacticas

Bacteriocina Purificacion @ Composicion quimica Consideraciones Referencias
Nisina Precipitacién con solv. orgdnicos, Péptido de 34 aminodcidos conteniendo 5 tipos (A, B, C, D, E), Baley y Hurst (1971)
CIA + CGpH, CIH + HPLC -FR  aas. of-insaturados, Lantionina (Lan) difieren ligeramente en su  Gross y Morel (1971)
y B-metil lantionina composicién aminoacidica  Mulders y col. (1991)

Diplococina  Precipitacién con (NH4)2SO4 + 51 aas.(5.300 Da), sin Lan. o aas. a,- Recuperacion del 45% de la  Davey y Richardson
CIC insaturados. Alto contenido en glicina actividad (1981)

Pediocina AcH Precipitacién con (NHy)2SO4+GF Péptido de 2.700 Da
Bhunia y col. (1988)

+ CIC
Pediocina PA-1 Precipitacion con (NHy),S04+CIC Péptido 43-44 aas.(4.600 Da). Actividad especifica aumenta Nieto y col. (1992)
+ CIH + C;g-FPLC-FR 80.000 wras su purificacién

Lactocina S Precipitacion con (NHy),SO4+CIA Péptido de 33 aas: MELLPTAAVL aas. X no identificados Mgrtvedt y col. (1991)
+ CIH + GF + CIH-FPLC + Cj3- YXDVAGXFKYXAKHH + 8 aas.

HPLC-FR

HelveticinaJ  Precipitacién con (NH4),SO4+GF Proteina de 37.000 Da Agregados de 300.000 Da, Joerger y Klaenhammer
+SDS-PAGE solubilizacién con SDS (1989)

Lactococina A Precipitacién con (NHy);SO4+CIC 54 aas. (5.778 Da), alto contenido Aas. C- y N- terminal Holo vy col., (1991)
+ CIH en glicina y alanina hidrofébicos

a Abreviaturas: (NH4)>SO4= Sulfato Aménico,CTA= Cromatografia de Intercambio Aniénico, CIC= Cromatografia de Intercambio Catiénico,
CIH= Cromatografia de Interacién hidrofébica, GF= Filtracién en Gel, HPLC-FR= Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

LT woed

en Fase Reversa, FPLC= Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas, CG=Cromatografia en fase gaseosa, aas = Aminodcidos
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intercambio i6nico, 3) cromatografia de interaccién hidrofébica y 4} cromatografia en fase

reversa.

II. 6. 7.- Composicidén aminoacidica v secuencias de las bacteriocinas de las bacterias

licticas

Los andlisis de la composicion y secuencias aminoacidicas de las bacteriocinas de las
bacterias lacticas indican que existen 3 grupos de moléculas: a) lantibidticos, que son
polipéptidos de bajo peso molecular con aminodcidos poco usuales como deshidroalanina
(Dha}, deshidrobutirina (Dhb), lantionina (Dha + cisteina) y B-metil-lantionina (Dhb + cisteina)
y en este grupo se encuentran la nisina, lacticina 481 y sakacina M; grupo b) constituido por
péptidos de bajo peso molecular sin aminodcidos modificados, incluyendo lactocina A,
lactocina F y diplococcina; y grupo ¢) formado por proteinas de peso molecular mds alto

(10.000 - 100.000 Da) como la caseicina 80 (Piard y Desmazeaud, 1992).

La nisina que fue el primer lantibi6tico estudiado presenta 5 tipos diferentes ( A, B, C,
D y E}), que pueden ser producidos por la misma cepa de Lact. lactis (Tabla 11.6). Las
diferencias entre ellas proceden de su composicién de aminodcidos, asi como de los niveles
especificos de actividad bioldgica. Sin embargo, no estd claro que las nisinas B, C, D y E sean
variantes procedentes de la nisina A, o sean bacteriocinas distintas (Chan y col., 1989).

Recientemente se ha caracterizado otra variante natural de la nisina denominada nisina 7

(Mulders y col., 1991).
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II. 6. 8. - Bacteriocinas producidas por las bacterias ldcticas

II. 6. 8. 1. - Bacteriocinas producidas por especies del género Lactococcus

En la Tabla IL7 se muestran las bacteriocinas mds relevantes producidas por
lactococos. Los estreptococos del grupo N de Lancefield, actualmente en el género
Lactococcus, se conocen bien en la industria ldctea por su utilidad como cultivos iniciadores.
El primer compuesto antimicrobiano descrito producido por las bacterias ldcticas fué la nisina
que preducen las cepas de Lactococcus lactis, cuyo espectro antimicrobiano frente a bacterias
Gram-positivas es muy amplio. La nisina se obtiene comercialmente y algunos paises permiten

su utilizacidn en los alimentos (Delves-Broughton, 1990).

La nisina es un lantibiético, es decir, un polipéptido antimicrobiano con aminodcidos
poco usuales. Las proteinas que contienen aminodcidos no codifiéados en su DNA proceden
de rutas metabolicas complejas, activadas por complejos multienzimdticos, o de una
modificacién post-translacional del péptido precursor (Harris y col., 1992), lo que parece
ocurrir en el caso de la nisina. El determinante genético del gen estructural de la nisina se ha
clonado y caracterizado en tres cepas diferentes de Lact. lactis, ATCC11454 (Buchanan y col.,
1989), 6F3 (Kalleta y Eutian, 1989) y NCFB894 (Dodd y col., 1990). En la cepa NCFBg94,
cerca del gen estructural de la nisina se detecta un elemento de insercidn (IS904), todo ello
incluido en el elemento genético trasponible Tn5301 (Horn y col., 1991). Aunque la nisina
posee un espectro antimicrobiano muy amplio frente a bacterias Gram-positivas, interacciona
fuertemente con los fosfolipidos 1o que limita su utilizacién en alimentos que contienen
emulsionantes. Ademds, la nisina es menos soluble a pH neutro o ligeramente alcalino lo que
limita su utilizacién en muchos sustratos alimenticios (Stiles y Hastings, 1991). Finalmente, el

microorganismo productor no se desarrolla bien en sustratos no lacteos.
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También conviene destacar que, ademds de la nisina y lacticina 481, que son
lantibidticos, los lactococos producen otras bacteriocinas sin aminodcidos modificados como la
diplococina (Davey, 1984) y lactococina A (Holo y col., 1991; Van Belkum y col., 1991),
producidas en diversas cepas de Lact. cremoris y Lact. diacetylactis (Stoddard y col., 1992).
Es interesante sefialar que en las cepas de Lact. cremoris y Lact. diacetylactis analizadas, el
gen estructural de la lactococina A posee la misma secuencia, aunque se localiza en pldsmidos

de tamarfio molecular diferente.
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TABLA II. 7.- BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS DEL GENERQO LACTOCOCCUS

TAMANO
LOCALIZACION MOLECULAR CARACTERISTICAS
BACTERIOCINA PRODUCTOR GENETICA (daltons) BIOQUIMICA REFERENCIA
Nisina Lact. lactis Cromosoma/ 3.334 Lantibiético, Hurst, 1981
plasmido 34 aminodcidos
Lactostrepcinas  Lact. lactis ND ND 8 grupos activos Kozak y col., 1978
Lacticina 481 Lact. lactis ND 1.700 Lantibiético, Piard y col., 1992
21 aminodcidos
Diplococina Lact. cremoris Plasmido 54 MDa 5.300 51 aminojcidos Darvey, 1984
Lactococina A Lact. cremoris Plismido 55 Kb  5.778 54 aminodcidos Holo y col., 1991
LMG2130
Lactococina A Lact. cremoris Pldsmido 60 Kb 5.778 54 aminodcidos Van Belkun, 1991
9B4
Lactococina A Lact. diacetylactis Plasmido 131 Kb 5.778 54 aminodcidos Stoddard, 1992

Fuente: Herndndez y col., 1993
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il. 6. 8. 2. - Bacteriocina producidas por especies del génera Lactobacillus

La Tabla I1.8 muestra las bacteriocinas mds significativas producidas por lactobacilos.
Algunas bacteriocinas proceden de lactobacilos de origen licteo pero otras aisladas de otros
sustratos alimenticios poseen un espectro antimicrobiano més amplio. Se sabe que la carne y
derivados cérnicos constituyen un sustrato excelente para el aisiamiento de lactobacilos
productores de bacteriocinas, seglin los resultados obtenidos por Schillinger y Liicke, (1989)
en Alemania, Rodriguez y col., (1989) y Sobrino y col., (1991) en Espafia y Lewus y col.,
(1991) en EE.UU. Otros lactobacilos aislados durante la fermentacién de aceitunas (Jimenez y
col., 1990), pepinillos (Daschel y col., 1990) y otros productos vegetales (Toba y col., 1991),

y del intestine de nifios lactantes (Toba y col., 1991) producen también bacteriocinas.

Las bacteriocinas originadas por lactobacilos de origen cdrnico y, concretamente por L.
sake, podrian utilizarse como factores de seguridad higiénica en las cames frescas refrigeradas
y en otros derivados cdrnicos. De las descritas, hasta ahora la sakacina A y lactocina S poseen
un espectro antimicrobiano reducido, mientras la sakacina M es activa frente a otras bacterias
lacticas y frente a bacterias Gram-positivas de los géneros Clostridium, Propionibacterium,
Listeria y Staphylococcus, pero no frente a Bacillus ni frente a bacterias Gram-negativas
incluidas S. typhimurium y Y. enterocofitica (Cintas y col., 1992; Sobrino y col., 1992).
Conviene destacar que la lactocina S y la sakacina M (Sobrino y col., 1992) son lantibiéticos
que parecen poseer la misma secuencia de aminodcidos. Esta observacion permite surgerir la
existencia en el género Lactobacillus de bacteriocinas, cuya presencia ya se ha demostrado en
Lactococcus. Asimismo, las bacteriocinas producidas por lactobacilos de origen vegetal
podrian utilizarse para asegurar una fermentacidn segura e higiénica en la obtencién de

alimentos vegetales.
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TABLA IL8.- BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS DEL GENERO LACTOBACILLUS

TAMANO

LOCALIZACION MOLECULAR CARACTERISTICAS
BACTERIOCINA PRODUCTOR GENETICA (daltons) BIOQUIMICA REFERENCIA
Bac L. fermenti ND ND Proteina-lipocarbohidrato  Klerk y Smit, 1967
Lactocina 27 L. helveticus 27 ND >2.000.000 Proteina-lipopolisacdarido  Upretti y Hinsdill, 1973
Helveticina J L. helveticus Cromosoma 37.000 334 aas Joerger y Klaenhammer, 1990
Lactacina B L. acidophilus Cromosoma 6.000-6.500 ND Barefoot y Klaenhammer, 1984
Lactacina F L. acidophilus Plasmido 110Kb  6.300 57 aas Muriana y Klaenhammer, 1991
Plantaricina A L. plantarum ND 8.000 ND Daeschel y col., 1990
Plantaricina S L. plantarum ND ND ND Piard y Desmazeaud, 1990
Sakacina A L. sake Lb706 Plismido 13 MDa ND ND Schillinger y Lucke, 1989
Lactocina S L. sake LA45 Plismido S0 Kb  3.771 Lantibidtico, 37 aas Mortved y col., 1991
Sakacina M L. sake 148 ND 4,467 ND Sobrino y col., 1992
Caseicina 80 L. casei ND 40.000-42.000 ND Rammelsberg y col., 1978
Brevicina 37 L. brevis ND ND ND Rammelsberg y col., 1990

Fuente: Herandez y col., 1993
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IL 6. 8. 3. - Bacteriocinas producidas por especies del género Leuconostoc

Se ha observado que hay especies del género Leuconostoc que también producen
bacteriocinas (Tabla IL.9). Diversas cepas de Leuc. gelidum producen bacteriocinas activas
frente a otras bacterias ldcticas y frente a List. monocytogenes (Ahn y Stiles, 1990a;
Charmaigne y Shaw, 1990); la leucocina A de Leuc. gelidum UAL187 es un péptido de 37
aminodcidos y un peso molecular de 3.930 daltons cuya sintesis estd mediada por un pldsmido

de 76 megadaltons (Hastings y Stiles, 1991; Stiles y Hastings, 1991).

Se ha comprobado recientemente, que una cepa de Leuc. mesenteroides produce una
bacteriocina, mesentericina 5, cuyo espectro antimnicrobiano es muy reducido pero es activa
frente a List. monocytogenes (Daba y col., 1991); otra cepa de la misma especie produce un
leuconocina S, con un espectro antimicrobiano mds amplio, al parecer es una glucoproteina

porque su actividad se inactiva por el enzima alfa-amilasa (Lewus y col., 1992).

II. 6. 8. 4. - Bacteriocinas producidas por especies del género Carnobgcterium

Los microorganismos del género Carnobacterium productores de bacteriocinas se
muestran en la Tabla I1.10. Schillinger y Holzapfel, (1990), fueron los primeros en describir la
produccién de bacteriocinas por este género. Posteriormente, se ha seflalado que Cara.
piscicola UAL26 produce un bacteriocina activa fente a bacterias Gram-positivas incluidas
especies de Bacilius y Clostridium (Ahn y Stiles, 1990a), mientras Carn. piscicola LV17
origina dos bacteriocinas, una mediada por un pldsmido de 40 MDa y la otra por otro de
49-MDa. Los dltimos resultados de la purificacion de estas carnobacteriocinas A y B, indican
que en medios de cultivo apropiados ambas presentan tres formas activas durante el desarrollo

del microorganismo productor (Stiles y Hastings, 1991).
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TABLA II. 9.- BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS DE LOS GENEROS LEUCONOSTOC Y
CARNOBACTERIUM
TAMANO
LOCALIZACION  MOLECULAR  CARACTERISTICAS
BACTERIOCINA  PRODUCTOR GENETICA (daltons) BIOQUIMICA REFERENCIA
Leucocina A Leuc. gelidum Plasmido 7,6 MDa 3.930 37 aminodcidos Hastings y Stiles, 1991
Mesenterocina 5 Leuc. mesenteroides ND 4,500 ND Daba y col., 1991
Leucocina S Leuc. paramesenteroides ND 2.000-10.000  Glucoproteina Lewus y col., 1992
Bac Carn. piscicola UAL26 Cromosoma ND ND Ahn y Stiles, 1990a
Cammobacteriocinas  Carn. piscicola LV17  Plasmido 40 MDa ND 3 formas activas Ahny Stiles, 1990b
AyB Pldsmido 49 MDa ND de cada una
Carnocina U149 Carnobacterium sp. ND 4.635 Lantibiotico Stoffels y col., 1992

35-37 aminodcidos

Fuente: Herndndez y col., 1993
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Sttoffels y col., (1992), han descrito otra bacteriocina, la camocina U149, producida
por una cepa no bien caracterizada de Carnobacterium sp. Esta bacteriocina es un lantibidtico

de 35 a 37 aminodcidos y un tamaiio molecular de 4.635 daltons.

I1. 6. 8. 5. - Bacteriocinas producidas por especies del género Pediococos

La Tabla H.11 muestra las caracteristicas mds relevantes de las bacteriocinas producidas
por los pediococos. La pediocina A de P. pentosaceus FBB61 la origina una cepa aislada de
pepinillos fermentados, cuya produccion e inmunidad a la bacteriocina estd codificada en un
pldsmido de 13,6 MDa. Esta bacteriocina es activa frente a otras bacterias ldcticas y frente a
microorganismos patdégenos como Cl. botulinum, List. monocytogenes y Staph. aureus

(Daeshel y Klaenhammer, 1985 Klaenhammer, 1988).

La pediocina "Bac” producida por P. pentosaceus FBB63, también de origen vegetal,
estd asociada a un pldsmido de 10,5 MDa, aunque se desconoce si su inmunidad se encuentre
asociada al mismo pldmido. Esta bacteriocina es antagonista de diversos microorganismos
patégenos que pueden presentarse en los alimentos, entre los que se incluyen Staph. aureus,

B. cereus y Str. faecalis (Fleming y col., 1975).

De embutidos crudos curados se ha aislado Pediococcus acidilactici H, cuya pediocina
AcH posee actividad antimicrobiana frente a diversas bacterias Gram-positivas entre las que se
incluyen C!. perfringens, List. monocytogenes y Staph. aureus, asi como bacterias
Gram-negativas como A. hydrophila y Ps. putida. La bacteriocina se encuentra codificada en
un pldsmido de 7,5 MDa y posee un tamafio molecular de 2.700 daltons (Bhunia y col., 1987;
Biswas y col., (1991)). La adsorcién de la pediocina AcH en la pared celular de las células
sensibles, pero no de las resistentes, origina rdpidamente la muerte celular (Bhunia y col,,

1991). Ademads, es activa en un rango de pH de 2,0 a 9,0, y permanece estable despues de
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tratada a 95 °C durante 15 minutos (Stiles y Hastings, 1991). La actividad antimicrobiana de la
pediocina AcH se pierde al tratarla con las proteasas X, IV y K, wipsina, quimiotripsina y
ficina. Sin embargo, los enzimas RNasa, lipasa y algunos solventes orgdnicos no influyen en

su actividad inhibidora.

Finalmente, conviene resaltar que los resultados de Mortlagh y col. (1992) han
demostrado que la pediocina AcH consiste en un prepétido de 62 aminodcidos, de los que 44
constituyen la bacteriocina activa. La secuencia de nucledtidos del gen estructural de la
pediocina AcH es igual que la de la pediocina PA-1, al igual que la secuenciacién parcial de los

primeros 23 aminodcidos de la pediocina AcH con relacién a la PA-1,

La pediocina PA-1 producida por P. acidilactici PAC 1.0 procedente de un cultivo
comercial, estd mediada por un plasmido de 6,2 MDa llamado pSQ1! y posee un tamaio
molecular de unos 16.500 daltons (Gonzalez y Kunka, 1987). Esta cepa, al contrario que P.
pentosaceus no utiliza los azticares melobiosa o rafinosa. Existen prueba que indican que la
utlilizacidn de la sacarosa por P. acidilactici PAC 1.0 y la produccién de la bacteriocina se
encuentran codificados en diferentes pldsmidos. La bacteriocina es activa frente a diversas
cepas de P. acidilactici, P. pentosaceus, L. plantarum, L. casei, L. bifermentans, vy Leuc.
mesenteroides subesp, dextranicum y List. monocytogenes (Pucci y col., 1988 ). Sin
embargo, no es activa frente a Lact. lactis, Lact. lactis subesp diacetylactis, Str. cremoris 0

Str. thermophilus.

Pucci y col., (1988), han observado que la pediocina PA-1 es activa frente a muchas
bacterias lacticas y List. monocytogenes. La inhibicion de List. monocytogens por esta
bacteriocina se ha observado en salchichas (Berry y col., 1991) y en carne refrigerada (Nielsen

y col., 1990).
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TABLA II. 10.- BACTERIOCINAS PRODUCIDAS POR BACTERIAS DEL GENERO PEDIOCOCCUS

TAMANO

LOCALIZACION MOLECULAR CARACTERISTICAS
BACTERIOCINA  PRODUCTOR GENETICA (daltons) BIOQUIMICA REFERENCIA
Bac P. pentosaceous FBB63  Pldsmido 10,5 MDa ND ND Graham y Mckay, 1985
Pediocina A P pentosaceous FBB61  Pldsmido 13,6 MDa ND ND Daeschel y Klaenhammer, 1985
Pediocina PA-1 P acidilactici PACL.0 Pldsmido 6,2 MDa 16.500 ND Gonzalez y Kunka, 1987
Pediocina PA-1  P. acidilactici ND 4.640 44 aminoacidos Nieto v col., 1992
Pediocina PA-1 P, acidilactici PAC1.0 Plasmido 9,4 Kb ND 44 aminodcidos Marug y col., 1992 .
Pediocina AcH  P. acidilactici H Pldsmido 7,4 MDa 2.700 ND Bhunia y col., 1988
Pediocina AcH  P. acidilactici H Plasmido 8,9 MDa 4.268 44 aminodcidos Mortlagh y col., 1992

Fuente: Herndndez y col., 1993.
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Los tltimos resultados experimentales indican que la pediocina PA-1 posee 44
aminodcidos no modificados y un tamafio molecular de 4.640 daltons, mientras la zona
N-terminal de su secuencia es similar a las de la sakacina A, leucocina A y curvaticina A,
poseyendo en comin con las 2 Gltimas bacteriocinas, 16 y 13 aminodcidos respectivamente
(Nieto y col., 1992). Marugg y col., (1992) han sefialado que son 4 los genes involucrados en
la sintesis y expresion de la pediocina PA-1 P. acidilactici PAC 1.0 de los que uno es

estructural.

Ii. 7. - BACTERIAS LACTICAS PRODUTORAS DE BACTERIOCINAS EN EL
CONTROL DE MICROORGANISMOS ALTERANTES Y PATOGENQS

Como se deduce de lo descrito anteriormente, la idea de utilizar bacterias ldcticas en ¢l
control de microorganismos alterantes y patdgenos de los alimentos ne es nueva. Los primeros
resultados experimentales se obtuvieron utilizando bacterias lacticas antagonistas del desarrollo
de otros microorganismos, por mecanismos hasta entonces desconocidos o poco estudiados
(Raccach y Baker, 1978). Posteriormente se utilizaron en diversos productos cdrnicos las
bactertas ldcticas como alternativa al empleo de nitratos y nitritos estudiandose su accién
antagonista tanto en la sintesis de toxinas botulinicas (Okereke y Montville, 1991; Tanaka y
col., 1980), como en la inhibicién del desarrollo de microorganismos productores de
toxiinfecciones alimentarias (Harding y Shaw, 1990; Nielsen y Zeuthen, 1985) y en la
produccién de aflatoxinas por mohos toxigénicos (Karunaratne y col., 1990). En los ultimos
afios, se ha determinado la actividad antagonista de las bacterias licticas preductoras de
bacteriocinas y de sus propias bacteriocinas en diversos sustratos alimentarios. De esta manera
se ha evaluado su potencial tanto en las carnes frescas como en los derivados cénicos
(Foegeding y col. 1992; Schillinger y col., 1991). Con el mismo enfoque estos estudios se
han extendido a la leche y derivados lacteos (Pucci y col., 1988), y a diversos productos

vegetales (Harris y col., 1992).
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No obstante, a pesar de los resultados tan esperanzadores obtenidos, existe la

conviceidn expresada por algunos investigadores, de que la actividad antagonista de las

bacterias ldcticas y de sus bacteriocinas, se estd evaluando sin conocer todavia sus

caracteristicas bioquimicas, inmunoldgicas y genéticas mds relevantes (Herndndez y col.,

1993). De ello se derivan una serie de cuestiones como:

a)

b)

d)

e)

g)

demostrar experimentalmente la sintesis de bacteriocinas en los sustratos
alimentarios,

averiguar la existencia de posibles sistemas de regulacién de la sintesis de
bacteriocinas en dichos sustratos,

conocer su cinética de destruccién por enzimas proteoliticos endégenos de los
alimentos,

estudiar la actividad antimicrobiana conjunta de dos o mas bacteriocinas para evitar
el desarrollo de microorganismos resistentes a cada una de ellas,

profundizar mas en las relaciones de estructura/actividad, para construir asi
péptidos sintéticos con actividad antimicrobiana, realizar fusiones genéticas de
varias bacteriocinas, o aplicar técnicas de ingenierfa de proteinas para incrementar
su actividad,

mejorar los conocimientos sobre a la inmunidad y resistencia a las bacteriocinas de
las bacterias lacticas,

construir vectores genéticos que expresen varias bacteriocinas y que sean

facilmente transmisibles a las bacterias ldcticas.

De acuerdo con lo anterior podrian buscarse soluciones a los problemas detectados.

Asi, por ejemplo, se sabe que la nisina es poco soluble a un pHs préximos a 6, que

interacciona con los fosfolipidos, y que no difunde ficilmente, que es inactiva frente a muchos

microorganismos alterantes y patégenos y que el microorganismo que la produce Lact. lactis |
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no se desarrolla en muchos sustratos alimentarios. Uno de los mayores problemas del posibie
empleo de la nisina en la carne y derivados cdrnicos, es su poca solubilidad al pH de la carne
y, su produccidn in situ, por una cepa que no se desarrolla, ni sintetiza nisina a temperaturas
de refrigeracién. En el caso de la sakacina A de L. sake Lb706, se ha demostrado, gue ademads
de poseer un espectro antimicrobiano muy reducido, su actividad es menor en los sustratos
carnicos que en los medios de cultivo y que su actividad decrece con el tiempo (Schillinger y
col., 1991). Ademds, este microorganismo es acidirico y rebaja mucho el pH final de los
sustratos en que se encuentra, lo que puede limitar su utilidad en los productos cdrnicos no

fermentados. Los microorganismos del género Carnobacterium, aungque son menos acidéfilos,

son heterofementativos y producen pequenas concentraciones de CO».

II. 8. - TECNICAS INMUNOLOGICAS DE INTERES EN LA DETECCION Y

CARACTERIZACION DE BACTERIQCINAS

La industria alimentaria demanda sistemas cada vez mds sensibles y rdpidos, para
detectar y cuantificar en los alimentos la presencia de contaminantes bidticos o abidticos y la
existencia de componentes afiadidos intecional o fraudulentamente. Para ello, se han
desarrollado técnicas que pueden utilizarse con este fin. Este es el caso de los métodos
inmunolégicos que emplean reactivos marcados y que han adquirido en los ultimos afios una
importancia considerable como métodos andliticos. Los métodos inmunoenzimaticos (ELISA)
se estdn empleando en 4reas que previamente estaban cubiertas por los métodos radiométricos

(RIA) y de inmunofluorescencia (IF).

Conviene sefialar que los resultados obtenidos con la inmunofluorescencia son
subjetivos, dificiles de cuantificar y ademds su manejo requiere un personal muy cualificado;
por el contrario, €l radioinmunoensayo es objetivo y automatizable, pero tiene el inconveniente

del posible riesgo de contaminacién de los operarios y de los alimentos con materiales
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radicactivos, ademads de la posible contaminacién del ambiente al eliminarse los residuos
radiactivos. Los métodos inmunoenzimadticos (ELISA) son objetivos y automatizables, estdn
exentos de riesgos para los operarios y los reactivos utilizados son estables. Estas
caracteristicas, ademds de la utilizacién de equipos sencillos y baratos, permiten el desarrollo

de las técnicas inmunoenzimaticas en laboratorios con recursos econdmicos limitados.

I1. 8. 1. - Métodos inmunoenzimdticos (ELISA)

Los métedos  inmunoenzim4ticos, conocidos como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assays), se basan (Engvall y Perlman, 1972; Van Weemen y Schuurs, 1972)

en que tanto los antigenos como los anticuerpos pueden unirse a un enzima, lo que les confiere
actividad inmunolégica y enzimética. En estos ensayos el antigeno o el anticuerpo se unen
corrientemente a un soporte sélido, lo que facilita la separacién de los reactivos libres. Se ha
observado que tanto los antigenos como los anticuerpos se adsorben eficazmente a la celulosa,
poliacrilamida, nylon, poliestireno, polivinilo, y polipropileno, empleados en forma de tubos,

bolitas, discos o microplacas.

Como se ha mencionado, una parte esencial del método es la conjugacion (unidn) del
anticuerpo o del antigeno con un enzima. Por ello es conveniente que el enzima esté purificado,
que sea muy activo, barato, ficil de obtener y que al reaccionar con el sustrato origine un

producto facilmente observable y medible. Aunque pueden emplearse muchos enzimas, los

mds utilizados para este fin son la peroxidasa de rdbano, la B-galactosidasa y la fosfatasa

alcalina (Voller y col., 1986).

La eleccién del sustrato es también importante en las metodologias ELISA. El sustrato

debe ser estable y soluble, antes y después de la degradacidn. El enzima peroxidasa de rdbano
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utiliza como sustrato el perdxido de hidrdgeno, requeriendo la presencia de un donante de
hidrégeno que, al oxidarse, origina un compuesto coloreado que puede medirse
espectrofotométricamente y cuya concentracion es proporcional a la actividad del enzima sobre
el sustrato. Los donantes de hidrégeno mas empleados son la o-fenilendiamina (OPD), el 4cido

2,2'-azino-di- (3-etil-benzotiazolina) sulfénico (ABTS), el 4cido 5-aminosalicilico y la 3,3,
5,5' - tetrametilbenzidina, aunque existen muchos més. En el caso de la B-galactosidasa, el

sustrato mads utilizado es el g-nitrofenil-B-D-galactopiranésido (ONPG) y para la fosfatasa

alcalina ¢l p-nitrofenil fosfato (PNPP) (Tijssen, 1985).

De los métodos inmunoenzimdticos (ELISA) existen variantes metodoldégicas distintas
para detectar e identificar los antigenos o anticuerpos en las soluciones bioldgicas complejas.
De ellas las mds utilizadas son €l ELISA indirecto, el competitivo y €l sandwich. En la técnica
del ELISA indirecto (Figura 2.2), el antigeno se inmoviliza por adsorcién pasiva en una
superficie inerte; los anticuerpos especificos reconocen al antigeno y el complejo formado se
detecta con un segundo anticuerpo marcado con un enzima, que reconoce como antigeno al
anterior, o bien con un conjugado de Proteina A-enzima. La reaccién se visualiza porque el

enzima, al actuar sobre el sustrato, libera un compuesto coloreado.

En la técnica del ELISA competitivo (Figura 2.3), el anticuerpo especifico se inmoviliza
sobre una superficie inerte, luego se afiade un conjugado enzima-antigeno de concentracién
conocida mezclado con la muestra problema. Utilizando como control otro pocillo, al que no se
afiade la muestra después de adicionado el sustrato, la diferencia de color entre ambos pocillos

es indicativa de la concentracién de antigeno en la muestra analizada.

En Ia técnica del ELLISA sandwich (Figura 2.4), el anticuerpo especifico (Ac-1) se

inmoviliza en una fase sélida y actia como anticuerpo de captura del antigeno problema. El
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producia bacteriocinas.

De acuerdo con los resultados obtenidos por el personal de este Departamento, los
métodos inmunoenzimdticos (ELISA) son muy (tiles para detectar y cuantificar anticuerpos
policlonales de los componentes de los alimentos. Por ello, pensamos que la caracterizacién
inmunoldgica de las bacteriocinas permitiria conocer la existencia de regiones de homologia
antigénica con otras producidas por bacterias ldcticas distintas, ademds permitiria detectarlas en
los sobrenadantes de los medios de cultivo y en sustratos alimenticios como la came y diversos

derivados camicos.
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l1.- Antigeno adsorbido al pocillo

2.- Anticuerpos especificos gue
reconocen al antigeno

3.- Antiinmunoglobulinas o Proteina
A, conjugadas a un enzima y gue

reconocen el complejo antigeno-
anticuerpo

4.- Adicidn del sustrato enzimdtico

Figura 2. 2.- Diagrama esquematico de la técnica del ELISA indirecto.
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1.- Anticuerpo adsorbido al pocillo

NN

2a.- Adicidén de la mezcla 2b.- Adicidn del conjugado
antigeno-enzima con antigenc-enzima
la muestra problema

3a.- Adicidn del sustrato 3b.- Adicidn del sustrato
enzimatico enzimatico

Diferencia de color entre 3a y 3b = Antigeno desconocido

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

Z2.- Anticuerpo capturado por un
anticuerpo especifico

3.- Anticuerpos especifices marcados
con un enzima gque reccnoce al
ant{igeno anclado

4,- Adicidn del sustrato enzimdtico

Figura 2. 4. - Diagrama esquemdtico de la técnica de ELISA sandwich.
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1.- Anticuerpo adsorbido al
pocillo

2.- Anticuerpos especificos,
conjugados a la biotina,
que reconocen al antigeno.

E E 3.- Avidina marcada con un
| enzima,qgue reconoce la
biotina
"
|
- ]
ME E
u L o 4.- Adicién del sustrato
enzimatico
|
|
"M -

Figura 2. 5. - Diagrama esquemdtico de la técnica del ELISA indirecto, utilizando

anticuerpos biotinizados.
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III. 1. - MATERIALES

III. 1. 1. - Material biglégico

I 1. 1. 1. - Microorganismos empleados

Las bacterias ldcticas utilizadas en la realizacién de este trabajo se aislaron de embutidos
crudos curados, elaborados sin afiadirles ningin cultivo iniciador industrial, en la Escuela de la
Carne de la Federacién Madrilefia de la Carne, Madrid. Las cepas se aislaron siguiendo un
método aleatorio y la mayor parte se identificaron tentativamente como Pediococcus sp. segin

el esquema de identificacion de Schillinger y Lucke (1987b).

La Tabla III.1 muestra los microorganismos utilizados como indicadores para evaluar la
actividad antimicrobiana de las bacterias ldcticas de los embutidos crudos curados, asi como el
origen de aquéllos. Todos los microorganismos se conservaron liofilizados en un medio de
leche descremada al 10% vy, a veces, congelados a - 20 °C en calde nutritivo con un 15% de

glicerol. Cada dos meses se revitalizaban mediante dos o tres pases en caldo nutritivo.

III. 1. 1. 2. - Enzimas y proteinas

Los enzimas proteoliticos empleados en la caracterizacién de la sustancia antirnicrobiana

producida por Pediococcus sp 347 fueron suministrados por "Merck" y "Sigma"(.

Las proteinas estdndar, de peso molecular conocido empleadas en las técnicas

electroforéticas, fueron suministradas por "Pharmacia”.

(1) La cita de marcas comerciales no significa que el autor las recomiende con preterencia a otras del
mercado.
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II. 1. 1. 3. - Obtencién de los inmunosueros

Los inmunosueros se obtuvieron por inoculacidén de la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347 en conejos machos de raza "New Zealand",
de 2,5 - 3,0 Kg de peso vivo, cedidos por €l animalario del Departamento de Cirugia

Experimental del Hospital Militar Central "Gomez Ulla" de Madrid

III. 1. 1. 4. - Productos y reactivos

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

y "Panreac”.

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

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

En las técnicas cromatograficas y electroforéticas se emplearon productos
suministrados por "Pharmacia" y "Bio-Rad" y los utilizados en los ensayos enzimadticos,

inmunolégicos ¢ inmunoenzimdticos, lo fueron por "Sigma", "Difco”, "Pharmacia” y

"Nordik".

IIL. 1. 2. - Material de laboratorio

En la preparacién de los medios de cultivo y soluciones acuosas se ha empleado agua
destilada, obtenida con un destilador "Afora" y desmineralizada en un intercambiador "Seta"”

mod. R600.
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Tabla III. 1. - Microorganismos indicadores empleados para evaluar la actividad

antimicrobiana de las bacterias licticas aisladas de embutidos crudos

curados.

Microorganismo indicador Cepan® Origen?
Bacillus cereus 9139 ATCC
Bacillus subtilus 0G1 CPB
Bacillus subtilus BD630 CPB
B. stearotermophilus 49 CECT
Brochotrix thermosphacta 10013 NCIB
Carnobacterium divergens Lvl3 FRIB
Carnobacterium piscicola MR371 FRIB
Clostridium botulinum 351 CECT
Clostridium perfringens 376 CECT
Clostridium sporogenes CS22/10 CPB
Clostridium tyrobutyricum 3,5CT CPB
Clostridium tyrobutvricum 1754 NCDO
Enterococcus faecalis EF1 CPB
Enterococcus faecalis (v. liquefaciens) 184 CECT
Enterococcus faecium 410 CECT
Lactobacillus acidophiius 4356 ATCC
Lactobacillus brevis Lb226 IMTH
Lactobacillus bulgaricus 11842 ATCC
Lactobacillus carnis Lv6l FRIB
Lactobacillus casei 334 ATCC
Lactobacillus curvatus 2739 NCFB
Lactobacillus farciminis Lb34 IMTH
Lactobacillus fermentum 9338 ATCC
Lactobacillus fermentum 285 CECT
Lactobacillus helveticus 15009 ATCC
Lactobacillus mesentericus 394 CECT
Lactobacillus mesenteroides MR364 FRIB
Lactobacitlus plantarum 221 CECT
Lactobacillus plantarum Lb577 IMTH
Lactobacillus plantarum MR371 FRIB
Lactobacillus plantarum 1193 NCDO
Lactobacillus reuteri 20016 DSM
Lactobacillus salivarius 2747 NCFB
Lactobacillus sake Lb684 IMTH
Lactobacillus sake 2714 NCFB
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Tabla I1I. 1. - (continuacién)

Microorganismo indicador Cepa n® Origen?
Lactococcus cremoris 117 CPB
Leuconostoc cremoris 1275 CPB
Listeria innocua 86/26 CPB
Listeria monocytogenes 5105 NCTC
Listeria monocytogenes 7973 NCTC
Listeria monocytogenes L15sv1/2 FVM
Listeria monocytogenes LIlsv4 FVM
Listeria monocytogenes Scott A CECT
Micrococcus varians 230 CECT
Pediococcus pentosaceus FBB63 CPB
Pediococcus pentosaceus PC1 CPB
Propionibacterium acidipronic 563 NCDO
Propionibacterium sp. P4 CPB
Propionibacterium sp. P6 CPB
Staphylococcus xylosus 237 CECT
Staphylococcus aureus 137 FRI
Staphylococcus aureus 196E FRI
Staphylococcus aureus 349 FRI
Staphylococcus aureus 361 FRI
Staphylococcus aureus 472 FRI
Staphylococcus carnosus Mcl CPB
Streptococcus thermophilus STi12 CPB
Streptococcus thermophilus ST20 CPB
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Tabla I11. 1. - (continuacién)

Microorganismo indicador Cepa n® Origen®
- iv
Enterobacter cloacae 194 CECT
Escherichia coli BW545 MIT
Escherichia coli enteropatégeno B41 IEKC
Pseudomonas fluorescens DC5s FRIB
Pseudomonas fluorescens DC7 FRIB
Pseudomonas fluorescens NT19 FRIB
Salmonella thyphi 409 CECT
Salmonella thyphimurium 443 CECT
Salmonella thyphimiirium T91 CENAN
Yersinia enterocolitica WA DHHS
Yersinia enterocolitica E20 NCTC
Yersinia enterocolitica 14405 [PP

Abreviaturas: CECT, Coleccidn Espaifiola de Cultivos Tipo (Burjasot, Valencia); CENAN, Centro Nacional de
Alimentacién y Nuticién (Majadahonda, Madrid); CPB, Coleccion Proyecto Bridge; DHHS, Dept of Health and
Human Services (Washington DC. USA)Y. FRI, Food Research Institute {(Madison, USA);, FRIB, Food
Research Institute (Bristol, Gran Bretaiia), FVM, Facultad de Veterinaria (Madrid); IEKC. International
Escherichia and Klebsiella Centre (Copenhage, Dinamarca); IMTH, Institute fur Mikrobiology. Toxicology and
Histology.(Kulmbach, RFA); TPP, Instituto Pasteur (Paris, Francia); MIT, Masachussets Instutute ot
Technology (Boston, USA); NCIB, National Collection of Industrial and Marine Bacteria (Aberdeen. Gran

Bretafia); NCTC, National Collection of type Cultures ( Londres, Gran Bretaa).
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Las pesadas ordinarias se realizaron en balanzas monoplato "Sauter” mod. §-1000 y las
de precision en balanzas analiticas "Sartorius” mod. 2443 y "Microwa" mod. 6620. Para

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

Los ajustes y determinaciones de pH se llevaron a cabo con pH-metros "Crison" mod.

Digit 501 y "Radiometer” mod. 28.

Las esterilizaciones de los medios de cultivo y de las soluciones cuya naturaleza asi lo
permitia se realizaron en autoclaves "Averly" y "Selecta” mod. 437-G. La esterilizacién del
material de vidrio se efectud por calor seco en una estufa de aire forzado "Heraeus" mod.

KFTU-K . La esterilizacién de otras soluciones se llevaron a cabo por filtracién con filtros

"Miilipere” de 0,22 y 0,45 um de didmetro de poro.

Las homogenizaciones se realizaron en un homogenizador Stomacher "Colworth" mod.

400.

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

Biofuge, equipada con un rotor tipo 1220.

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

baiios de agua o de glicerina provistos de termostatos "Selecta”, mod. Tectron.
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El crecimiento de los cultivos microbianos se estimé por turbidometria, utilizando un
colorimetro "Klett-Summerson” mod. 800-3. Los recuentos microbianos se efectuaron en un
contador de colonias "WTW" mod. BZG-24. Las observaciones microscdpicas se realizaron
en un microscopio dptico "Nikon", mod. L-Ke, equipado con un dispositivo de contraste de

fases.

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

impresora térmica "Kontron”, mod. Uvikon LS Thermoprinter 4B.

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

firma local.

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

Las cromatografias de filtracién en geles se realizaron utilizando columnas de diferentes

dimensiones de las marcas "Pharmacia” y "Wright". Las fracciones cromatogrificas se

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

La electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico se realizaron en
una cubeta de electroforesis "Bio-Rad", mod. Protean 1I, empleando como fuente de

alimentacién un aparato "Shandon”, mod. SAE 2761.
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En los ensayos inmunoenzimadticos (ELISA), se emplearon placas de ELISA marca
"Costar" mod. 3590 de 96 pocillos y la lectura de las mismas se efectué en un lector de placas

ELISA "Titertek Multiskan" mod. Plus.

En la determinacion de la composicién aminoacidica de la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificada por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), se empleé un
cromatdgrafo Beckman mod. 332, dotado de una columna (25 cm x 4,6 mm) de fase reversa
Spherisorb ODS-2 (Supelco) y un detector U.V. Beckman mod. 160. El cromatograma se

obtuvo en un integrador Hewlet Packard mod. HP-3394A.

Como material general de laboratorio se han utilizado pipetas, micropipetas automaticas

"Gilson", mods. P20, P-200, P-1000, agitadores, mecheros de gas, termometros, etc. El

material de vidrio empleado fué siempre del tipo "Pirex".
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I 2. - METODOS

[I1. 2. 1. - Medios de cultivo para el crecimiento de los microorganismos

HI. 2. 1. 1, - Medios de cultive empleados en el crecimiento de las bacterias

lacticas

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

Contiene: g
Peptona 10,0
Extracto de carne 8.0
Extracto de levadura 4.0
Dextrosa 20,0
Acetato sédico 5,0
Fosfato dipotasico 2,0
Citrato triamonico 2,0
Sulfato magnésico 0,2
Sulfato de manganeso 0,05
Tween 80 Iml
pH 6,2

Preparacion

Se suspenden 52 g del medio MRS en 1000 ml de agua destilada calentando la solucién
hasta su disolucién y esteriliz&ndola en un autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Cuando el

medio se depositaba en placas de Petri, a los componentes citados se les anadia 10,0 g de agar

76



MATERIALES Y METODOS

bacterioldgico ("Difco") y 7.5 g cuando se elaboraba el agar de MRS semisélido para los

experimentos de inhibicidn,

2 - Medio minimo-Triptosa (MM-Triptosa}

Contiene : g/l
Triptosa 15,0
Dextrosa 10,0
Extracto de levadura 5,0
Cloruro sédico 2,0
Citrato aménico 2.0
Fosfato potdsico dihidrogenado 1,0
Fosfato dipotasico 1,0
Sulfato magnésico 0,20
Sulfato manganeso 0,05
Sulfato ferroso 0,01
Tween 80 1 ml
pH 6,1

Una vez disueltos los componentes citados en 1000 ml de agua destilada, la
preparacion de este medio se continda siguiendo las instrucciones descritas para el medio MRS
(Seccion IIL. 2. 1. 1.). Se empled este medio por que carece de componentes complejos, lo
que facilita la purificacion de las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias

lacticas.
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III. 2. 1. 2. - Medio de cultivo para el crecimiento de microorganisimos indicadores

distintos de las bacterias licticas

1. Caldo de infusidn de cerebro v corazén (BHI "Oxoid™

Contiene: g/l
Extracto de cerebro 12,5
Exiracto de corazén 5,0
Proteasa-peptona 5,0
Cloruro sédico 5,0
Dextrosa 2.0
Fosfato disédico 2.5
pH 7.4

Preparacion

Se suspenden 37 g del producto deshidratado en polvo en un litro de agua destilada. Se

continda como se describe a proposito del medio MRS (Seccién I11. 2. 1. 1.).

I 2. 1. 3.- -Medio para cultivos mixtos de bacterias ldcticas y microorganismos

psicrotrofos

1. Caldo con Tween para todos los propésitos (APT. "Difco™)

Contiene: g/l
Triptona 12,5
Dextrosa 10,0
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Extracto de levadura 7.5
Citrato sddico 5,0
Cloruro sédico 5.0
Fosfato dipotdsico 5.0
Sulfato magnésico 0.8
Cloruro de manganeso 0,14
Sulfato ferroso 0,04
Clorhidrato de tiarnina 0,001
Tween 80 0.2
pH 6,7

Preparacicn

Se suspenden 46,2 g del polvo deshidratado en un litro de agua destilada,
suplementando el medio con 10 g de peptona ("Difco") y 8 g de extracto de carne ("Oxoid").
La preparacidn ulterior del medio es idéntica a la sefalada para el medio MRS (Seccion II1. 2.
1. 1.1). Cuando el medio se depositaba en placas de Petri se les afiadian 12 g de agar ("Difco")

por litro.

II. 2. 2. - Aislamiento v seleccién de las bacterias ldcticas de los embutidos crudos

curados

Para el aislamiento de las bacterias ldcticas se recogieron asépticamente 20 g de la
porcidn central de los chorizos, que se homogenizaron durante 10 minutos en 180 ml de un
medio que contenia peptona (1 g) y cloruro sédico (8,5 g), en agua destilada. A continuacion,

se sembraron alfcuotas de las muestras homogenizadas en sistema de doble capa. en placas con
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MRS-agar.

De las colonias crecidas, se replicaron 800 siguiendo el método aleatorio descrito por
Ordénez y col., (1979) evaluando su actividad antimicrobiana directa frente a L. fermentum
CECT285. Las colonias seleccionadas de la forma descrita en la seccidn 111.2.3.2.1 por su
actividad antimicrobiana directa, se recogieron con un asa de platino y se sembraron en tubos
que contenfan caldo MRS, manteniendo los tubos durante 16h a 32 °C. A los cultivos
obtenidos se les adiciond un 15% de glicerol estéril y se almacenaron en congelacién a -20 °C

hasta su posterior utilizacidn.

III. 2. 3. 1. - Soluciones tampdn empleadas

1) Tampén de fosfato 4 mM, pH 7,0.

a. Solucion de NapgHPOy,:

Contiene 0,76 g de Na,HPOy en 1 litro de agua destilada.

b. Solucién de NaH,PO4 4 mM:

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

Preparacion

Se afiade la solucidn (b) a la (a) hasta que su pH alcanza el valor de 7,0.
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III. 2. 3. 2. - Prueba directa de antagonismo

III. 2. 3. 2. 1. - Prueba directa de antagonismo por siembra en picadura

Esta técnica se empled para evaluar la actividad inhibidora de un gran nimero de
bacterias. L.as colonias desarrolladas en placas de agar MRS se recogieron con palillos estériles
y se replicaron por siembra en picadura en dos placas de agar MRS. En cada placa se
depositaron 24 cepas y las placas s¢ incubaron durante 6 horas a 32 °C para permitir a los
aislados reiniciar su crecimiento. Después, en una de las placas en las que sembraron por
picadura las colonias seleccionadas, se deposité la cepa indicadora de L. fermentun CECT 285
en 6 ml del agar MRS (0,8% de agar), a una concentracién de aproximadamente 3 x 103
células. Una vez incubadas las piacas durante 24 h a 32 °C, se recuperaron al azar, para su

posterior estudio, las cepas que exhibian mayores y mejores halos de inhibicién.

III. 2. 3. 3. - Deteccion de la actividad inhibi

libr células

III. 2. 3. 3. 1. - Preparacién de los sobrenadantes

Las bacterias lacticas seleccionadas se cultivaron en caldo MRS durante 16-18 h a 32
°C, mientras que los sobrenadantes libres de células se obtuvieron centrifugando los cultivos a
12.000 g durante 10 minutos. El pH de los sobrenadantes se ajusté a 6,2 con NaOH 1 N y,
enseguida, se filtraron por un filtro de 0,22 um de didmetro de poro. Los filtrados se
liofilizaron y antes de su utilizacién se concentraron 20 veces, resuspendiéndose en el tampén

de fosfato 4 mM, pH 7,0.
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HI. 2.3.3.2. - Activi

Esta técnica consiste en sembrar 2 x 100 ufc/ml del microorganismo indicador en 20 mi
del medio de cultivo correspondiente, depositindolo en una placa de petri. Las placas se
mantiene a 37 °C durante 1 h y en el agar se hacen pocillos de 6 mm de didmetro, en los que se
vierten 50 tl del sobrenadante libre de células. Posteriormente, las placas se incubaron a 4 °C
durante 2 h y luego a 32 °C durante 48 h. La actividad inhibidora de los sobrenadantes se
cuantificé midiendo las zonas de inhibicidn alrededor de los pocillos. Para ello se utilizé la
expresion: Didmetro del halo de inhibicién = (Radio de la zona de inhibicién x 2 + didmetro del

pociilo (bmm).

rizacion bioquimica de las bacterias ldcticas con

actividad antimicrobiana

Las bacterias lacticas seleccionadas por su actividad inhibidora demostrada frente a
diversos microorganismos indicadores, se sometieron a las pruebas de identificacidén y

caracterizacién recomendadas por Schillinger y Lucke (1987b).

III. 2. 4. 1. - Morfologia y tin¢ién por el método de Gram

Las bacterias lacticas seleccionadas se tifieron por el método de Gram y se observaron

microscépicamente para determinar su morfologia, asi como sus afinidades tintoriales.
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III. 2. 4. 2. - Prueba de la catalasa

La produccién de catalasa se evalué afadiendo una gota de perdxido de hidrégeno (110
vol) a una alicuota del cultivo a analizar. Como control positivo se empled un cultivo de
Staph. aureus. La prueba se basa en la descomposicién del perdxido de hidrégeno por la

catalasa dando agua y oxigeno, manifestindose este dltimo por la aparicién de burbujas.

III. 2. 4. 3. - Crecimiento a diversas temperaturas

El crecimiento a diversas temperaturas de las cepas seleccionadas se evalué depositande
alicuotas de cada una de ellos en tubos de ensayo que contenian caldo MRS. Los tubos se
incubaron a las temperaturas de 4, 8, 16, 25 y 32 °C durante periodos variables de tiempo. El
desarrollo de los cultivos se determiné a intervalos de tiempo regulares midiendo su

absorbancia en Unidades Klett.

II. 2. 4. 4. - Tolerancia al cloruro sddico
La tolerancia de las bacterias seleccionadas a la sal se evalud en calde MRS

suplementado con un 7 y un 10 % de NaCl, respectivamente. El medio, una vez inoculado, se

incubd durante 4 dias a 32 °C.

III. 2. 4. 5 - Tolerancia al pH de 3.9

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

ajustado a 3,9 con HC! IN. El medio se incubd durante 5 diasa 32 ¢ C.
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ML 2. 4. 6 - Hidrolisis de |a arginina

1) Caldo Arginina.

Contiene: 2/l
Peptona 10,0
Extracto de levadura 4.0
Fosfato dipotdsico 2,0
Acetato sddico 5.0
Citrato sddico 2.0
Sulfato magnésico 0,2
Sulfato de manganeso 0,05
L - Arginina 3.0
Tween 80 1.0

Preparacion

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

esterilizan en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

2.) Reactivo de Nessler

a.) Solucion 1.

Contiene:

Yoduro potisico Tg
yoduro mercirio 10 g
Agua destilada 40 ml
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b.) Selucién 2.
Contiene 10 g de NaOH en 50 ml de agua destilada.

Preparacion

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

precipitado.

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

desarrollo de un color entre anaranjado y marron.

1. 2.4.7. - Produccién de gas a partir de glucosa

La produccién de CO, a partir de la glucosa se evalué de tres manera diferentes:

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

manifiesta por la presencia de burbujas en la campana.

2.) Colocando en los tubos de caldo MRS tapones de agar (0,75% p/v) y observando
si durante la incubacién de los tubos, aparecen acimulos (burbujas) de las que pueden incluso

desplazar el tapdn de agar de los tubos.
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3.) Observando la presencia de burbujas al desarrollarse los cultivos seleccionados en

tubos con agar hierro de Klieger ("Difco"); que,

Contiene: g/l

Peptona 5.0
Proteasa 5.0
Extracto de carne 3.0
Extracto de levadura 3,0
Lactosa 10,0
Dextrosa 1,0
Cloruro sédico 5.0
Tiosulfato sédico 0,3
Sulfato ferroso 0,2
Rojo fenol 0,024
Agar 12,0
pH74£0,2

Preparacion

Se suspenden los ingrediente del medio en agua destilada y se calienta hasta ebulicion,
distribuyéndolo posteriormente en tubos que se esterilizan en autoclave a 121 °C durante 15
minutos. A continuacion se dejan solidificar en pendiente. La produccion de gas se observa

por la fomacién de burbujas en el medio.
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III. 2. 4, 8. - Produccidn de acido sulfidrico

IIT. 2. 4. 8. 1. - Técnica de Shay y Egan (1981)

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

Contiene: g/l
Peptona 15.0
Proteosa 5.0
Dextrosa 1,0
Acetato de plomo 0,2
Tiosulfato sédico 0,08
Agar 15,0
pH 6,6

Preparacion

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

45 °C para distribuirlo finalmente en placas.

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

dcido sulfidrico, se observa un ennegrecimiento del medio.

III. 2. 4. 8. 2. - Agar hierro de Klieger

Los cultivos seleccionados se inocularon en tubos inclinados de agar hierro de Klieger,
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tanto en picadura como en estria. Los tubos se incubaron durante 7 dias a 32 °C,

manifestindose la produccién de dcido sulfhidrico por un ennegrecimiento del medio.

III. 2. 4. 5. - Prueba de Voges-Proskauer

a.) Caldo MR-VP,

Contiene: g/l
Peptona 7.0
Fosfato dipotdsico 5.0
Dextrosa 5.0
pH 7.5

b.) Solucién de  a-naftol en etanol.

Contiene:
o Naftol 6g
Etanol 100ml

¢.) Solucién de hidréxido potésico.

Contiene:
KOH 40 g
Agua destilada 100 ml

Preparacion

Una vez dilsuelto el medio (a) se distribuye en tubos que se esterilizan en autoclave a

121 °C durante 15 minutos. Sembrado el indculo de la cepa problema e incubados los tubos a
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32 °C, a 5 ml de los cultivos se afladen 0,5 ml de la solucién (b} y 0,5 de la (c) y se observa el
cambio de coloracién del medio.. El desarrollo de un color rojo intenso se debe a la produccion

de acetil metil carbinol a partir de 1a dextrosa que, en presencia de KOH, reacciona con el

o-naftol.

I 2.4. 10. - Fermentacidn de carbohidratos

1) Medio API CHL ("BioM¢éricux”

Contiene: g/l
Peptona 10,0
Extracto de levadura 5,0
Tween 80 1,0
Fosfato dipotdsico 2.0
Acetato sodico 5.0
Citrato diamoénico 2.0
Suifate magnésico 0,20
Sulfato de manganeso 0.05
Bromocresol pirpura 0,17

pH 69 -7.0

2) Tiras API 50 CH ("BioM¢rieux")

Cada tira contiene los sigientes carbohidratos: 0. control; 1. glicerol; 2. eritritol; 3.

D-arabinosa; 4. L-arabinosa; 5. ribosa; 6. D-xilosa; 7. L-xilosa; 8. adoenitol; 9. B - metil

D-xilésido; 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. - metil D - manésido; 21.

a-metil D-glucosido; 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. almidén; 37. glucdgeno; 38, silitol:
39. gentibiosa; 40. D-turanosa; 41. D-lixosa; 42. D-tagatosa; 43. D-fucosa; 44. L-fucosa; 45.

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

Procedimiento

Los cultivos seleccionados, desarrollados previamente en caldo MRS, se centrifugaron
a 12.000 g durante 10 minutos y el sedimento (las células) obtenido se resuspendié en el
medio API CHL. El sedimento resuspendido se deposité en microtubos en los que se
encuentran los carbohidratos. La zona aerébica de los microtubos (superficie) se cubrid con
aceite de parafina para crear las condiciones de anaerobiosis requertdas. Las tiras con los
distintos microtubos se incubaron a 32 °C, realizando dos lecturas de las mismas a las 24 y 48
h, respectivamente. La fermentacién de los carbohidratos se manifiesta por un cambio de color
del contenido del microtubo, debido a la produccién anaerébica de dcido, que es detectado por

el indicador de pH incluido en el medio API CHL.

III. 2. 5. - Espectro antimicrobiano de la sustancia inhibidora producida por las cepas
de Pediococcus sp. ndmeros 209, 211, 241, 346, 347 v 438

El espectro antimicrobiano de la sustancia inhibidora producida por diversas cepas de
Pediococcus sp., se determiné evaluando la actividad inhibidora de su sobrenadante

concentrado libre de células, frente a los microorganismos indicadores citados en la Tabla I 1
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y segun se describe en la seccién III. 2. 3. 3. 1. La actividad inhibidora se determiné midiendo
los halos de inhibicién alrededor de los pocillos y se expresé de la manera descrita en la

seccion I 2. 3. 3. 2.

1II. 2. 6. - Crecimiento de Pedi ‘ inét 11 r ion

de la sustancia antimicrobiana a diversas temperaturas

II.2.6. 1. - Crecimiento de los cultivos

Alicuotas de 100 [l de un cultivo de Pediococcus sp n® 347 se inocularon en tubes con
caldo MRS y MM-Triptosa y se incubaron a 4, 8, 16, 25 y 32 °C durante 7 dias, 5 dias, 30 h,
16 h y 12 h respectivamente. El desarrollo de los cultivos se estimé por turbidometria y con los
datos obtenidos se calcularon los pardmetros cinéticos del desarrollo microbiano que se

describen en la seccién I11.2.6.2. En los mismos intervalos se determiné el pH de los cultivos.

La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes obtenidos en cada intervalo, se
determind como se indica en la seccion II1. 2. 3. 3. 2., utilizando Lactobacillus fermentum

CECT?285 como microrganismo indicador .

III. 2. 6. 2. - Pardmetros cinéticos del desarrollo microbiano

III. 2. 6. 2. 1. - ¥eloci ifi

Se define como el incremento de la masa celular de los cultivos con respecto al tiempo

de incubacidén y se calcula a partir de la ecuacion de la recta de regresion de una grafica que

representa la masa celular de los cultivos en funcién del tiempo de incubacion (figura 3.1).
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Figura 3. 1.- Representacién gréfica tedrica del incremento de la masa celular de los

cultivos en funcién del tiempo de incubacién.

De la figura 3.1 se deduce que:

dx

dt

siendo "x" la densidad éptica de los cultivos en unidades Klett, "t" el tiempo de incubacion en

horas y "u" la velocidad especifica de crecimiento.
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Asimismo,
X2 dx t
|
X1 X 0
X2
In
X2 b |
In — =ut; por tanto, T
X1 t

IMI. 2. 6. 2. 2. - Tiempo de duplicacién (t4)

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

temperatura de incubacion determinada. Asi, partiendo de la expresion:

X2 2X4 0,693
= ut; cuando X7 = 2X71; In =utg; ln 2 = pty; td = ————-
X1 X1

In

X1

IMN. 2. 6, 2, 3. - Nimer

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

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

duplicacién (tg).
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1. 2. 6. 2. 4. - Determinacidn del peso celular seco

El peso celular seco se determiné por interpolacién en una gréfica (figura 3.2) en la que

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

III. 2, 6. 2. 4. 1. - Elaboracidn de la recta patrén para {a determinacion del peso celular

S$€CO

Para determinar la recta patrén se prepararon una serie de tubos con medios de cultivos
estériles de MRS y MM-Triptosa, que se inocularon con Pediococcus sp n® 347 y se

incubaron a 32 °C.

La absorbancia de los cultivos se determind a ciertos intervalos de tiempo al progresar
el tiempo de incubacién; para ello se tomaban alicuotas de 5 ml de los medios de cultivo a
intervalos regulares en los que se determinaron las unidades Klett hasta que éstas se

estacionaron (ya no aumentaban mds).

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

se relaciond con el peso celular seco mediante una recta de regresion (fig. 3.2).
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Figura 3. 2.- Recta patrén para la determinacién det peso celular seco en virtud de la

absorbancia det medioe de cultivo.
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III. 2. 7. - Caracterizacidn parcial de la actividad antimicrobiana exocelular de
Pediococeus _sp. 347

HI. 2. 7. 1. - Efecto de la compgsicién del medio de cultivo en la actividad inhibidora
dePedi sp. 347

Para estudiar el efecto del medio de cultive en la actividad antimicrobiana de
Pediococcus sp 347, este se sembi6 en diversos medios de cultivo que se incubaron durante

16 h a 32 °C. Los medios empleados fueron los siguientes:

1.) Medio de APT

2.) Medio de APT, suplementado por litro:
a) con 10 g de triptosa (APT-Triptosa)
b) con 10 g de proteosa-peptona (APT-Proteosa)
cj con 10 g de peptona (APT-Peptona)

d) con 10 g de extracto de carne (APT-Extracto de came)

3.) Medio BHI

4.) Medio BHI, con las suplementaciones descritas:
a) BHI-Triptosa
b) BHI-Proteosa
c) BHI-Peptona

d) BHI-Extracto de camne
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5.) Medio base, suplementado por litro:
a) con 15 g de triptosa (MM-Triptosa)
b) con 15 g de proteosa (MM-Proteosa)
¢) 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)

f) con 15 g de triptona (MM-Triptona)

Terminada la incubacion se prepararon los sobrenadantes concentrados libres de células
y se determiné su actividad antimicrobiana de la manera descrita en la seccion 111 2. 3. 3. 2,

utilizando a L. fermentum CECT285 como microorganismo indicador.

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

Pediococcus _sp. 347

Para determinar la sensibilidad de la actividad inhibidora a los enzimas tripsina,

pepsina, papaina, proteasa II, proteasa XIV, o—amilasa, lipasa [ y lipasa VII, 60 ul de los
sobrenadantes concentrados libres de células, se depositaron en pocillos de placas de ELISA
que contenian 60 pl de soluciones de los distintos enzimas, de tal manera que la concentracién
final del enzima en los pocillos fuese de 1 y 5 mg/ml. La actividad antimicrobiana residual de
los pocillos se determind tras 2, 8, y 20 h de incubacién de las placas a 37 °C, segin el
método descrito en la seccién II1. 2. 3. 3. 2; como microorganismo indicador se utilizé L.

fermentum CECT?285.
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IIL. 2. 7. 3. - Cinética de termodestruccion de la actividad inhibidora de Pedipcoccus

sp, 347

IM. 2. 7. 3. 1. - Tratamiento térmico

Viales de vidrio (10 x 30 mm) herméticamente cerrados con 0,1 m! del sobrenadante
concentrado de Pediococcus sp. 347, se calentaron a 80, 100, 121, 135y 150 °C en un bafio
de glicerina termostatado, durante intervalos de tiempo variables en funcién de la temperatura
de calentamiento. Finalizado el tratamiento térmico las muestras se enfriaron rdpidamente en un
bafio de hielo picado determinandose la actividad antimicrobiana residual de las muestras de la
manera descrita en la seccion III. 2. 3. 3. 2., empleando como indicador a L. fermentum

CECT285.

III. 2. 7. 3. 2. - Pardmetros cinéticos de termodestruccion

A) Valor "D" ¢ tiempo de reduccién decimal

Se define, arbitrariamente, como el tiempo necesario para reducir en un 90 % la
actividad inhibidora inicial del sobrenadante concentrado de Pediococcus sp 347 a una
temperatura determinada, y se corresponde con el tiempo en el que la curva de supervivencia
atraviesa un ciclo logaritmo. El término se calcula a partir de la ecuacidn de la recta de
regresion de un gréifica de termodestruccion, que representa ¢l logaritimo del porcentaje de la

actividad inhibidora inicial en funcion del tiempo de calentamiento (figura 3. 3).
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log X

Figura 3. 3. - Representacion gréfica tedrica de la actividad inhibidora en funcién de la

temperatura de calentamiento.

De la figura 3. 3, se deduce que:

logx=-Kt+C

M

siendo "x" el % de actividad inhibidora residual; "k" la constante de inactivacion en min

-1y "t" el tiempo de calentamiento de las muestras.
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Asimismo:
(logxs - logx ) =-K (t - t)
log x5 - logx 1 log X5 - logxy t- 12
K= el = ' D=
t1- 12 D 11- 12 log xo - logxy

B) Tiempo medio (t 1/2)

Se define como el tiempo en el que la actividad inhibidora inicial se reduce en un 50 %
a una temperatura determinada. El término puede calcularse griaficamente (figura 3. 4),
representando la variacién de la actividad inhibidora inicial en funcién del tiempo de
calentamiento, o bien matematicamente, asumiendo que €l cambio de la actividad inhibidora con

respecto al tiempo es funcién de la actividad inhibidora inicial (ecuaciones 1 y 2)

dX
- = kX
de (1)
dX
S— = kdt
X (2);

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

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

Integrando la expresidn (2) entre dos valores de x diferentes (xgy x) a (fp y t) y siendo
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Xg la actividad inhibidora inicial en el tiempo t,, resulta:

X t
. j g:kj dt; In_%o _k(t-tg) 6 23log_*Xo =k (t-ty)
X

o

Xo X X
100 231log2
Six=50, 23log——=kty2; tip=——3  ty/z =093
50 k Kk
100
9
©
=
o
[//]
2
50}
©
[y ]
=
=
©
<
L
t 1/2 t

Figura 3. 4.- Representacidn gréfica tedrica de la actividad inhibidora en funcién del tiempo de

calentamiento.
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C) Valor "Z"

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

calcula a partir de la ecuacidn de la recta de regresidn, obtenida al representar graficamente el

logaritimo de los valores "D" en funcién de la temperatura a la que fueron obtenidos (figura
3.5).

log D

Figura 3. 5. - Representacién grifica tedrica de los valores "D" en funcion de

la temperatura.
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De la figura 3.5 se deduce que:

logD=aT+C

donde "D" es el tiempo de reduccidn decimal a una determinada temperatura y "T" es la

temperatura del tratamiento térmico en °C.

1 -1
Si por definicion, a=- , logD=- T+C
z z
1 1
log Dy -log Dy =-— (I2-Typ), logDy-logDy = (T1-Tp
z z
Ty -T2
7 =
log Dy - log D
IL. 2. 7. 4. - Mecanismo de accidn de la sustancia inhibidora de Pediococcus sp. 347

A 5 ml de medio ATP recién sembrado con L. fermentun CECT 285 ( 5 x 103 ufc/ml)
se le aftaden 0,5 ml del sobrenadante concentrado de un cultivo de Pediococcus sp. 347. Los
cultivos se incuban a 32 °C durante 5 h y, a continuacién, se depositan alicuotas de dicho
cultivo en placas de MRS. Como control se realiza una experiencia similar en la que al cultivo
del microorganismo indicador se le afiaden 0,5 ml del sobrenadante concentrado de un cultivo
de Pediococcus sp. 32, microorganismo cuyos sobrenadantes concentrados no mostraron

actividad inhibidora detectable alguna.

El mecanismo de accién de la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 se

consideraria bactericida si se observa una disminucién en la viabilidad del microorganismo
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indicador y, bacteriostdtica, cuando el ndmero de ufc/ml del microorganismo indicador se

estaciona respecto de su cifra inicial.

II. 2. 8. - Purificacién parcial de la actividad antimicrobiana exocelular de

Pediococcus _sp. 347

IIL. 2. 8. 1. - Cromatografia de filtracidén en geles

Esta técnica cromatograifica se basa en la separacién de las moléculas por su tamano

molecular.

III. 2. 8. 1. 1. - Soluciones tampdn empleadas

1.) Tampdn de dcido citrico-fosfato, pH 5.6

(a) Solucién de 4cido citrico, 0,1 M.

Contiene 21,01 g de dcido citrico por hitro de agua destilada.

(b) Solucion de Nap,HPO,4 0,2M.

Contiene 28,4 g de NapHPOy por litro de agua destilada.

Preparacion.

Se mezclan 42 ml de 4cido citrico 0,1 M con 58 ml de Na,HPOy4, 0,2 M.
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2.} Tampén de dcido citrico-fosfato, pH 5.6, conurea Q.1 M, 1My 6 M

A la solucién base (IIL. 2. 8. 1. 1.), se le afladen respectivamente, 6 g, 60 g 0 360 g de

urea por litro de solucidn.

I 2. 8. 1. 2. - Geles

El Sephadex es un polimero resultante de la formacién de enlaces cruzados entre las
moléculas de dextrano y de epiclorhidrina. Debido al gran nimero de grupos hidroxilo de su
molécula, este polimero es muy hidrofilico y se hincha ficilmente en el agua y en soluciones
electroliticas. Los tipos de Sephadex difieren en su grado de entrecruzamiento, por lo que se
utilizan para alcanzar fraccionamientos con diversos intervalos de tamano molecular; en el caso
de los Sephadex (G-150, G-75 y G-50 son, respectivamente, de 5.000 a 300.000 daltons, de
3.000 a 80.000 daltons y de 1.500 a 30.000 daltons.

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

("Pharmacia Fine Chemicals”). L.os geles hidratados se conservaron en refrigeracion hasta su

utilizacion.

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

El sobrenadante libre de células y liofilizado de Pediococcus sp 347, desarrollado en
MM-triptosa, se resuspendié en tampén de dcido citrico-fosfato de pH 5,6 y urea 1 M,
mientras que, como tampdn de elucidn, se empled tampén de 4dcido citrico-fostato de pH 5,6 y
urea 0,1 M. La cromatografia se realizd en una cdmara termostatada a 0 - 4 °C y el eluato

cromatografiado se recogié en un colector de fracciones.
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El sobrenadante concentrado de Pediococcus sp 347 se resuspendid en tampén de
dcido citrico-fosfato, de pH 5,6 y urea 1 M, hasta una concentracion 20 veces mayor que la
inicial y 20 ml de esta solucién se depositaron en una columna (3,2 x 40 cm) de Sephadex G -
150, previamente equilibrada con tampén de 4cido citrico-fosfato, de pH 5,6 y urea 0,1 M. El
contenido proteico del eluato se determindén en alicuotas de § [hl, mediante lectura
espectrofotométrica a 280 nm, mientras gue su actividad inhibidora se evalué de la manera
descrita en la seccion III. 2. 3. 3. 2. Como microorganismo indicador se utilizo L. fermentum
CECT285. Las fracciones cromatograficas con actividad antimicrobiana se juntaron,
liofilizaron y resuspendieron en ¢l tampon de elucidn para depositarlas de nuevo en una
columna (2,5 x 90 cm } de Sephadex G-75, previamente equilibrada con el tampén de elucidn.
Las fracciones eluidas dotadas de actividad antimicrobiana se manipularon como se ha descrito
antes y se depositaron de nuevo en una tercera columna (1,6 x 90 cm) de Sephadex G-50. Las
fracciones cromatograficas con actividad antimicrobiana se juntaron, liofilizaron y se

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

[IL. 2. 8. 2. - Determinacién de la proteina

Se realizé por la técnica de Lowry, segiin la modificacién de Markwell y col. (1978).
La técnica se basa en el desarrollo de color al poner en contacto las proteinas con los reactivos

que se detallan m4s adefiante. El desarrollo del color se debe a una combinacién de reacciones:

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

en un medio alcalino (reaccidn tipo Biuret).

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

Esta técnica pone de manifiesto los grupos fenoles presentes en las proteinas; por ello
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es necesario extrapolar los resultados a una curva patrén construida con anterioridad. Como
proteina estindar para construir la curva patrén se empled.la seroalbtimina bovina fraccion V

de Cohn (figura 3. 6).

Reactivos:

- Solucién A: NayCOx al 2 %, NaOH al 0.4 % y tartrato sodico potdsico

(NaKC4H40g) (4H;0) al 16 % en agua destilada.

- Solucién B: CuSO4(5H,0) al 4 % en agua destilada.

- Solucion C: Se obtiene mezcelando 100 volimenes de 1a solucidon A con 1 volumen de

Ia soluciéon B,
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Absorbancia a 660 nm

0,0 1 " 1 i L 1 P " 1 i A | A 1 1 1 A d
0 20 40 60 80 100 120

Proteina (ug/ml)

Figura 3. 6. - Recta patrén para la determinacién de proteina por el método de Lowry

modificado.
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- Solucidén D: Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido en agua destilada en una proporcién

1:1 (v/v).

Procedimiento.

A 1 ml de una muestra que contenga entre 10 y 100 g de proteina se le afiaden 3 ml de
la solucién C; la mezcla se deja en reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
continuacién se adicionan 0,3 ml de la selucién D, agitindola inmediatamente y dejandola
reaccionar durante 45 minutos, al término de los cuales se mide el incremento de la

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

destilada.

III. 2. 8. 3. - Determinacién _del peso molecular de la sustancia inhibidora por

cromatografia de filtracién en Sephadex G-50

para La determinacién del peso molecular de la sustancia antimicrobiana parcialmente
purificada de la manera descrita en la seccidn III. 2. 7. 3., se realizd por cromatografia de
filtracién en Sephadex G-50. Para ello 20 mg de esta sustancia, disueltos en 3 ml de tampdn de
dcido citrico-fosfato de pH 5,6 y urea 1M se depositaron en la columna (1,6 x 90 c¢cm) que
contenia el Sephadex G-50, determindndose posteriormente la absorbancia a 280 nm y la

actividad antimicrobiana de las fracciones eluidas resultantes.

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

dextrano azul, 6 mg de a-quimotripsindgeno A (25.000 daltons), 8 mg de RNasa pancredtica

bovina (13.700 daltons) y 1 mg de vitamina By, (1.300 daltons), disueltos en el mismo

tampon en el que lo fué la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de Pediococcus sp.
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Figura 3. 7. - Recta patrén para la determinacién de pesos moleculares por

cromatografia de filtracion en Sephadex G-50. (A) a-quimo-

wipsindgeno, {B) RNAsa pancredtica bovina, (C) vitamina B1».
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347. La absorbancia de las fracciones eluidas se determiné a 280 nm, mientras el peso
molecular de la sustancia problema se determind por interpolacién en una grafica (figura 3. 7),
en la que se representaba el logaritme de los pesos moleculares de las proteinas estdndar en

funcidn de la fraccién cromatografica en la que se encontraban.

III. 2. 8. 4. - Electroforesis en geles de poliacrilamida con dedecil sulfato sédico
(SDS-PAGE)

Esta técnica permite separar mezclas complejas de polipétidos en funcién de su tamaiio
molecular. La electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico
{SDS-PAGE) se realiz6 segin las técnicas de Swank y Munkres (1971) y de Laemli (1970). El
dodecil sulfato sédico es un detergente que con otros agentes, como €l mercaptoetanol y el
calor, interviene en la formacién de subunidades proteicas y ademds proporciona a las cadenas
polipeptidicas una densidad de carga similar. De esta forma cuando el complejo SDS-proteina
se somete a electroforesis en un gel que contiene SDS, su velocidad de migracién viene
determinada principalmente por la masa de la particula SDS-polipétido segin el principio de

exclusién molecular. El campo eléctrico, en este caso, sélo suministra la fuerza impulsora.
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IH. 2. 8. 4. 1. - Técnica de Swank vy Munkres (1971)

II. 2. 8. 4. 1. 1. - Tampones, geles v soluciones empleadas

1.) Tampén para solubilizar las muestras

Contiene:
Urea 4.8 g
B-mercaptoetanol 10,5 m
Dodecil sulfato sodico 0.25 g

Completar con dcide ortofosférico 0,01 M hasta 10 ml.

2.) Tampén de dcido fosférico 1 M-SDS. pH 6.8

Contiene:
Acido ortofosférico (85%) 33,7 m!
Dodecil sulfato sédico 5,0 g
Completar con agua destilada hasta 500 ml.

El pH se ajusta a 6,8 con Tris.

3.) Solucién de acrilamida-bisacrilamida

Contiene:
Acrilamida 18,75 g
N,N'-metilén-bisacrilamida 1,87 g
Completar con agua destilada hasta 50 ml.
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4.) Gel de separacidn

contiene:
Solucién de acrilamida-bisacrilamida 9,99 ml
Tampén de dcido fosférico 1 M-SDS 3 ml
Urea 14,4 g
Agua destilada 29,0 ml
Temed(N,N,N"N', tetrametilén-etilen-diamina) 9 ml
Persulfato aménico (6 %) 0.1 ml

6.) Tampén de electroforesis

Contiene:
Tampoén de 4dcido fosférico 1 M-SDS 0,225
Agua destilada 2,225

7.) Solucién de fijacién

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

8.) Solucién de tincién

Consiste en una solucién de azul brillante de Coomassie al 2 % en dcido acético al 7 %.

9.) Seolucién de lavado

Es una solucidn al 7 % de acido acético en agua destilada.
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III. 2. 8. 4. 1. 2. - Preparacién de las muestras

Las muestras solubilizadas en el tampdn de solubilizacién, con 50, 100 y 200 pg de la
sustancia antimicrobiana, parcialmente purificada, se mantuvieron durante 5 minutos en un

bafio de agua hirviendo antes de depositar 30 pl de cada solucidn en el gel de concentracién.

III. 2. 8. 4. 1. 3. - Preparacién de los geles

Los geles se prepararon de la manera descrita por Swank y Munkres (1971). El gel
consta de dos porciones: fase inferior (gel de separacién) y superior (gel de concentracion).
Los geles se prepararon como se describe en las secciones HI. 2. 8. 1. 4 y III. 2. 8. 1. 5. Para
evitar en los geles la presencia de burbujas de aire la mezcla se desgasificé por sonicacién en
un bafo, durante 5 minutos, antes de afadirle el TEMED vy el persulfato amoénico. Los
receptdculos de formacion de los geles se llenaron primero con los componentes del gel de
separacién hasta unos 3 cm de su extremo superior; en su superficie y, para que no se
formasen meniscos, se deposité un pequeiio volumen de una solucién saturada de butanol. La
mezcla se mantuvo durante 1 h a 37 °C y una vez polimerizada, se retird el butanol y se lavo
abundantemente con agua destilada. A continuacién, se deposité el gel de concentracion y se
introdujo el peine que forma los pocillos donde se depositardn las muestras. La tltima solucién

se polimeriza durante 30 minutos a 37 °C, quedando el gel listo para realizar la electroforesis.

II. 2. 8. 4. 1. 4. - Electroforesis

La electroforesis se realizé pasando por el gel una corriente de 18-20 mA, y evitando
las temperaturas inferiores a 16 °C para minimizar el riesgo de precipitacion de la urea.

Finalizada la electoforesis, el gel se extrajo de los vidrios de soporte.
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Hl. 2. 8. 4. 1. 5. - Tincidén de los geles

Terminada la electroforesis, los geles se introdujeron en una cubeta con la solucidn de
fijacién y se mantuvieron fijindose durante, aproximadamente 8 h, cambiando la solucién de
fijacién 2 6 3 veces. A continuacién se introdujeron en otra cubeta con la solucidn de tincidén
donde se mantuvieron durante 2 h a temperatura ambiente. La eliminacién del colorante no

fijado se realizé con la solucidn de lavado.

II1. 2. 8. 4. 1. 6. - Determinacion del peso molecular (Swank v Munkres 1971)

El peso molecular de la sustancia inhibidora parcialmente purificada se determiné por
interpolacion en una gréfica en la que se representa el logaritmo del peso molecular de las
proteinas estindar frente a su distancia de migracién en el gel (figura 3.8). Las proteinas

utilizadas en la confeccién de la recta patrén procedian de un "kit" comercial que contenia las

siguientes proteinas estdndar de alto peso molecular: a-lactoalbimina (14,2 KD), proteina
inhibidora de la tripsina (20,1 KD), tripsindgeno (24 KD), anhidrasa carbénica (29 KD),
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36 KD), ovoalbimina (45 KD) y seroalbtimina
bovina (66 KD).
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Log.Pm

4,0 " 1 2 L A 1 i ]
0 5 10 15 20

Distancia migrada (mm)

Figura 3. 8. - Recta patrén para {a determinacidn del peso molecular por la técnica Swank y
Munkres (1971). Patrones de alto peso molecular; (A) Seroalbimina bovina,

(B) Ovoalbimina, (C) Gliceraldehido-3-fosfato, (D) Anhidrasa Carbénica, (E)

Tripsinégeno, (F) Inhibidor de la Tripsina y (G) y a-Lactoalblimina
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IM. 2. 8. 4. 2. - Técnica de Laemli (1970)

I1I. 2. 8. 4. 2. 1. - Tampones, geles v soluciones empleadas

1. - Tampén para solubilizar las muestras

Contiene:
Tris HC1 0,5 M, pH 6,8 1,0 ml
Glicerol 0.8 ml
Dodicil sulfato sédico (10 %) 1.6 m
B-mercaptoetanol 0.4 ml
Azul de bromofenol (0,05 %) 0.2 mi
Agua destilada 4,0 ml
2.) Solucidén de acrilamida-bisacrilamida
Contiene:
Acrilamida 14,6 g
N,N'-metilén-bisacrilamida 0.4 g
Completar con agua destilada hasta 50,0 ml
3.) Gel de separacion
Contiene:
Solucién de acrilamida-bisacrilamida 20,0 ml
Tris HC1 1,5 M, pH 8,8 7.5 ml
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Agua destilada 1,9 ml
Dodecil sulfato sédico (10 %) 0,3 ml
Persulfato aménico (10 %) 0.15 ml
Temed 15,0 ul

4.y Gel de concentracién

Contiene:
Solucién de acrilamida-bisacrilamida 1,3 mil
Tris HC1 0,5 M, pH 6,8 2.5 ml
Agua destilada 6,1 il
SDS (10 %) 0,1 ml
Persulfato aménico (10 %) 50,0 ul
Temed 15,0 pl

5.) Tampén de electroforesis

Contiene:
Tris base 6.6 g
Glicina 28.8 g
Dodecil sulfato sédico 2,0 g
Agua destilada 2.2 1

6.) Solucién de fijacién

Contiene etanol:dcido acético:agua destilada (10:5:85 v/v).
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III. 2. 8. 4. 2. 2. - Preparacién de las muestras

Las muestras solubilizadas en el tampdn de solubilizacién con 5, 10 y 15 pg de la
sustancia antimicrobiana parcialmente purificada, se mantuvieron durante 5 minutos en un

baiio de agua hirviendo, antes de depositar 10 pl de cada solucién en el gel de concentracion.

III. 2. 8. 4. 2. 3. - Preparacion de los geles v electroforesis

Tanto la preparacién de los geles como la electroforesis correspondiente se realizd,

esencialmente de la manera descrita en las secciones 111 2. 8. 1. 3. y III. 2. 8. 1. 4.

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

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

recomendadas por la casa suministradora.

II1. 2. 8. 4. 2. 5. - Determinacién del peso molecular (Laemli,1970).

El peso molecular de la sustancia inhibidora parcialmente purificada se determiné
interpolando en una gréfica los pesos moleculares de las proteinas estiandar frente a la distancia
recorrida en su migracidn en el gel. Las proteinas estdndar utilizadas en la confeccién de la
recta patrén procedian de un "kit" comercial que contenia las proteinas de alto peso molecular

descritas en la seccion I11. 2. 8. 4. 1. 6,
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IIL. 2. 9. - Purificacién a homogenidad de la sustancia antimicrobiana de Pediococcus
sp. 347

ITL. 2. 9. 1. - Obtencidn del sobrenadante libre de células
Los sobrenadantes libres de células de los cultivos dePediococcus sp n® 347 se
obtuvieron de la manera descrita en la seccién 1. 2. 3. 3. 1., sin ajustar su pH a 6,2 ni medir

su absorbancia a 280 nm.

III. 2. 9. 2. - Precipitacién con sulfato aménico

A cada litro de sobrenadante se le afiaden, lentamente y con agitaciéon 400 g de sulfato
aménico (NH4),SOy, dejando estar la soluciépn 15 minutos. Después, se deja a 4 °C

durante10 minutos y, a continuacién, se centrifuga a 8000 rpm otros 20 minutos. Mds tarde se
recuperan el precipitado y la pelicula flotante, procurando tomar la minima cantidad de liquido
ya que las sales pueden interferir en la retencién de las proteinas de interés en la columna de

intercambio catiénico. Los precipitados se resusupenden en 200 ml de tampén de fosfato de

sodio 20mM (Na,HP/NaH,P), pH 5.8. Esta solucién constituye la fraccién I y de ella se retira

una alicuota para determinar su actividad inhibidora asi como su absorbancia a 280 nm.

I 2. 9. 3. - Cromatografia de intercambio catibénico

La cromatografia de intercambio idnico (aniénico o cationico), permite la separacion de
moléculas cargadas eléctricamente, mediante su adsorcion reversible en una matriz
cromagrafica de carga eléctrica neta. La separacion se consigue debido a las diferentes

afinidades de las moléculas por el intercambiador idnico, lo que se controla variando la fuerza
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idnica y el pH. El intercambiador iénico es una matriz de compuestos inorganicos, resinas
sintéticas, polisacdridos, etc., a la que se une covalentemente grupos cargados eléctricamente.
Estos grupos proporcionan iones que serdn reemplazados por otros de la misma carga sin que
la matriz resulte alterada. Dependiendo de la carga de los radicales unidos a la resina y de los
tones resultantes se tendrd un intercambiador aniénico (resina cargada positivamente) o

catiénico ( resina cargada negativamente).

Esta técnica es muy util en los estadios iniciales de purificacién de protefnas y permite

una elevada resolucién de proteinas de puntos tsoeléctricos préximos,

IIL. 2. 9. 3. 1. - Reactivos y tampdnes empleados

1.) Tampén de fosfato de sédio 20 mM (Na,HPO,/NaH,PO4), pH 5.8

(a). Solucién de NayHPOy, 20mM.

Se prepara una solucién 0,5 M, que contiene 70,98 g de NapHPO, por litro. 40 ml de

esta solucion se mezclan con 960 ml de agua destilada para tener una solucién 20 mM (pH

final 9,0).

(b). Solucién de NaH>PO4 20 mM.

Se prepara una solucién 0,5 M, que contiene 68,99 g de NaH,POy por litro. 40 ml de
esta solucién se mezelan con 960 ml de agua destilada para tener la solucién 20 mM (pH

aprox. 4,0)
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Preparacion.

Para preparar el tampén de fosfato de sédio 20 mM (Nap,HPO4/NaH,PO,) de pH 5,8,

se va afiadiendo la solucién (a) a la (b) hasta alcanzar dicho pH final.

2.) Gel

El gel S-Sepharose Fast-flow (Pharmacia), es un fuerte intercambiador catiénico que
activa en un rango de pH amplio; consiste en una matriz de Sepharosa a la que se han unido
covalentemente radicales de sulfopropilo, rodeados de iones méviles de Na*» para dar lugar a

la "forma sddica" de la resina.

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

La cromatografia se realizd a temperatura ambiente y las fracciones resultantes se
recogieron en un erlenmeyer. Los 200 ml de la fraccién I, obtenida segin lo descrito en la
seccién I11.2.8.6.2., se pasaron lentamente por una columna (3,0 x 2,5 cm} que contiene el gel
de S-Sepharose Fast Flow, previamente equilibrada con 50 ml de tampén fosfato sédico. A
contiunacién la columna se lavé con 50 ml del mismo tampén y se eluyé con 50 ml de una
solucién 1 M NaCl en el mismo buffer. El eluato resultante (fraccién II), se leyod
espectofotométricamente a 280 nm para determinar su contenido proteico y se evalud su
actividad inhibidora. Enseguida, se eluy6 la sustancia inhibidora de Pediococcus sp,n® 347
con 50 ml de NaCl 1 M en tampén fosfato sédico volviendo a evaluar la actividad inhibidora y

la absorbancia de este eluato (fraccidn II).
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II. 2. 9. 4. - Cromatografia de interaccién hidrofébica

La cromatografia de interaccion hidrofébica es una técnica de reparto en la que las
proteinas se separan en una matriz sin carga, con grupos hidréfobos basandose en sus
interacciones hidrofdbicas. La separacién proteica depende de la interaccién de los tres
componentes del sisterna: la matriz hidrofébica, el agua del solvente y el soluto hidrofobo. Por
tanto, la fuerza de la interaccion entre soluto y matriz depende de las hidrofobicidades de las
proteinas de la muestra y de la matriz (que depende del tipo y niimero de grupos hidréfobos
que contenga), y de las interacciones con y entre las moléculas del agua. Cualquer pertubacidn,
como cambio de temperatura, pH, fuerza iénica etc, que afecte a uno o mds de estos tres
componentes, influird en la distribuicion de las proteinas del soluto entre la matriz y el
solvente. Esto permite una gran flexibilidad de disefios experimentales de condiciones de

elucion, lo que confiere a la cromatografia de interaccién hidrofébica una gran versatilidad.

IMI. 2. 9. 4. 1. - Reactivos y tampones empleados

1) Tampdn de fosfato sédico 20 mM(Na,HPO,/NaH,PO,) de pH 5.8

Se prepara de la manera descrita en la seccién I11.2.8.6.1.

2) Solucién al 10 % 1 amoni 6n en 20 mM (NazHPO4/ NaH2P0O4
de pd 5.8

Contiene 100 g de sulfato aménico en un litro de tampoéon 20 mM

(Na2HPO4/NaH2PO4) de pH 5,8.
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3) Solucién tanol al 7 mpon 20 mM _(Na2HPQ4/NaH2P0O4) pH
4) Gel

Se utilizé el gel Octyl Sepharose CL-4B de Pharmacia.

III. 2. 9. 4. 2. - Condiciones de trabajo

A la fraccion I se le aiade sulfato aménico (NH4)SOy4 hasta una concentracion final de
un 10 % peso/volumen y, la muestra asi preparada, se deposita cuidadosamente en una
columna (2,0 x 20 cm) que contiene el gel "Octyl Sepharose CL-4B, previamente equilibrada
con 5 ml de una solucién al 10 % de sulfato amonio en tampén de fosfato sédico. A
continuacidn, la columna se lava con 10 ml de solucién al 10 % de sulfato amdnico y la
proteina adsorbida se eluye con 10 ml de etanol al 70 % (v/v) en agua destilada, recogiendo ¢!
eluato (Fraccién III), cuya absorbancia a 280 nm y actividad inhibidora se determinan de la

manera descrita.

HI. 2. 9. 5. - Cromatografia de Fase Reversa (CFR)

La Cromatografia de Fase Reversa es un sistema de separacién de moléculas orgdnicas
como protefnas, péptidos, dcidos nucléicos etc, basado en las diferencias de hidrofobicidad
que poseen estas biomoléculas. Esta técnica posee caracteristicas interesantes como
versatilidad, alta resolucién y recuperacién, reproductibilidad y, sobre todo,
biocompatibilidad. Esto iltimo, significa que la actividad bioldgica de las moléculas se
mantiene inalterada durante su separacién. Por ello es particularmente util en el andlisis y

purificacidn de las bacteriocinas, cuya pérdida de actividad biolégica debe ser minima o nula.
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Ademds, es un sistema recomendado como final de un protocolo de separacién, que vaga
precedido de técnicas de filtracion en geles, cromatografia de intercimbio idnico y, e€n nuestro

caso, de cromatografia de interacién hidrofébica.

La Cromatografia de Fase Reversa utiliza medios desarrollados y optimizados como
selectivos para proteinas y péptidos; dichos medios se empacan previamente en columnas
pequeiias (5x10 mm) con gradientes de alta resolucion y velocidad. Las moléculas de las
muestras son firmemente adsorbidas en la matriz de la columna y, posteriormente ¢luidas con
un solvente orgdnico. Este medio posee una matriz base de silica, estabilidad a pH 2-8, con
particulas de 5 um de tamaiio con 100 A de didmetro, y estd especilmente indicada para

biomoléculas de un peso molecular de hasta 6000 daltons.

III. 2. 9. 5. 1. - Reactivos y tampones empleados

1.) Tampén A

Solucién al 0,1 % de 4cido trifluoroacético (Merck) en agua destilada.

2.) Tampén B

Solucién al 0,1 % de en agua destilada.

III. 2. 9. 5. 2. - Condiciones de trabajo

A la fraccién III se le aiiadi6 0,1 % de dcido trifluoroacético (TFA) y se filtré por un
filtro Millipore de 0,22 um de didmetro de poro. Posteriormente la mezcla se resuspendio en

dcido trifluoroacético al 0,1 % de hasta alcanzar un volumen de 50 ml y esta solucién se pasé
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por una columna de fase reversa PepRPC HR 5/5 (Pharmacia), previamente equilibrada con el
mismo tampén e integrada en un sistema de Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas
(FPLC). Las proteinas adsorbidas a la columna se eluyeron con un gradiente lineal de 0 a 100
% de 2-propanol que contenia 0,1 % de 4cido trifluoroacético. Posteriormente, la fraccidn con
actividad inhibidora se sometié a una segunda purificacion en la misma columna, obteniéndose

asi la bacteriocina purificada ( fraccién V).

Las actividades inhibidoras del sobrenadante libre de c€lulas, asi como de las fracciones
resultantes de la purificacion, se cuantificaron mediante ensayos en placas de cultivo (Geis y

col., 1983), empleando P. pentosaceus FBB63 como microorganismo indicador.

III, 2. 9. 6. - Deteccidn y cuantificacidn de la actividad inhibidora de Pediococcus
sp347 en placas

La actividad inhibidora de las fracciones resultantes de la purificacidn de la bacteriocina
de Pediococcus sp. 347, se determind y cuantificé mediante un ensayo en placa empleando P.

pentosaceus FBB 63 como el microorganismo indicador .

II. 2. 9. 6. 1. - Técaica

Un cultivo del microorganismo indicador, se diluye hasta una concentracion de 1/20 en
medio MRS. Asimismo, 100 pl de los eluatos procedentes de la purificacion de la bacteriocina
se diluyen de forma progresiva en los pocillos de la placa microtituladora hasta concentraciones
de 1/2, 1/4, 1/8. etc. A continuacién el volumen de los pocillos se completa hasta 200 pi con
100 pl de la dilucién del mnicroorganismo indicador y las placas se incuban a 32 °C durante 6
horas. La cuantificacién de Ia inhibicién del crecimiento del microorganismo indicador se

realiza mediante la lectura spectrofotométrica de tas placas a 600 nm con un lector Titertek
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Multiskan Plus.

Una unidad de bacteriocina (UB) se define como la concentracién de bacteriocina que

inhibe el crecimiento del microorganismo indicador en un 50 %.

III. 2. 10. - Determinacidn de la composicién aminoacidica de la sustancia

antimicrobiana de P sp. 347, por Cromatografia I.iquida de

-Alta Eficacia (HPLC)

Los aminodcidos presentes en la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de

Pediococcus sp. 347, se determinaron por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.

I1I. 2. 10. 1. - Digestién 4dcida de la muestra problema

A 10 mg de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada (seccién II. 2. 8. 1), se
le afiadieron 5 ml de HCI 6N y se calentaron a bafio maria con glicerina a 120 °C durante 24 h,
para que la muestra experimentara una hidrélisis dcida. Después de enfriar el hidrolizado a
temperatura ambiente, se filtré por un filtro Millipore de 0,22 pm de didmetro de poro. A
continuacién se liofilizé y se resuspendid en 750 pl de una solucién de HC1 0,2N. Enseguida
se le afiadieron 0,1 ml de una solucidn de norleucina en HC1 0,2N que contenia 10 mg/ml . La
norleucina, de la que carecen normalmente las muestras a analizar, s¢ utilizé como estdndar

interno.

III. 2. 10. 2. - Preparacidn de log patrones

10 mg de cada uno de los aminodcidos patrén y de norleucina se disolvieron por
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separado en 10 ml de una solucién de HC1 0,2N. La digestién dcida de los aminodcidos
patrén, se realizd siguiendo la técnica descrita anteriormente (I1.2.10.1). Los aminodcidos

patrén empleados procedian de un "kit" comercial de Sigma.

iii. 2. 10. 3. - Marcado v derivatizacidn de los aminodcidos

Para detectar los aminodcidos presentes en las muestras antes descritas, los libres se
conjugaron con fenilisotiocianato (PITC), siguiendo el método descrito por Yang y Sepulveda

(1985), con algunas modificaciones.

De las muestras citadas se tomaron alicuotas de 20 gl que se depositaron en tubos de
ensayo que contenian 200 pl de una solucidn marcadora compuesta de 7 partes de alcohol
etilico, 2 partes de trietilamina y una parte de PITC. Los tubos se mantuvieron 10 minutos a
temperatura ambiente para favorecer la reaccion de conjugacién o marcado. Transcurrido este
tiempo, s¢ evapord a sequedad el contenido de los tubos con ayuda de una corriente de N2 lo
que a 50-52 °C requeria unos 30 minutos. Las muestras resultantes, se resuspendieron en 500
il de tampén fostato 0,5 M de pH 7.4, con un 5 % de actonitrilo y se filtraron por un filtro
Millipore de 0,45 um de didmetro de poro. Las muestras asi preparadas se mantuvieron en

refrigeracién durante un tiempo no superior a 6 h hasta su analisis por HPLC.

ITI. 2. 10. 4. - Desarrollg cromatogréfico

Los aminodcidos marcados se separaron en una columna de fase reversa SUPELCO,
termostatada de 25 x 4,6 cm, 5 {in con relleno de Organoclorasilano de tamaiio de particula, .
Los aminodcidos se eluyeron de la columna utilizando un gradiente de las siguientes

disoluciones:
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Disolucién A: tampén acetato sédico 0,03 M de pH 6,8 y 0,05 % de trietilamina.

Disolucién B: Acetonitrillo al 90 % en agua de calidad HPLC.,

En la Tabla II1.2, se muestra ¢l gradiente utilizado. El desarrollo cromatografico se
realizd a una temperatura constante de 35 °C, para lo que la columna se introdujo en un bafio de
agua termotastado a dicha temperatura. La deteccién de los aminodcidos se realizé en un

detector de ultravioleta visible a 254 nm.

III. 2. 10. 5. - Identificacién v cuantificacién de los aminodcidos

La identificacién de los amindcidos se realizé con los patrones descritos, mientras su
cuantificacidén se baso en las grdficas patrones elaboradas teniendo en conta las siguientes
relaciones: concentracion aminodcido problema/concentracién norleucina y drea animodcido

problema/ drea norleucina.
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Tabla III. 2. - Condiciones de 1a Cromatografia Liguida de Alta Eficacia (HPLC) para la
determinacién de la composicién aminoacidica de la sustancia antimicrobiana

de Pediococcus sp. 347.

Tiempo Flujo Duracién

(min) {ml/min) % solucién B (min)
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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II. 2. 11. - Concentracién inhibidora minima (CIM) de 1a sustancia

antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 en diversos microorganismos
indicadores

Para determinar la concentracidn inhibidora minima (CIM), 5 mg de la proteina
purificada, disueltos en 1 ml de tampdn fosfato 4 mM de pH 7,0 se diluyeron 2, 4, 8 y 16
veces. De cada dilucién ( 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) se tomaron alicuotas de 30 pl cuya actividad
antimicrobiana se evaludé segiin la técnica descrita en la secion 1L 2. 3. 3. 2. Como
microorganismos indicadores se emplearon L. fermentum CECT285, Carn. divergens LV13,
List. monocytogenes 7973, L15 sv 1/2 y Scott A, Staph. aureus FRI 137, FRI 349 y FRI 362,
Cl. botulinum 551 y Cl. perfringens 376.

La concentracién inhibidora minima se define como la concentracién minima de
proteina que produce un halo de inhibicién en el medio sélido de crecimiento, en el que se
desarrolla el microorganismo indicador. En este ensayo, dnicamente se consideraron como

halos de inhibicién los que tenian un radio mayor de 1 mm.

MI. 2. 12. - Caracterizacidén inmunolégica parcial de la sustancia antimicrobiana
de i s sp. 347

III. 2. 12, 1. - Qbtencién de los extractos antigénicos

Como extractos antigénicos se emplearon los de la sustancia antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347, obtenidos de la manera descrita en la seccion III. 2. 8. 1. Para
inmunizar los conejos, se les inyectaron de 1a 4 mg de la sustancia antimicrobiana emulsionada

en (,5 ml de Adjuvante Completo o Incompleto de Freund (Difco) y en 1 ml de agua destilada.
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III. 2. 12 2. - Determinacidn de la proteina

Para determinar el contenido proteico de los extractos antigénicos, de los
inmunosueros y de otros reactivos, se utilizé la técnica de Folin-Ciocalteau, descrita por

Lowry y col. (1951), realizada de la manera descrita en la seccién II1. 2. 8. 2.

II. 2. 12. 3. - Obtencidn de los inmunosueros

Los inmunosueros frente a la sustancia antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp,
347 se obtuvieron en 2 conejos machos de raza Nueva Zelanda de 2,5 kg de peso vivo

aproximadamente.

I .2. 12. 3. 1. - Pauta de inmunizacién

Los conejos, se inocularon por via subcutdnea a ambos lados de la columna vertebal,
comenzando en la proximidad de la zona cervical. La zona se depilé y desinfect6 perfectamente
antes de las inyecciénes. Como indculo se emplearon 1-4 mg del antigeno emulsionados en
una mezcla de 0,5 mi del Adyuvante Completo o Incompleto de Freund (Difco) y 1 ml de agua

destilada estéril; las inyecciones se realizaron durante 77 dias a intervalos de 7 dias (Tabla

ITL.3).

Antes de la primera inoculacion se realizé una sangria parcial inicial (S,) para
comprobar la ausencia de reactividad de los animales frente a la sustancia antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347 . Asimismo a los 21, 42 y a los 70 dias de la inmunizacion se realizaron,
respectivamente, las sangrias parciales S1, §2 y S3 con el fin de verificar la efectividad de las
inoculaciones.Con este fin los animales se colocaban en una caja de sujeccién que solo dejaba

libre la cabeza. La sangre se obtenia de la vena marginal de la oreja, que previamente se¢
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friccionaba con algodén empapado en xilol, para producir una vasodilatacién que favoreciera la
sangria. A continuacién se efectuaba la puncién con una aguja hipodérmica, o bien se
seccionaba cuidadosamente el vaso sanguineo elegido con un bisturi, recogiéndose de 5 a 10
ml de sangre. La sangre extraida se centrifugaba a 2000 g durante 10 minutos. El codgulo se
desprendia de las paredes laterales con una espdtula o aguja y el sobrenadante, que cuando fué
necesario se centrifugé de nuevo en como queda dicho, se extrajo con ayuda de una jeringa y
se distribuyé en viales de 2 ml, junto con unas gotas de azida de sédio al 0,01 % que actuaba
como agente conservador. Los viales, perfectamente cerrados, se conservaron a -20 °C hasta el

momento de su empleo.

IH. 2. 12, 3, 2. - Sangria final

Colocado el animal en una mesa de Palmer en posicién de decibito supino e
inmovilizado por las 4 extremidades, se anestesiaba por via intramuscular con Ketolar

(Clorhidrato de Ketamina) a la dosis de 10 mg/Kg de peso.

Después de depilar y desinfectar perfectamente la zona inferior del cuello, con el

material quinirgico apropiado se practicaban las incisiones cutdneas siguientes:

1. Longitudinal a lo largo de la linea media ventral
2. Transversal a nivel de la segunda vertebra cervical

3. Transversal a nivel de la sexta vertebra cervical

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

sternothyroideus y Ms. sternothyroideus.
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Tabla III. 3. - Pauta de inmunizacién de los conejos, por inoculacién subcutdnea de

la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347.

Adyuvante Adyuvante
Extracto antigénico Completo Incompleto
parcialmente purificado  de Freund de Freund
Dias (mg) (ml) (mb) Sangria
0 1 05 0 - So
7 1 - 0,5 S
14 1 me-- 0,5 ----
21 1 - 0,5 Sy
28 2 ---- 0,5 oty
35 2 - 0,5 ---
42 2 - 0,5 So
49 - 3 == 0,5 -
56 3 S 0,5 wee
63 3 ---- 0,5 ==
70 3 ---- 0,5 S3
77 4 ---- 0,5 St
So = Sangria inicial S3 = sangria parcial dia 70
S1 = sangria parcial dia 21 Sf = sangria final dfa 77

S2 = sangria parcial dia 42
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Por el borde lateral del Ms. sternothyroideus se disecé en profundidad, hasta llegar al
paquete visculonervioso situado a uno y otro lado de la traquea. (A. carotis comunis, V.
Jugularis y Troncus vago-simpathicus). Se disec6 la A. carotis comunis y con una pinza tipo

"mosquito” se fijé el N. vagus, que continud unido al tronco vascular.

De este modo, al efectuar la seccién de la arteria se puede dirigir el flujo sanguineo a un

tubo o recipiente donde se recoge la sangre.

Cuando disminuye el flujo, se recomienda aplicar un masaje cardiaco con ¢l fin de
conseguir el mayor volimen de sangre posible. De cada animal se recogieron de 120 a 150 ml
de sangre. L.a sangre extraida se vertié lentamente, en un tubo, a fin de evitar en lo posible su

hemolisis y se manipulé de la manera descrita en el apartado anterior.

HI. 2. 12. 4. - Técnicas inmunolégicas

II. 2. 12. 4. 1. - Inmunodifusién cldsica en geles de agarosa, seguin la técnica
de Ouchterlony, modificada por Chordi v Kagan (1964

Es una técnica ficil de realizar, que permite identificar los componentes de una mezcla
antigénica compleja y compararlos con los antigenos de referencia. La difusion de una
sustancia en un medio liquido, es un proceso por el que la sustancia se transporta de una parte
del flutdo a otra, en funcién del movimiento de sus moléculas. El soporte utilizado es un gel
de agarosa, cuyo tamafio de poro es suficientemente grande para impedir que la sustancia que
difunde interaccione fisica o quimicamente con el agente gelificante. Cuando el antigeno y el
anticuerpo se encuentran, forman agregados que exceden del didmetro del poro, lo que impide

que difunda el complejo antigeno-anticuerpo.
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III. 2. 12. 4. 1. 1. - Preparacién del gel de agarosa

La composicién del gel por 100 ml es la siguiente: 1 g de agarosa, 0,85 g de NaCl y
0.01 g de azida sédica. Una vez disueltos los componentes, se calienta la solucién al bafio

maria, a 80-90 °C, durante 30 minutos.

III. 2. 12. 4. 1. 2. - Preparacién de las placas de inmunodifusién

Se utilizaron portaobjetos de vidrio de 7,5 x 5 cm, que se situaron sobre una mesa
niveladora, depositando sobre cada uno de ellos 6 ml de una solucién de agarosa caliente.
Finalizada la gelificacién y con ayuda de un molde construido para tal fin, se realizaron en la
agarosa cortes circulares para disponer de pocillos cuyas caracteristicas se indican mds abajo.
Los discos de agarosa, una vez cortados, se desprendian de los portaobjetos con un vistago

metdlico.

La disposicién y el tamaifio de los pocillos, fué la siguiente: uno central, de 12 mm de
didametro y seis periféricos, rodedndole en roseta, de 6 mm de didmetro. La distancia entre el

pocillo central y los periféricos fué de 7 mm.

Con la ayuda de una micropipeta autorndtica, en cada pocillo periférico se depositaron
50 Ul de la solucién antigénica a analizar, mientras el pocillo central se llend con 150 pl del
inmunosuero correspondiente. Previamente al llenado de los pocilles, se deposit6 en cada uno
de ellos una gotita de agarosa caliente para evitar que las distintas soluciones difundieren entre

la capa de gel y la superficie de 1a ldmina de vidrio.

Los portaobjetos asi preparados, se depositaron en un portaplacas que se introdujo en

una cubeta que contenia 10 ml de una solucién de azida de sodio al 1 %, para inhibir el
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crecimiento bacteriano y para mantener un grado de humedad qgue evitase la evaporacion del
contenido de los pocillos. La cubeta, una vez cerrada, se mantuvo a 37 °C durante 24 horas.
Finalizada la incubacidn, los portaobjetos se lavaron durante 48 horas en una solucién de NaCl
al 0,85 %, secdndose a continuacidn, primero con una tira de papel de filtro Whatman n? 1
colocado encima de la agarosa y, después, en una estufa a 37 °C . Cuando se seca el gel, el
papel se desprende con facilidad de la superficie de la placa. Una vez secos, los portaobjetos se
tifieron durante dos horas en una solucién que contenia 90 partes de metanol, 10 de icido

acético y 1g de negro amida 10B (Merck).

A continuacidn, los portaobjetos se lavaron durante 30 minutos en una solucidén de
dcido acético al 5 %. Finalmente, se eliminé el 4cido acético, lavando varias veces con agua

destilada y posteriormente se secaron a 37 °C en estufa.

IIL 2. 12. 4. 2. - Técnicas inmunoenzimdticas (ELISA)

II1. 2. 12. 4. 2. 1. - Técnica del ELISA indirecto

En este trabajo se han utilizado dos procedimientos diferentes de ELISA indirecto. El
primero fué un ELISA indirecto cldsico, empleando un conjugado comercial de anticuerpos
anti-especie de conejo conjugados al enzima peroxidasa de rabano. En el segundo, se utilizd un

sistema de amplificacién biotina-avidina.

{II.2. 12 .4.2.2. - Técnica del ELISA indirecto cldsico

En esta técnica los antigenos se inmovilizan, mediante adsorcion pasiva, en una
superficie inerte; los anticuerpos especificos reconocen a los antigenos correspondientes y el

complejo formado lo detecta un segundo anticuerpo marcado con un enzima, que reconoce
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como antigenos a los anticuerpos anteriores. L.a reaccion es visible porque al actuar el enzima

sobre el sustrato se libera un compuesto coloreado.

a) Obtencién de los extractos antigénicos

Como antigenos se emplearon la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de
Pediococcus sp. 347 (seccidn 111.2.7.2.}, los sobrenadantes libres de células de Pediococcus
sp. 347 y los sobrenadantes de una bacteria ldctica que carecia de actividad inhibidora frente a
los microorganismos indicadores. También se utilizaron los sobrenadantes libres de células de
distintas bacterias lacticas con actividad inhibidora frente a diversos microorganismos
indicadores. Todos los microorganismos citados se desarroliaron en medios liquidos MRS y

MM-triptosa.

b) Anticuerpos

Se utilizé el inmunosuero total procedente de la inmunizacién de congjos con la

sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347.

¢) Conjugado

El conjugado utilizado fué€ uno de anti-inmunoglobulinas de conejo obtenidas en cerdo

y marcadas con peroxidasa de rdbano (Nordic).
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d) Tampones v reactivos

1. - Tampén PBS de pH 7.2

NaCl 8,0 g
KH2POy4 02 g
Na2HPOy 2,9 g
KCl 02 g
Agua destilada hasta ! L

2. - Tampén PBST

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

3. Tampdn de dcido citrico-fosfato de pH 3.9

a) Preparar una solucion de dcido citrico monohidratado 0,1M, disolviendo

21,01 g en 1.000 ml de agua destilada.

b) Preparar una solucién de NapHPQ4 0,2 M, disolviendo 28,4 g en 1.000 ml

de agua destilada.

¢) Mezclar las dos soluciones hasta obtener un pH de 3.9.
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4. - Sustrato

Preparar una solucién de 15 mg/ml de dcido 2-2'-azino-bis-3-etil-benzotiazolina sulfénico
(ABTS, Sigma) en agua destilada y, después, preparar una mezcla de la siguiente

composicién:

- Solucién de ABTS (15 mg/ml) 0,4 mi
- Tamp6én citrico-fosfato, pH 3,9 10,0 mi
- Hp0» (30 % en volumen) 20,0 ul

5. - Solucion de frenado

Fluoruro sédico (Nak') al 2 % en agua destilada.

6. Solucién de tapizado

Gelatina al 1 % en tamp6n PBS.

¢) - Metodologia del ELISA indirecto clisico

Los pocillos de una placa de ELISA (Costar 3590) se llenaron con 100 pl del antigeno
correspondiente, diluido en tampén PBS, de pH 7,2 (cuando el antigeno era un cultivo libre de
c€lulas se depositaban directamente 100 pl de dicho cultivo en cada pocillo); la placa se incubd
durante una hora a 37 °C, tras lo cual se lavd 5 veces con PBST para eliminar el exceso de
antigeno no adsorbido en tos pocillos. Una vez seca la placa y, para tapizar las zonas del
pocillo en las que no se hubiera adsorbido el antigeno, se afiadieron a cada pocillo 200 ul de

gelatina al 1 % en PBS y la placa se incub6 durante una hora a 37 °C. Tras lavar la placa otras
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cinco veces con PBST, se aftadieron a los pocillos 100 pl del suero de conejo diluido en
PBST; la placa se incubé en un agitador de placas de ELISA durante una hora a temperatura
ambiente. Terminada la incubacidn, se lavé de nuevo cinco veces con PBST para eliminar los
complejos antigeno-anticuerpo formados en la neutralizacién asf como los restos de anticuerpo
que no reaccionaron. Seguidamente se adicionaron a los pocillos 100 ul del conjugado
anti-conejo diluido en PBST y, de nuevo, se mantuvo la placa en el agitador de placas ELISA,
durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar la placa cinco veces con agua destilada
para eliminar los restos de conjugado libre, se afadieron a cada pocillo 150 pl del sustrato y se
mantuvo la placa en el agitador durante 45 minutos a temperatura ambiente, antes de parar la
reaccidn al adicionar a cada pocillo 50 pl de NaF al 2 %. El color verde de los pocillos se
cuantificéd midiendo su absorbancia a 405 nm en un lector espectrofotométrico de placas de

ELISA.

En la prueba descrita siempre se realizaban, ademas, los siguientes controles:

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

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

- Control del conjugado: Conjugado + sustrato.

Si en alguno de los controles se alcanzaba una A4p5 mayor de 0,150 el experimento s¢

consideraba nulo.
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IIL. 2.12.4.2. 3, - Técnica del ELISA indirecto utilizando el sistema de
amplificacién biotina-aviding

La diferencia con la técnica anterior se basa en que los anticuerpos obtenidos por
inmunizacién de los conejos se conjugan con la biotina, y la deteccién del complejo
antigeno-anticuerpo/biotina se realiza con un conjugado de avidina o estrepto-avidina marcada

con peroxidasa de rdbano.

En los dltimos afios, se ha visto que el complejo avidina-biotina es un mediador muy
atil y versdtil en una gran variedad de aplicaciones analiticas, incluidas las técnicas
inmunoenzimdticas. El hecho de que en poco tiempo se haya generalizado su uso en campos
muy diversos, se debe a la elevada afinidad (1015 M-1) de la avidina por la biotina y a la gran

estabilidad de esta interaccion no covalente.

Utilizando las propiedades del complejo biotina-avidina, se pueden amphficar las
reacciones inmunoenzimdticas (ELISA). En este caso, los anticuerpos especificos de la
reaccion se conjugan con la biotina (biotinizacién) y se detectan con un conjugado de
avidina-enzima, en lugar de hacerlo con las anti-inmunoglobulinas de la especie de la que

procede el anticuerpo unido al enzima.

HI. 2.12. 4. 2. 3. 1. - Biotinizacion de los anti

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

tratamiento previo antes de conjugarse a la biotina.

a.) Obtencién de los anticuerpos a partir del inmunosuero
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1) Tampones v reactivos

2) Solucis 1a de sulfato amani

Se obtiene disolviendo lentamente 76,1 g de (NH4)2SO4 en 100 ml de agua destilada,

hasta que la solucidn precipita. Momentos antes de su empleo, esta solucién se filtra por papel

de filtro Whatman n? 1 y su pH se ajusta a 7,4 con NaOH 1N.

b) Tampén de PBS de pH 7.4

Obtenido tal y como se describe en la seccion 111 2. 12. 3. 3.4.) 1.)

Procedimiento

25 ml del suero de los conejos inmunizados se centrifugan a 3.000 g durante 10
minutos. Al sobrenadante obtenido se le afiade un volumen igual de solucidn saturada de
sulfato amonico y se deja reposar a 4 °C durante 12 h. Pasado este tiempo, se¢ realiza una
segunda centrifugacién a 3.000 g durante 30 minutos y el precipitado obtenido tras la
eliminacién del sobrenadante se diluye en 12,5 ml de tampén PBS. Los anticuerpos asi

obtenidos se dializan frente a PBS y se liofilizan antes de conjugarlos con la biotina.

b.) Conjugacién de los anticuerpos purificados con la biotina
Los anticuerpos precipitados se conjugan con el éster biotin

amidocaproato-N-hidroxi-succinimida (Sigma), siguiendo la técnica de Bonnard y col. (1984),

con ligeras modificaciones. Se procedié como sigue:
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1. Preparar una solucidn del reactivo de biotina (Img/ml de dimetilsulféxido).

2. Utilizando como dilsolvente tampon PBS de pH de 7,2, se prepara una

solucién del anticuerpo precipitado (con una concentracién de, al menos, 1-3 mg/ml).

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

biotina/anticuerpo de 50/1.

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

5. La biotina gue no reacciona se elimina didlizando la mezcla frente al tampon

PBS (16 h a 4 °C).

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

hasta el momento de su utilizacién.

L. 2. 12. 4. 2. 3. 2. - Metodologia del ELISA indirecto utilizando el sistema de
amplificacién biotina-avidina

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

ELISA indirecto cldsico (seccidén II1.2.11.4.6.1), salvo que el conjugado empleado es el

comercial de Streptavidina/peroxidasa (Sigma).
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II. 2. 12. 5. - Deteccidén_inmunoldgica de sustancias antimicrobianas ¢n los

sobrenadantes libres de células de diversas bacterias ldcticas de

origen cArnico

Para diferenciar la sustancia responsable de la actividad antimicrobiana de Pediococcus
sp. 347, de las producidas por otras bacterias de origen cdrnico, se utilizé el método del Elisa
indirecto descrito en la seccidn 111.2.12.4.2.3.2. Como extractos antigénicos se utilizaron los
sobrenadantes libres de células de diversas bacterias lacticas de origen cdrnico que producian

sustancias antimicrobianas y que habian sido aisladas en nuestro laboratorio.

IIL. 2. 12. 6. - Deteccién de la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp, 347 en

diferentes extractos carnicos

III. 2. 12. 6. 1. - Obtencidn de los extractos carnicos

Se prepararon tres extractos antigénicos que denominamos: ECA (extracto cdrnico de

aves), ECB (extracto carnico de bovino) y ECC (extracto cdrnico de cerdo).

LLa carne necesaria para la preparacién del extracto antigénico ECA, procedia de los
musculos que integran la pechuga: Ms. pectoralis major y pectoralis minor. En el caso del
extracto antigénico ECB, se utilizaron filetes de babilla, integrados por los musculos de la
region femoral anterior: Ms. rectus femoris, Ms. vastus medialis y Ms. vastus lateralis. El
extracto antigénico de carne de cerdo ECC se elabor6 con parte del Ms. glutaeus superficialis

y Ms. biceps femoris.

Las distintas piezas de carne se trasladaron ridpidamente, en condiciones de

refrigeracion, al laboratorio donde s¢ procedi6 a disecar los miisculos, procurando eliminar los

145



MATERIALES Y METODOS

tendones, las aponeurosis y 1a grasa visible.

En todos los casos, se trocearon 500 g de los miusculos correspondientes en
fragmentos cuadrados de unos 8 mm de lado que a continuacién se homogeneizaron en una
solucidn de NaCl al 0,85% (100 g de carne/300 ml de solucién salina). Concluida esta
operacion, los extractos se agitaron una hora a 4 °C y después se dejaron estar 24 horas a la
misma temperatura. Las muestras refrigeradas se centrifugaron a 1500 g durante 5 minutos a
una temperatura de 4 °C. El sobrenadante se filtré por papel Whatman n? 1 y las muestras, una
vez liofilizadas, se colocaron en un desecador de vidrio que se mantuvo en una cdmara

frigorifica a 41 °C.

El contenido proteico de los extractos antigénicos se determind con la técnica de

Folin-Ciocalteu segiin Lowry vy col., (1951), descrita en la seccidén 111.2.12.2,

II. 2. 12. 6. 2. - Neutralizacion de los anticuerpos anti-P347

La neutralizacién o bloqueo es un procedimiento sencillo para eliminar las reacciones
cruzadas de los anticuerpos con otros extractos antigénicos. Con el fin de neutralizar la
actividad de los inmunosueros frente a las proteinas musculares solubles de diversas especies
animales, los inmunosueros se incubaron con los extractos antigénicos que originaban estas
reacciones cruzadas. Para ello los inmunosueros, convenientemente diluidos en tampén PBST
(PBS, pH 7.2, con un 0,5 % de Tween 20), se incubaron con una cantidad adecuada
(determinada experimentalmente), de extractos antigénicos liofilizados frente a los que

preducian reacciones cruzadas, primero a 37 °C durante 2 h y, luego a 4 °C durante 16 h.

La neutralizacién de los anticuerpos anti-P347 se realizé diluyéndolos en tampén PBST

que contenia una mezcla de proteinas musculares solubles de aves, bovinos y cerdos a una
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concentracién de 1,0 mg/ml o bien a concentraciones 10, 30, 50, 70 y 100 veces menores
(dilucién 1:10, 1:30, 1:50, 1:70 y 1:100). Una vez agitada enérgicamente la mezcia, se

mantiene 16 horas a 4 °C, tras lo qual puede usarse en el ELISA indirecto.
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CAPITULO IV

RESULTADOS
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IV. - RESULTADOS

IV. 1. - Aislamiento y seleccién de bacterias ldcticas

Alicuotas de los homogenizados de los embutidos crudos curados, obtenidos de la
manera descrita en la seccién I11.2.2, se sembraron en placas de Petri que contenian los medios
MRS o PCA y se incubaron durante 3 dias a 32 °C. Los recuentos obtenidos, tanto de
microorganismos totales como de bacterias ldcticas, se resumen en la Tabla IV.1. De ellos se
deduce que pricticamente la totalidad de la flora bacteriana de los embutidos analizados se
encuentra constituida por bacterias ldcticas. De las placas de MRS se seleccionaron al azar 956

colonias, que se conservaron en congelacién a - 18 °C hasta su empleo en posteriores estudios.

IV. 2. - Actividad antimicrobiana de las bacterias lidcticas seleccionadas

IV. 2. 1. - Actividad inhibidora directa

La actividad inhibidora directa de las 956 bacterias lacticas seleccionadas, se evalué de
la manera descrita en la seccién IIL2.3.2, utilizando L. fermenturm CECT285 como
microorganismo indicador. De ellas 780 mostraron halos de inhibicién definidos y de bordes
nitidos frente al microorganismo indicador lo que representa el 82 % del total de las bacterias

lacticas seleccionadas.

De estas 780 cepas, se seleccionaron las 54 que mostraron una mayor accidn
antimicrobiana, lo que se manifestaba por la presencia de una halo de inhibicidn de gran
tamafio, de bordes nitidos y sin que en su interior se observaron colonias resistentes del

microorganismo indicador (Figura 4.1).
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TABLAIV. 1. - Recuentos bacterianos en placas de PCA y MRS, inoculadas con

homogenizados de los embutidos crudos curados @

Medio de cultivo
PCA MRS

Muestra 1:

Microorganismos totales 3,2x 108 —

Bacterias ldcticas J— 1.8 x 108
Muestra 2:

Microorganismos totales 23 x 109 —

Bacterias lacticas — 1,9 x 109

4, Recuentos expresados en ufc/ml
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Figura IV.1 - Actividad inhibidora directa de las bacterias ldcticas aisladas de

embutidos crudos curados, frente a Lactobacillus fermentum CECT28S.
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IV. 2, 2.- Actividad inhibidora de los sobrenadantes copcentrados libres de células

Los sobrenadantes concentrados libres de células de las 54 cepas de bacterias ldcticas
seleccionadas, se obtuvieron de la manera descrita en la seccién I11.2.3.3.1. La actividad
inhibidora de los sobrenadantes se evalud frente a L. fermentum CECT28S5, Staphylococcus
aureus y frente a varias cepas de Listerias monocytogenes, de acuerdo con la metodologia
descrita en la seccion 111.2.3.3.2. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 4.2. a
4.7. Ya que todas las cepas analizadas tenian una actividad inhibidora similar se seleccionaron al
azar 6 cepas con las que se realizaron otras experiencias. Las cepas seleccionadas fueren las 9,
11, 24, 26, 31, y 48, que corresponden a las cepas 209, 211, 241, 346, 347 y 438 aisladas

Inicialmente.

IV. 3. - Identificacidn v caracterizacién bioquimica parcial de las bacterias ldcticas

seleccionadas

La bacterias ldcticas seleccionadas se sometieron a la mayoria de las pruebas
recomendadas por Schillinger y Liicke (1987b), para la identificacion rdpida de las bactenias
l4cticas aisladas de la carne y productos cdrnicos; dichas pruebas son las resefiadas en la

seccién II1.2.4,

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

Los resultados de la tincién de las muestras con el método de Gram se muestran en la
Tabla IV.2. Al microscépio se observé la presencia de cocos Gram-positivos, relativamente
pequeiios, que formaban pares y a veces se agrupaban de cuatro en cuatro como racimos de

uva.
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25 F A

20r

Diametro del halo de inhibicion (mm)

1 23 45 6 7 8 910611121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Cepa n?

25 F B

Diametro del halo de inhibicion (mm)

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Cepa n*

Figura 4.2 . - Actividad inhibidora frente a Lactobacillus fermentum CECT285, de los
sobrenadantes concentrados libres de células de las 54 bacterias lacticas

seleccionadas.
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25 F A

Diametro del halo de inhibicion (mm)

123 43567 8 91011121314151617 181920212223 242526727

Cepa n?

25 | B

Diametro del halo de inhibicién (mm)

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 533 54

Cepa n®

Figura 4.3. - Actividad inhibidora frente a Listeria monocytogenes NCTC5103, de los
sobrenadantes concentrados libres de células de las 54 bacterias lacticas

seleccionadas.
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Diametro del halo de inhibicién (mm)

1 2 3 45 67 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Cepa n?

Diametro del halo de inhibicién (mm)

28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Cepa n*

Figura 4. 4. - Actividad inhibidora frente a Listeria monocytogenes NCTCT973 de los
sobrenadantes concentrados libres de células de las 54 bacterias lacticas
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seleccionadas.

i A

1 23 456 7 8 %1011121314151617 18 192021 2223 24 252627

Cepa n®

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Cepa n®

- Actividad inhibidora frente a Listeria monocytogenes NCTCSsv1/2, de los
sobrenadantes concentrados libres de células de las 54 bacterias ldcticas

seleccionadas.
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Diametro del halo de inhibicion (mm)

1 23 456 7 8 91011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Didmetro del halo de inhibicion (mm)

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Cepa n®

Figura 4. 6. - Actividad inhibidora frente a Listeria monocytogenes Scott A, de los
sobrenadantes concentrados libres de células de las 54 bacterias ldcticas

seleccionadas.
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251 A

Diametro del halo de inhibicion (mm)

1 23 456 7 8 9101112131415 1617 18 1920 21 2223 24 25 26 27

Cepa nt

Diametro del halo de inhibicion (mm)

28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54

Cepa n®

Figura 4.7. - Actividad inhibidora frente a Staphylococcus aureus FRI137, de los
sobrenadantes concentrados libres de células de las 54 bacterias lacticas

seleccionadas.
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IV.3. 2. - Prueba de la catalasa

Todas las cepas analizadas fueron negativas a la prueba de la catalasa (Tabla IV.2).

IV. 3.3, - Crecimiento a diversas temperaturas

En la Tabla IV.2 se muestra el desarrollo de las bacterias lacticas seleccionadas a 4, 8,
15 y 45 °C. Todas las cepas crescieron bien a 15 y 45 °C, a 8 °C lo hicieron débilmente y

ninguna cepa lo hizo a 4 °C.

IV. 3. 4. - Tolerancia al ¢cloruro sédico

La prueba se realizd de la manera descrita en la seccion 111.2.4.4. Los resultados

indican que todas las cepas crecen bien tanto con un 7 %, como con un 10 % de NaCl (Tabla

IV-2).

IV.3.5. - Tolerancia al pH 3.9

Como se observa en la Tabla IV-2, todas las cepas se desarrollaron en medio MRS

ajustado con HC1 1 N a un pH de 3.9.

IV.3. 6. - Hidrélisis de la arginina
La Tabla IV.2 indica que todas las cepas hidrélizan la arginina. Esta reaccidn es

negativa cuando no hay modificacién del color del medio y positiva cuando adquiere una

tonalidad marrén oscura.
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Tabla IV. 2. - Caracteristicas morfoldgicas y bioquimnicas de las bacterias ldcticas seleccionadas

Cepan®
Caracteristica
209 211 241 346 347 438
Morfologia coCos COCos COCOS  COCOS COCos COCOS
Tincién de Gram + + + + + +
Catalasa - - - - - B,
Hidrdlisis Arginina + + + + + +
Produccién COp - - - - -
Produccion HpS - - - - -
Voges-Proskauer - - - - -
Crecimiento:
7 % NaCl + + + + + +
10 % Na(l + + + + + +
4 °C - - - - - -
8 °C d d d d d d
15°C + + + + + +
45 °C + + + + + +
pH 3.9 + + + + + +

d= Crecimiento débil
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IV.3.7. - Produccién de gas

En la Tabla IV-2 se observa que ninguna de las cepas analizadas produjo CO2 a partir
de los carbohidratos utilizados. Los andlisis se realizaron segin la metodologia descrita en la

seccion 111.2.4.7,

IV. 3. 8. - Produccidn de sulfidrico

Esta prueba realizada segiin la metodologia descrita en la seccidn 111.2.4.8, fue siempre

negativa (Tabla IV-2).

IV. 3.9 - Produccién de acetoina

La capacidad de producir acetoina se estimé de la manera descrita en la seccidn
11.2.4.6. De los resultados de la Tabla IV-2 se deduce que ninguna de las cepas analizadas
produce acetoina.

IV.3.10. - Utilizacién de los hidratos de carbono

La capacidad de las cepas seleccionadas de utilizar diversos carbohidratos se evalué
segiin el procedimiento descrito en la seccidén 111.2.4.10. Los resultados obtenidos se muestran
en la Tabla I'V.3. De ellos se deduce que:

a) Todas las cepas analizadas utilizan los siguientes carbohidratos: L-arabinosa, ribosa,

D-xilosa, galactosa, D-glucosa, D-fructosa, D-manosa, N-acetilglucosamina, gentibiosa,

sacarosa, amigdalina, arbutina, esculina, salicina y celobiosa.
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b) Ningunas de las cepas utilizé los siguintes carbohidratos: eritritol, D-arabinosa,
L-xilosa, adonitol, P - metil D-xildsido, L-sorbosa, ramnosa, dulcitol, inositol, manitol,

sorbitol, o - metil D-mandsido, o - metil D-glucdsido, maltosa, lactosa, melibiosa, trealosa,
1nulina, melecitosa, D-rafinosa, almidén, glucégeno, xilitol, D-turonosa, D-xilosa, D-tagatosa,

D-fucosa, D-arabitol, L-arabitol, gluconato, 2-cetogluconato y 5-cetogluconato.

Dados los resultados de las pruebas descritas y el esquema de identificacion de
Schillinger y Liicke (1987b), asi como las caracteristicas descritas por Garvie (1986), se

deduce que todas las bacterias lacticas seleccionadas pertenecen al género Pediococcus.

162



RESULTADOS

Tabla IV. 3. - Utilizacién de carbohidratos por las bacterias licticas seleccionadas

Cepan®
Cabohidrato

209 211 241 346 347 438

Glicerol - - - . - .
Eritritol - - - - - ,
D-Arabinosa - - - - - ,
L.-Arabinosa + + + + +
Ribosa + + + + + +
D-Xilosa + + + + +
[.-Xilosa - - - - - ;
Adonitol - - - - - B,
B-Metil-D-xil6sido - - - - - .
Galctosa + +
D-Glucosa + +
D-Fructosa + +

* %

M+ o+ + I+

D-Manosa

1
i
]
i

Sorbosa - -

Ramnosa - -
Dulcitol -

I[nositol - - - - - -
Manitol - - - - - -
Sorbitol - - - - - -
o-Metil D-Manésido - - - - -

a-Metil D-Glucésido
N-acetilglucosamina
Amigadalina

Esculina

1
i
'

1
1
1
1
1
1

+ + +
+ + 4+
+ o+ o+
+ o+ +
+ + o+
+ 4+ o+
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Tabla IV. 3. - Continuacion

Cepan®
Cabohidrato

209 211 241 346 347 438

Salicina

Celobiosa + + + + + +
Maltosa - - - - - -
Lactosa - - - - - -
Melibiosa - - - - . ;
Sacarosa + + + + + +
Trehalosa - - - - - -
Inulina - - - - - -
Melecitosa - - - - - B,
Rafinosa - - - - - N
Almidén - - - - - ;
Glucégeno - - - . - ,
Xilitol - - - - - -
B-Gentibiosa - - - - - .
D-Turanosa - - - - - -
D-Lixosa - - - - -
D-Tagatosa - - - - ;
D-Fucosa - - - - - -
L-Fucosa - - - - - -
D-Arabitol - - - - - N
L.-Arabitol - - - - - ;
Gluconato - - - - - ,
2-cetogluconato - - - - . -

5-cetogluconato - - - - -
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IV. 4. - Espectro antimicrobiano de la sustancia inhibidora exocelular de Pediococcus
sp. 209, 211, 241, 346, 347 v 438

Una vez caracterizadas bioquimicamente las seis bacterias licticas de interés, se analizo
la actividad inhibidora de sus sobrenadantes simples (S) y de los concentrados libres de células
(Sc¢), frente a un mayor niimero de microorganismos taxondémicamente relacionados, asi como
frente a otras bacterias Gram-negativas y frente a diversos microorganismos alterantes o
patégenos de los géneros Bacillus, Clostridium, Propionibacterium, Listeria y

Staphilococcus.

La actividad inhibidora de los sobrenadantes se evalud segin la metodologia descrita

en la seccién II1.2.3.3. y los resultados se reflejan en la Tabla IV.4.

De los resultados obtenidos se desprende que :

1) La actividad inhibidora de los sobrenadantes simples (S) y de los concentrados (Sc)
de los pediococos seleccionados parecen diferentes entre si, debido a variaciones en su

espectro antimicrobiano.

2) Las cepas no sdlo producen sustancias (s) especificas, sino que su actividad
depende, ademds del microorganismo indicador empleado, también de la cepa de Pediococcus

sp. utilizada.

3) Los sobrenadantes de Pediococcus sp. 347 poseen un espectro antimicrobiano
mayor que ¢l resto de las cepas evaluadas tanto frente a diversos microorganismos
taxondmicamente relacionados, como también frente a bacterias Gram-positivas de los géneros

Clostridium, Listeria, Propionibacterium y Staphilococcus, de gran interés higiénico-sanitario
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Tabla IV. 4.- Espectro antimicrobiano de los Pediococcus sp. seleccionados®),

Pediococcus sp. n®

Microorganismo Origen® 209 211 241 346 347 438
S Sc S S¢S Sc S Sc S Sc S S¢

Lactobacillus acidophilus ~ ATCC4356 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus bulgaricus ATCC11842 1,0 153 9,6 164 10,6 191 0 192 13,0 14,6 0 12,6
Lactobacillus casei ATCC334 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacitlus curvatus NCFB2739 0 0 0 il 0O Q 0 0 13,6 204 150 20,2
Lactobacillus fermentum ATCC9338 0 120 O 9.0 0 97 0 130 0 11,0 0 14,0
Lactobacillus helveticus ATCCIS009 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus plantarum NCDO1193 0 0 0 0 0 0 0 0 8.4 14,4 8,5 15,6
Lactobacillus reuteri DSM20016 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lactobacillus sake NCFB2714 0 0 154 20,1 9 17,0 10,8 16,0 31,0 38,6 31,0 33,6
Lactobacillus salivarius NCFB2747 0 0 0 0 0 0 0 0 9,8 14,2 9,2 13,0
Pediococcus pentosaceus ~ FBB63 0 0 0 164 0 100 0 11,0 31,0 336 294 33,8
Pediococcus pentosaceus  PC1 0 0 0 0 0 0 0 13,5 0 0 0 0
Leuconostoc cremoris DB1275 0 0 0 134 0 8,2 0 0 0 0 0 0
Lactococeus cremoris CNRC117 0 0 16,2 21,2 0 0 0 7.8 27,6 31,8 28,2 314
Enterococcus faecalls EF 0 8.5 0 10,2 0 0 0 8.5 19,6 250 20,8 234
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Tabla IV. 5.- (continuacién)

Pediococcus sp. n®

Microorganismo Origen® 209 211 241 346 347 438

S Sc S Sc S8 Sc S Sc S Sc S Sc
Staphylococcus carnosus MC1 0 8.7 0 0 0 11,5 0 10,1 154 184 (O 0
Staphylococcus aureus FRI137 0 0 0 244 0 11,0 0 0 16,4 17,6 15,4 17,6
Staphylococcus aureus FRI196E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus FRI1349 0 8,7 0O 80 0O 10,8 0 10,0 164 186 O 0
Staphylococcus aureus FR1472 0 0 0 0 0 11,1 0 0 0 0 0 0
Staphylococcus aureus FRI361 0 90 0 0 0 0 0 124 154 17,6 15,0 20,0
Listeria monocytogenes NCTC7973 0 0 0 80 O 133 0 9,1 156 18,6 0O 0
Listeria monocytogenes LI5sv1/2 0 0 0 76 0 120 O 9,0 l6,6 18,8 0 18,0
Listeria monocytogenes NCTC5105 0 8.4 0 0 0 0 0 9.6 16,4 18,6 16,0 19,2
Listeria monocytogenes Llsv4d 0 8.3 0 74 0 i2z1 0 0 ie.d 194 0O 0
Listeria monocytogenes ScottA 0 0 0 0 0 0 0 10,5 17,2 18,8 10,8 18,6
Listeria innocua BL36/26 0 100 0O 0 0 11,4 0 9,0 15,2 18,2 154 17,8
Clostridium sporogenes C22/10 0 0 0 0 0 0 0 0 72 10,4 72 11,0
Clostridium tyrobutyricum  3,5CT 0 0 0 0 9,1 208 O 0 0 0 0 0
Clostridium tyrobutyricum NCDO1754 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clostridium perfringens CECT376 7,5 11,0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clostridium botulinum CECT551 0 0 0 0 0 11,3 0 0 7.8 12,8 O 0

@ - Abreviaturas como en Tabla I11.1
S.- Sobrenadante libre de células

(b) _ Actividad inhibidora expresada como digmetro del halo de inhibicién en mm.
Sc.- Sobrenadante libre de células concentrados 20 veces
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y tecnoldgico en la industria alimentaria. Por ello, fué este microorganismo el seleccionado

para la realizacién de estudios posteriores.

4) Ninguno de los sobrenadantes de las bacterias ldcticas seleccionadas inhibid a las
bacterias Gram-negativas analizadas entre las que se incluian Salmonella typhimurium 'y

Yersinia enterocolitica.

IV. 5. - Caracterizacién _parcial de la actividad antimicrobiana exocelular de
Bediococcus sp. 347

IV. 5. - Pardmetros cinéticos del desarrollo y actividad inhibidora de Pediococcus sp.

adiver turg

IV.5.1. 1. - Crecimiento v actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347

En las Figuras 4.8 a 4.11 se muestran los pardmetros cinéticos del crecimiento y la
actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 desarrollado en MRS y MM-Triptosa a 8§,

16, 25 y 32 °C. De los resultados obtenidos se deduce que:

1.) Pediococcus sp.347 muestra crecimiento cuantificable a 8, 16, 25 y 32 °C, siendo

mayor su velocidad de crecimiento a 25 y 32 °C.

2.) A las temperaturas empleadas la actividad antimicrobiana frente a L. fermentum
CECT285 es escasa poco después de iniciarse la fase de crecimiento logaritimica. La actividad
antimicrobiana de esta cepa constituye una propiedad ligada al desarrollo celular, siendo
detectable y cuantificable durante su crecimiento en un medio base o minimo, suplementado

cOon triptosa.
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Figura 4. 8. - Crecimiento de Pediococcus sp. 347 (3J) y actividad antimicrobiana (W), al

desarrollarse a 8 °Cen MRS (A) y MM-triptosa (B).
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Figura 4.9. - Crecimiento de Pediococcus sp. 347 (O) y actividad antimicrobiana (W), al

desarrollarse a 16 °C en MRS (A) y MM-triptosa (B).
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Figura 4.10. - Crecimiento de Pediococcus sp. 347 (O) y actividad antimicrobiana (W, al

desarrollarse a 25 °C en MRS (A) y MM-triptosa(B).
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Figura 4. 11. - Crecimiento de Pediococcus sp. 347 (O) y actividad antimicrobiana (W), al

desarrollarse a 25 °C en MRS (A) y MM-triptosa(B).
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3.) La actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, tanto en medio MRS como en
MM-Triptosa fue mdxima a 32 °C. La actividad mdxima a esta temperatura se detecta a las 16

horas de crecimiento ¢ incluso se mantiene a un nivel elevado tras 48 h de incubacion.

IV, 5. 1. 2. - Pardmetros cinéticos del crecimiento bacteriano

En la Tabla IV.5 se muestran los pardmetros cinéticos del crecimiento de Pediococcus

sp. 347 en MRS y MM-Triptosa a diferentes temperaturas.

Como puede observarse, la velocidad especifica de crecimiento y ¢l nidmero de
generaciones por hora aumentaron a medida que se elevaba la temperatura, siendo mdximas a
25-32 °C. Por ello, el tiempe de duplicacién fue inversamente proporcional, disminuyendo

significativamente cuando s¢ aumentaba la temperatura de incubacién.

El peso celular seco fue ligeramente mayor a las temperaturas de 25-32 °C tanto en
medio MRS como en MM-Triptosa. El pH final fue mds bajo a las temperaturas dptimas de
crecimiento si bien fue parecido en ambos medios. La actividad antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347, fue menor a 8-16 °C que a 25-32 °C, tanto en MRS como en

MM-Triptosa.

IV. 5. 2. - Efecto de diversos enzimas en la actividad inhibidora de los sobrenadantes
concentrados de Pediococcus sp. 347

El efecto de diversos enzimas proteoliticos en la actividad antimicrobiana de los
sobrenadantes libres de células de Pediococcus sp. 347 previamente concentrados, se evalud
de la manera descrita en la seccién I11.2.7.2. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla

IV-6, de la que se deduce que:
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Tabla IV. 5. - Pardmetros cinéticos de crecimiento, pH final y actividad inhibidora de

diferentes temperaturas

Pediococcus sp. 347, cultivado en los medios MRS y MM-triptosa a

Pardmetro (2) Medio Temperatura de incubacién (°C)
4 8 16 25 32
U MRS 0,005 0,026 0,054 0.109
MM-triptosa 0,004 0,024 0,058 0,119
td 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 095 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) u, velocidad especifica de crecimiento (h-1); td. tiempo de duplicacién (h), g/h,

generaciones/hora; pcs, peso celular seco (ng/ml); pH, pH final; Al, actividad inhibidora del

sobrenadante (mm).
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1.) La actividad antimicrobiana cesé completamente tras su tratamiento con los enzimas

proteoliticos, siendo muy sensible a las proteasas [y XIV.

2.) La sustancia inhibidora es insensible a la alfa-amilasa y a las lipasas [ y VII, lo que

sugiere que en su actividad no estdn involucrados ni lipidos ni carbohidratos.

3.) Los resultados obtenidos indican que la sustancia antimicrobiana de Pediococcus

sp. 347 es de naturaleza proteica.

IV. 5. 3. - Termorresistencia de la actividad inhibidora de los sobrenadantes de

Pediococcus sp. 347, concentrados

En la Figura 4.12, se muestra la cinética de termodestruccién de la actividad inhibidora
exocelular de Pediococcus sp. 347 a 80, 100, 121, 135 y 150 °C. Esta pruecba se realizé de la

manera descrita en la seccidn 111.2.7.3. De los resultados obtenidos se deduce que:

a) A temperatura menores de 100 °C, la actividad antimicrobiana permanece
practicamente constante durante el tratamiento térmico. Asimismo, la actividad inhibidora

conservé mds del 80 % de su poder tras su tratamiento a 100 °C durante 20 minutos.

b) A temperaturas de 100 ° C o mayores, la disminucién de la actividad inhibidora por

efecto del calor se ajusta a ecuaciones de primer orden.

¢) Los pardmetros cinéticos de termodestruccidn de la actividad antimicrobiana,

(valores "D", "tj2" y "Z") se calcularon a partir de los resultados experimentales de la

inactivacién térmica , de la manera descrita en la seccion IIL 2. 7. 3. 2 de este trabajo.
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Tabla IV .6. - Efecto de diversos enzimas en la actividad antimicrobiana de Pediococcus sp.

347
Actividad residual (%) 2
Concentracion
Enzima Final Tiempo de incubacién (h)

(mg/ml) 2 8 20

Tripsina 1 80 66 26
5 0 0 0

Pepsina 1 44 36 13
5 0 0 0

Papaina 1 100 100 51
5 0 0 0

Proteasa I1 1 0 0 0
5 0 0 0

Proteasa XIV 1 0 0 0
5 0 0 0

Lipasal 1 100 100 100
5 100 100 100

Lipasa VII 1 100 100 100
5 100 100 100

o-amilasa 1 100 100 100
5 100 100 100

a. La actividad inhibidora residual se obtiene al dividir la actividad inhibidora de las muestras
tratadas con el enzima por la actividad inhibidora de la muestra contrel, multiplicada por 100.
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Los valores "D" a 80, 100, 121, 135 y 150 °C fueron, respectivamente, de 2013, 101,

tt

17,6,7,8 y 4,5 minutos, y los de "t;»" alas mismas temperaturas de 1395, 70,0, 12,2, 5,4
y 3,2 minutos. El valor "Z", calculado de la ecuacién de la recta de regresion obtenida al
representar graficamente el logaritmo de los valores "D" en funcién de la temperatura, fué de

26,8 °C.

IV. 5. 4. - Determinacidn de la actividad antimicrobiana de Pediococcus _sp. 347 en

diversos medios de cultivo

El medio MRS, que se emplea generalmente para el desarrollo de las bacterias lacticas, es
muy rico en sustancias proteicas lo que dificultaria la purificacidén de las sustancias proteicas
antimicrobianas. Por ello, la actividad antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp. 347 se
determind en diversos medios de cultivo, empleando como microorganismo indicador
Lactobacillus fermentum CECT285, de acuerdo con la metodologia descrita en la seccion

II1.2.7.1.

Los resultados obtenidos, que se muestran en la Tabla IV.7, indican que el medio BHI,
suplementado © no, no permite mantener la actividad exocelular de la cepa estudiada, lo que
sugiere que en la sintesis de sustancias antimicrobianas por las bacterias ldcticas hay
involucrados mecanismos de regulacién. Sin embargo, dicha actividad es cuantificable cuando el

microorganismo se desarrolla tanto en medio base MM como en APT, suplementados o no.
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Figura IV. 12. - Termorresistencia de la actividad inhibidora de Pediococcus sp. 347, tras su
calentamiento a 80 (M), 100 (0O0), 121 (&), 135 (A) y 150 °C Q).
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Tabla IV. 7. - Actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, desarrollado a 32 °C en

diversos medios de cultivo

Medio de cultivo Actividad inhibidora 2
MRS ++
APT ++
APT + Triptosa ++
APT + Proteosa peptona ++
APT + Extracto de carne ++
APT + Peptona ++
BHI -
BHI + Triptosa -
BHI + Proteosa peptona -
BHI + Extracto de carne -
BHI + Peptona .
MM

MM + Triptosa ++
MM + Proteosa peptona +
MM + Extracto de carne ++
MM + Peptona +
MM + Triptona ++
MM + Casitona +

4 Simbolos para el ensayo de difusién en agar: ++, Didmetro de inhibicién grande (15-21 mmy);

+, Didmetro de inhibicién pequeiio (<15 mmy); -, Sin inhibicién.

179



RESULTADOS

IV. 5. 5. - Mecanismo de accién de la sustancia antimicrobiana exocelular de
Pediococcus sp. 347

Cuando a los medios MRS, APT y BHI que contienen unas 5 x 10 ufc/ml de diversos
microorganismos indicadores (seccidn 111.2.10), se les adicionan 0,5 ml de los sobrenadantes
concentrados libres de células de Pediococcus sp. 347, se detiene el crecimiento de las
bacterias sensibles (Tabla IV-8) pero no disminuye el nimero de ufc/ml. Sin embargo, la
adicién de 0,5 ml de un cultivo de Pediococcus sp. 347 carente de actividad inhibidora (Bac‘),
no afecta al crecimiento de los microorganismos indicadores. Los resultados obtenidos indican
que posiblemente la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 es de tipo

bacteriostdtico.
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Tabla IV. 8. - Efecto de los sobrenadantes concentrados libres de células de Pediococcus sp.
347 y 23, antagonistas (Bact) y no antagonistas (Bac~) respectivamente, en

el desarrollo de algunos microorganismos indicadores a 32 °C.

Microorganismod log ufc/ml

Oh 4h 8h 16h

Lactobacillus fermentum 285 Bact 5,3 5,3 5.4 5,5
Bac- 5.5 6.8 8,7 9.8
Lactobacillus curvatus 726 Bact 5.6 5,6 5.7 6.1
Bac- 3.6 6.9 8.5 9.8
Carnobacterium divergens LV13 Bact 5,7 5,7 5,3 5,4
Bac™ 5.6 6.9 8.7 9.5
Leuconostoc mesenteroides 395 Bact 5,7 5.8 5.9 6,4
Bac” 5,7 6.9 8,9 9.5
Listeria monocytogenes LISsv1/2 Bact 5.8 5.7 5.9 6,2
Bac- 5.8 6.9 8.9 9.5
Listeria monocytogenes Scott A Bac™t 5,8 5,7 5.9 6,1
Bac- 5,8 6,9 8.8 9,5
Salmonella typhimurium T91 Bact 5,5 6,9 8,8 9,5
Bac- 5.4 6.8 8.7 9,4
Yersinia enterocolitica E20 Bact 5,7 6,1 6,9 8,2
Bac™ 5,8 6,3 7.1 8.9
Staphylococcus aureus 137 Bact 5.3 5,1 5,6 6,3
Bac- 52 6.9 8.9 9,2
Staphylococcus aureus 371 Bact 5.2 5,3 5.3 6.5
Bac- 5,3 6,7 8,7 9,8

4 Para conocer la procedencia de los microorganismos ver tabla III. 1.
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IV.6. - Purificacion parcial

sp. 347

Una vez determinada la naturaleza proteica de la sustancia antimicrobiana exocelular de
Pediococcus sp. 347, asi como su produccién en el medio de cultivo semisintético
MM-Triptosa, se procedid a su purificacién parcial por cromatografia de filtracién en geles.
Esta técnica se basa en la separacidn de las moléculas proteicas en funcién de su tamaiio

molecular, y se lleva a cabo de la manera descrita en la seccién 111.2.8.

IV. 6. 1. - Cromatografia de filtracién en geles de Sephadex G-150, G-75 v G-50

El sobrenadante concentrado libre de células de Pediococcus sp. 347, obtenido de fa
manera descrita en la seccion I11.2.3.3.1, se deposité en una columna de Sephadex (G-150. El
resultado de su purificacién se refleja en la Figura 4.13, en la que se muestran la actividad
inhibidora y la absorbancia a 280 nm de las fracciones eluidas. Como puede observarse, la
actividad inhibidora eluye con el frente cromatografico, se mantiene durante la purificacion y se
detecta, incluso, durante la elucién de los componentes de bajo peso molecular del medio de
cultivo. De acuerdo con este resultado, puede decirse que la sustancia antimicrobiana
exocelular de Pediococcus sp. 347, se encuentra naturalmente formando agregados de un

tamaiio molecular variable.

Con el objeto de resolver los agregados proteicos que forman la sustancia
antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp. 347, las fracciones cromatograficas nimeros 34
a 86, eluidas de la columna de Sephadex G-150, se concentraron por liofilizacidn y se
resuspendieron en tampén de dcido citrico-fostato, de pH 5,6 que contiene una concentracion
de urea 6 M. La muestra se depositd en una columna de Sephadex G-75, eluyéndose con el

tampén de elucién con una concentracién de urea 0,1 M. Los resultados mostrados en la
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Figura 4.14, indican una resolucién parcial de los agregados proteicos, lo que permite una
mayor separacion de la actividad antimicrobiana de los componentes del medio de cultivo.
Asit mismo, las fracciones cromatograficas 14 a 40 se trataron como se ha descrito y la
muestra, concentrada por liofilizacién y sometida a la acccién de altas concentraciones de urea,
se muestran finalmente en una columna de Sephadex G-50. Los resultados obtenidos se
observan en la Figura 4.15. La actividad inhibidora eluye antes que la mayor parte de los
componentes del medio de cultivo, lo que indica que aunque la purificacion sea parcial, permite
la separacion de la mayor parte de la actividad inhibidora de los componentes proteicos del

medio de cultivo.

En la Tabla IV-9, se muestran los datos mas interesantes de la purificacién de la
actividad antimicrobiana exocelular de Pedioco:cus sp. 347. La purificacién fue de 1,2-veces
con un rendimiento del 0,34 %. Estos resultados indican que la liofilizacion y la cromatografia
de filtracién en gel, no constituyen un método adecuado de purificacién de la sustancia

antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp. 347.

IV. 6. 2. - Determinacién del peso molecular por cromatografia de filtracién en
Sephadex G-50

El peso molecular de la sustancia antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp. 347,
purificada como queda dicho, se determiné primero por cromatografia de filtracién en un gel
de Sephadex G-50. La cromatografia se realizé de la manera descrita en la seccidn IIL 2.
8.3 y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV.10. Para ello, 20 mg de la
sustancia antimicrobiana parcialmente purificada se disolvieron en 3 ml de tampdn de acido
citrico-fosfato de pH 5,6 con urea 6 M; a continuacion se depositaron en una columna (1,6 x
90 c¢m) de Sephadex G-50. Una vez determinadas la absorbancia a 280 nm y la actividad

inhibidora de la fracciones eluidas, el peso molecular de la sustancia inhibidora se determiné
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Figura 4. 13.- Purificacién parcial de la actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. n® 347 en Sephadex G-150 fino.
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Tabla IV. 9. - Purificacion parcial de la actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347

Actividad Actividad
Actividad Inhibidora Proteina Inhibidora Actividad Purifica-
Volumen Inhibidora Total Total  Especifica Recuperada cién

(ml) (cm%/ml) (cm?) (mg/ml) (cm%ml) (%) (veces)
Sobrenadante
del cultivo libre
de células 470 38.9 18.302  6.956,0 2,63 100,0 1,00
Sephadex
G-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
G-50 3 21,0 63 19,8 3,15 0.3 1,19

La purificacién se calcula como la Actividad inhibidora especifica de la fraccidon X/Actividad
inhibidora especifica de la fraccidn L

La recuperacion se calcula como la Actividad inhibidora de la fraccién X/Actividad inhibidora
de la fraccion I, multiplicado por 100.
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por interpolacién en una grafica que representaba la elucidn de 1as proteinas estindar de masa
molecular conocida en funcién del logaritmo de su peso molecular (Figura 3.7). El peso

molecular de la sustancia antimicrobiana purificada fue de 31.189 daltons.

TablaIV. 10. - Determinacién del peso molecular de la actividad antimicrobiana parcialmente
purificada de Pediococcus sp. 347, por cromatografia de filtracién en
Sephadex GG-50

Fraccion de Logaritmo del Peso molecular
Compugesto elucién (n?) peso molecular (Daltons)
Q-quimiotripsinégeno 28 4,40 25.000
RNAsa pancredtica 34 4,14 13.700
Actividad
antimicrobiana 26 4,49 31.189
Vitamina By 57 3,13 1.355
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IV. 7. - Determinacién del peso molecular de la actividad antimicrobiana exocelular
de Pediococcus sp. 347 por electoroforesis en geles de poliacrilamida con
dedecil sulfato sédico (SDS-PAGE)

Para confirmar el peso molecular de la sustancia antimicrobiana, determinado por
cromatografia de filtracién en geles, la sustancia antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp.
347 obtenida de la manera descrita en la seccidn I11.2.3.3.1, se someti6 a electroforesis en
geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico y urea, segin la técnica de Swank y
Munkres (1971) y, en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), segiin
la técnica de Laemli (1970), ambas se describen en la seccion [11.2.9. La primera utiliza geles
gue contienen una concentracidn alta de poliacrilamida (20 %) y urea (8 M) con el objeto de
resolver las cadenas polipeptidicas de bajo peso molecular, mientras la segunda, que utiliza
geles que no contienen urea, se utiliza mucho en la separacion electroforética de proteinas de
un tamaiio molecular medio o elevado. Ambas técnicas se utilizan en la separacién
electroforética de cadenas polipeptidicas y, por lo tanto, en la visualizacién de la homogenidad

de las proteinas purificadas, asi como en la determinacién de su peso molecular.

IV.7. 1. - Electroforesis segiin la técnica de Swank y Munkres(1971)

La sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347 se someti6
a andlisis electroforético en geles de SDS-poliacrilamida-urea, segiin la técnica descrita en la
seccion IIL. 2. 9. 1. La representacién grafica de la localizacion en el gel de las proteinas
estandar de alto peso molecular, en funcién del logaritimo de sus pesos moleculares, permite
determinar el peso molecular de una proteina problema interpolando en la grafica su distancia
de migracidon en el gel. Para ello, se depositaron en geles que contenian un 20 % de
poliacrilamida y urea 8 M, muestras con 50 y 100 g de la sustancia antimicrobiana, disueltas

en el tampon de solubilizacion.
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Sin embargo, una vez tefiidos los geles se aprecié la formacién de una mancha difusa
que se extendia por los lugares en los que se habfa depositado la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificida. Considerando que la ausencia de bandas proteicas nitidas en los geles
podia deberse a la poca eficacia separadora del gel y que la actividad se manifestaba como un
agregado proteico, se recurrié a la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS segin la

técnica de Laemli (1970).

IV. 7. 2. - Electroforesis en geles de 18 % poliacrilamida con SDS segun la técnica de
LAEMLI(1970)

Aunque esta técnica electroforética es menos resolutiva para péptidos de bajo peso
molecular que la de Swank y Munkres (1971), al utilizar el método de tincién de Merril y col.,
(1981) a base de nitrato de plata, se facilita la identificacién de las proteinas en el gel. La
tincion de las proteinas en los geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sddico, es 10-50
veces mds sensible que la del azul brillante de Coomassie, utilizada en la técnica de Swank y

Munkres (1971).

De acuerdo con la técnica, descrita en la seccidn I11.2.8.4.2., se depositaron en geles
que contenian 18 % de poliacrilamida y dodecil sulfato sédico 20, 40 y 80 pg de la sustancia
antimicrobiana parcialmente purificada. Realizada la cromatografia se observoé la existencia de
una mancha proteica difusa, en los geles tefiidos con el reactivo de plata; cuando se evalud la
actividad inhibidora de los diversos fragmentos frente a L. fermentum CECT285, en un gel
similar, los resultados obtenidos sugieron la presencia de agregados moleculares de la
sustancia inhibidora de elevado peso molecular; los mas pequefios poseen un tamafo molecular

de unos 3.000 daltons (Figura 4.17).
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Figura IV. 17.- Actividad antimicrobiana de las fracciones eluidas de un gel de electroforesis con

un 18 % de poliacrilamida, frente a L. fermentum CECT2835. Distancia recorrida
desde el inicio hasta el final del gel. Marcadores proteicos: A (66 KDa), B (45
KDa), C (36 KDa), D (29 KDa), E (24 KDa), F (20,1 KDa), G (14,2 KDa),
suministrados por BIO-RAD y Pharmacia.
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IV. 8. - Determinacion de 1a composicién aminoacidica de la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347

En 1a Tabla IV-12 se muestran los resultados de la cromatografia del hidrolizado dcido
de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada comparados con los correspondientes de
los aminodcidos patrén. Los cromatégramas se obtuvieron por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), realizada de la manera descrita en la seccién IH.2.10.

De los resultados obtenidos puede deducirse que:

1) El nimero probable de residuos aminodcidos de la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347, es de unos 48 aminodcidos. La sustancia
inhibidora posee 14 aminodcidos diferentes, de los que 13 se identificaron como alanina, dcido
aspdrtico, dcido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina, prolina, serina,
treonina, tirosina y valina; la hidroxiprolina eluy6 entre el dcido glutdmico y la asparagina.
Ademads, en los cromatogramas se aprecié otro pico delante de la prolina que no pudo
identificarse. La sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, posee al parecer solamente

un residuo de metionina y otro de tirosina.

2) La sustancia antimicrobiana posee 5 de los 8 aminodcidos hidréfobos (alanina,
isoleucina, metionina, prolina y valina), que suponen cerca del 35 % de su molécula. Estos
aminodcidos son menos solubles en agua que los polares. El miembro menos hidrofébo de
este grupo es la alanina, que se encuentra en el limite entre los aminodcidos apolares y polares
con el grupo R neutro. Por otro lado y debido a la hidrélisis dcida a la que se somete esta

sustancia para su andlisis, no se detectd el triptofano, aunque no se descarta su presencia.
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Tabla IV. 11. - Composicién aminoacidica de Ia sustancia antimicrobiana parcialmente

purificada de Pediococcus sp. 347.

Residuos por

Contenido molécula

Aminodcido (nmol) (probable)
Alanina 15,14 7
Acido aspértico 6,84 3-4
Acido glutdmico 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
Serina 6,42 3
Treonina 4,94 2-3
Tirosina 1,83 1
Valina 6,63 3
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3) El nimero de aminodcidos por molécula de la sustancia antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347 indica que posee un pequefio tamaifio molecular, lo que no se
corresponde ni con el peso molecular aparente obtenido por cromatografia de filtracién en
Sephadex G-50, ni con el obtenido por electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil
sulfato sddico.

I1V. 9. - Concentracién inhibidora minima (CI de la sustancia antimicrobiana

exocelular de Pediococcus sp. 347

La concetracién inhibidora minima (CIM) de la sustancia antimicrobiana exocelular de
Pediococcus sp. 347 frente a diversos microorganismos, se determiné de la manera descrita
en la seccién II1.2.10. Los resultados se muestran en la Tabla IV.12, Como puede
observarse, Cl.. perfringens 376y Staph. aureus FRI349 fueron resistentes a su actividad.
Por otro lado, la CIM de esta sustancia en los otros microorganismos evaluados, oscilé de 0,6
a 2,5 mg/ml, siendo List. monocytogenes LI5svl/2 la mds sensible a esta sustancia

antimicrobiana.
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Tabla IV. 12. - Concentracidn Inhibidora minima (CIM) de la sustancia antimicrobiana de

Pediococcus sp. 347, en diversos microorganismos indicadores

Microorganismo Concentracién inhibidora minima

indicador (mg/mi)
Lactobacillus fermentum CECT285 1,3
Carnobacterium divergens LV13 2,3
Clostridium botulinium 551 2,3
Clostridium perfringenes ND
Listeria monocytogenes NCTC7973 1,2
Listeria monocytogenes LI5sv1/2 0,6
Listeria monocytogenes Scott A 2,5
Staphylococcusaureus FRI137 2,3
Staphylococcus aureus FR1349 ND
Staphylococcus aureus FRI362 2,5

ND: Actividad imhibidora no detectable
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IV. 10. - Purificacién a homogenidad de la sustancia antimicrobiana producida por
Pediococcus sp. 347

Ya que la purificacién parcial de la sustancia antimicrobiana exocelular de Pediococcus
sp. 347 por liofilizacion y cromatografia en geles de Sephadex, no dié los resultados
esperados, se intentd su purificacién a homogenidad siguiendo un protocolo de purificacién
€Xitoso con otras bacteriocinas y consistente en la precipitacion de la actividad antimicrobiana
de los sobrenadantes con sulfato amdnico, su adsorcidn posterior a matrices de intercambio
catidnico y de interaccidn hidrofébica y su purificacién final por cromatografia de fase reversa

empleando un sistema de cromatografia liquida rdpida (FPLC).

La Tabla IV.13 indica que tras la precipitacién con sulfato de amonio y la concentracion
del sobrenadante libre de células de Pediococcus sp. 347, 1a actividad inhibidora especifica de
la sustancia antimicrobiana se increment6 22 veces. En esta fase (fraccién I), la recuperacién

de la actividad inhibidora total expresada en unidades de bacteriocina (UB), fue del 91 %.

La actividad inhibidora especifica aumenté mds de 400 veces tras la resolucién de la
fraccién I por cromatografia de intercambio catiénico, técnica realizada de la manera descrita en
la seccion I11.2.8.6.3. Sin embargo, la recuperacién de la actividad inhibidora total (UB) fue

menor tras su elucién (fraccién II) con NaCl 1 M en tampén de fosfato sédico (Tabla IV-13).

En la Tabla IV.13 se muestran la purificacién y recuperacién de la actividad
antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp. 347, cuando se deposita la fraccién Il en una
columna que contiene gel de Octil Sepharosa CL-4B, asi como la recuperacién de la actividad
adsorbida por elucién con una disolucién de etanol 70 % (fraccién III). La actividad inhibidora

especifica aumenté unas 13.000 veces, mientras que la recuperacion fue superior al 50 %.
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Cuando la fraccién III se deposité en una columna de fase reversa, la actividad
antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 di6 lugar a dos picos (1 y 2) que aparecieron cuando el
eluyente poseia, respectivamente, un 29 y 57 % de propanol (Figura 4.18 y Tabla IV.13). De
esta manera, en la fraccion IV-2 la actividad inhibidora especifica aumenté 9.120 veces,
mientras que la recuperacion fue del 3 % (Tabla IV-13), por su parte la fraccién IV-1, aunque
purificada de nuevo por la misma columna (Fig. 4.18 (bis)) mostré un purificacién de unas

37.000 veces con un recuperacion del 17 % de la actividad inhibidora inicial.

El aumento en la actividad inhibidora especifica de la sustancia antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347, una vez purificada por cromatografia de fase reversa, puede ser
consecuencia de la conversién de la sustancia antimicrobiana en una molécula mds hidroféba
debido a encontrarse en un medio con propanol. En esta fase y de acuerdo con el
cromatograma obtenido (Figura 4.18(bis)), parece que la sustancia inhibidora de Pediococcus
sp. 347 est4 purificada a homogenidad. Por otra parte, la fraccién IV.2 no se volvid a pasar
por la columna de fase reversa dado que eluye como un pico definido ¢ independiente mds

lejano; también parece purificada a homogenidad.
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Tabla IV.13.- Purificacién a homogeneidad de la actividad inhibidora de Pediococcus sp. 347.

Actividad Actividad
Inhibidora Proteina Inhibidora
Vol. Total Total Especifica Recuperacion  Purificacién
(ml) (UB) (Ang) (UB/A2g() (%) (veces)
Sobrenadante 1000 375.000 27.600 13 100 1
Precipitacion con sulfato amdnico
(Fraccién I) 200 341.000 1.200 284 91 22
Intercambio catiénico
(Fraccién II) 60 70.500 12,3 5.732 19 441
Octil-Sepharosa
(Fraccién III) 10 192.000 1,17 164.102 52 12.623
Cromatografia de fase reversa
(Fraccién IV-1) 1 62.255 0,13 478.885 17 36.837
Cromatografia de fase reversa
(Fraccion IV-2) 1,25 10.752 0,09 119.467 3 9.190
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IV. 11. - Caracterizacién inmunoldgica parcial de la sustancia antimicrobiana de
Pedigcoccus sp. 347

IV. 11. - Andlisis por inmunodifusién en geles de agarosa de los inmunosueros

obtenidos de conejos, frente a la sustancia antimicrobiana exocelular de
Pediococ sp. 347

Antes de inocular los conejos con la sustancia antimicrobiana exocelular de
Pediococcus sp. 347, obtenida de la man_e"{era descrita en la seccién II1.2.8 de este trabajo, se
comprobd por inmunodifusion en geles de agarosa (seccidn [11.2.12.4.1) que la sangre de los
conejos a inmunizar no poseia anticuerpos frente a los extractos antigénicos utilizados como
inmundgenos, ni frente a los utilizados como controles experimentales. En consecuencia,

todos los animales se consideraron aptos para iniciar su inmunizacion.

Durante el proceso de inmunizacién se realizaron tres sangrias parciales para comprobar
si los animales de cada lote producian anticuerpos frente a las proteinas inoculadas, asi como

para determinar la ausencia de reacciones cruzadas con otros extractos antigénicos.

En la sangria parcial nimero 1, efectuada a los 21 dias de la primera inoculacidon
antigénica, ya se detectaron reacciones de precipitacién antigeno-anticuerpo al enfrentar el
inmunosuero con sus respectivos extractos antigénicos (5347 y Sc347), mientras que no se
observaron lineas de precipitacion frente a los extractos antigénicos del sobrenadante y del
sobrenadante concentrado de L. sake 148. En la segunda sangria parcial, efectuada a los 42
dias de la primera inoculacién antigénica, se aprecié (Tabla IV.14) una mayor visibilidad de la
banda de precipitacién frente a los extractos antigénicos homoélogos (SP347 Y ScP347). En la
tercera sangria parcial, efectuada a los 63 dias de la primera inoculacién antigénica, no se

observé ningin incremento de la reaccion de precipitacidn antigeno-anticuerpo frente a los
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extractos antigénicos homaélogos (SP347 y ScP347).

La inmunizacién se dio por finalizada a los 70 dias de su inicto, momento en el que se
sacrificaron los conejos. El andlisis de los inmunosueros obtenidos en las diversas sangrias y
frente a los distintos extractos antigénicos, se muestra en la Tabla IV.14 y Figura 4.20. De los

datos obtenidos se deduce que:

a) Cuando el inmunosuero anti-P347 se enfrenta a los extractos antigénicos
correspondientes, se produce una banda de precipitacion antigeno-anticuerpo que €s visible en

las placas de inmunodifusién a partir de 1a sangria 2.

b) El inmunosuero anti-P347 no produjo bandas de precipitacion frente a los extractos

antigénicos del sobrenadante simples y del sobrenadante concentrado 20 veces de L. sake 148

desarrollado en un medio minimo.
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Tabla IV.14 - Reacciénes de precipitacién observadas al enfrentar los inmunosueros
anti-P347 con diversos extractos antigénicos por inmunodifusién en geles de

agarosa

Sangria

Extracto antigénico

So Sl 52 S3 SF
S347 - + ++ ++ ++
Sc347 - + ++ ++ ++
SMM - - - - -
S148 - - - - -
Sc148 - - - - -

- Los términos So, S1, 82, S3 y SF, se refieren a la sangria inicial, primera, segunda,
tercera y final.
- Los extractos antigénicos son:
. 8347 = Sobrenadante de Pediococcus sp. 347 en MM-Triptosa
. Sc347 = Sobrenadante concentrado de Pediococcus sp. en MM-Triptosa
. SMM = Medio minimo MM-Triptosa
. 5148 = Sobrenadante de L. sake 148 en MM-Triptosa

. 5¢148 = Sobrenadante concentrado de L. sake 148 en MM-Triptosa
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Figura 4. 20. - Lineas de precipitacién detectadas cuando el inmunosuero
anti-P347, obtenido de conejos, se analiza por inmunodifusién en
geles de agarosa, frente a los extractos antigénicos de Pediococcus
sp. 347 desarrollado en MM-Triptosa (S8347) o de L. sake 148 en el
mismo medio (S148), asi como frente al medio MM-Triptosa normal
(SMM) o concentrado (ScMM) o frente a los sobrenadantes concentrados
de Pediococcus sp. 347 (Sc347) o de L. sake 148 (Sc148).

204



RESULTADOS

IV. 11. 2. - Deteccion de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de

Pediococcus sp. 347. por técnicas inmunoenzimadticas (ELISA

IV.11.2. 1. - Deteccién por el ELISA indirecto cldsico

El inmunosuero anti-P347, obtenido de 1a manera descrita en la seccién I111.2.12.3., se
utilizé en el ELISA indirecto cldsico, para detectar y cuantificar Ja produccion de anticuerpos

frente a la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347.

En este ELISA, ademds del inmunosuero anti-P347 se utilizaron los siguientes

antigenos para poner a punto €l ensayo:

a) la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347 (P347);

b) los medios MM-triptosa (SMM) y MRS (SMRS),

c) el sobrenadante libre de células de los cultivos de Pediococcus sp. 23 (P23) , que
es una cepa sin actividad antimicrobiana ,

d) el sobrenadante de L. sake 148 (5148), un lactobacilo aislado en nuestro
departamento, que produce una bacteriocina muy activa frente a diversos

microorganismos indicadores.

IV. 11. 2. 1. 1. - Evaluacién de la concentracién_idénea de los reactivos gue

intervienen en ¢l ensavo

Las concentraciones id6neas de los reactivos del ensayo se determinaron segun el
protocolo descrito en la seccién I1.2.12.4.3 de esta memoria. Como conjugado se emple6 uno
comercial, obtenido de cerdos frente a las IgG de conejos y marcado con el enzima peroxidasa

de rdbano (Sigma). Las indicaciones del fabricante, junto con los datos de algunas experiencias
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preliminares, permitieron determinar la dilucién 1/3000, como la mds adecuada para su

utilizacién en el ensayo.

Una vez ajustada la concentracion del conjugado, se procedié a determinar la mds
adecuada para los extractos antigénicos. Para ello, se eligié una concentracién inicial de 10
pg/pocillo, resultante de una dilucidén de 1 mg de proteina de la sustancia antimicrobiana
parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347 en 10 ml de tampén PBS. Los extractos
antigénicos control, también se utilizaron a la concentracién de 1 mg de proteina por 10 ml de

tampén PBS.

IV. 11.2.1. 2, - Evaluacién de la respuesta inmunoldgica de los conejos frente al
extracto antigénico P347

De acuerdo con la pauta de inmunizacion de los conejos, se realizaron varias sangrias
parciales para comprobar si los animales producian anticuerpos frente al extracto antigénico
inoculado, asf como para determinar la ausencia de reacciones cruzadas frente a los diversos

extractos antigénicos.

En la sangria parcial nimero 1, efectuada a los 21 dias de la primera inoculacién
antigénica, ya se detecté la existencia de una reaccidn antigeno-anticuerpo positiva al enfrentar
el inmunosuero anti-P347 con su respectivo extracto antigénico. Por otro lado, no se
observaron importantes reacciones cruzadas con los extractos antigénicos controles. Los
resultados obtenidos (Tabla IV.15) permiten establecer que el inmunosuero anti-P347, diluido
de 1/1280 a 1/5000 veces discrimina la sustancia antimicrobiana exocelular de Pediococcus

sp. 347 del resto de los extractos antigénicos utilizados.

En la Figura 4.21, se muestra la evolucién de la inmunizacién de los congjos
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con la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, mediante la técnica del ELISA
indirecto cldsico descrita en la seccion I111.2.12.4.4.2. En ella se aprecia un incremento
significativo de la respuesta inmunologica de los conejos a dicha sustancia durante su
inmunizacién. Dicha respuesta inmunoldgica aument6 significativamente en la sangria parcial
n® 1 y se incrementd solo ligeramente hasta la sangria final realizada a los 70 dias de la

inoculacién inicial.

La Fig. 4.22 muestra el comportamiento de los inmunosueros anti-P347 frente a
diversos extractos antigénicos; como se aprecia no hay reacciones cruzadas frente a los

extractos antigénicos utilizados.
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TablaIV. 15. - ELISA indirecto de la sangria parcial n® 1, en la que el inmunosuero
anti-P347 se enfrenta a diversos extractos antigénicos. Dilucién del
conjugado 1/3000.

Dilucién Extractos antigénicos (10 pg/pocillo)

inmunosuero

anti-P347 S347 523 SMM SMRS Control

(no antigeno)

1/20 2,5354 0,696 0,727 0,132 0,132
1/40 2,477 0,677 0,653 0,113 0,113
1/80 2,579 0,562 0,441 0,115 0,115
1/160 2,577 0,447 0,370 0,163 0,163
1/320 2,525 0,345 0,282 0,138 0,138
1/640 2,501 0,236 0,333 0,132 0,132
1/1280 2,488 0,184 0,272 0,063 0,063
1/2560 2,440 0,149 0,246 0,121 0,121
1/3000 1,573 0,140 0,101 0,114 0,114
1/16.000 1,210 0,119 0,099 0,103 0,103
1/20.000 0,770 0,110 0,105 0,114 0,114
1/40.000 0,419 0,107 0,113 0,102 0.102
1/80.000 0,258 0,107 0,116 0,097 0,097
1/160.000 0,207 0,101 0,102 0,099 0,099
1/320.000 0,162 0,101 0,105 0.103 0,103
1/640.000 0,139 0,098 0,099 0,103 0,103

a. Absorbancia de los pocillos a 405 nm.
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Figura 4. 21. - Evolucién de la inmunizacién de los conejos con la sustancia

antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, mediante un ELISA
indirecto cldsicoalos 0 (@), 21 (@), 42 (O ), 63 (M) y 70 ( O) dias de
su inoculacién. Dilucién del conjugado 1/3000. Concentracién del
antigeno 10 pg/pocillo.
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30r

Absorbancia a 405 nm

-Log. dilucion del anticuerpo

Figura 4.22 - ELISA indirecto del inmunosuero anti-P347 frente a la sustancia
antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 ([ ); sobrenadante libre de
células de L. sake 148 (@ ); sobrenadante libre de células de
Pediococcus sp. 23 (A ); medio de cultivo MM-Triptosa ( @ ); medio
de cultivo MRS ( @) y control de los pocillos sin antigeno ( O). El
resto de los pardmentros como en la figura 4.21.
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IV. 11, 2. 2. - Deteccion de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de
Pedi 0. 347 " la técpica del ELISA indi |
sistema de amplificacién biotina-avidina

Como inmunosuero se han utilizado los anticuerpos anti-P347, obtenidos de conejos y

conjugados a la biotina (seccién 111.2.12.4.4.3.1).

IV. 11. 2. 2. 1 - Evaluacién de la concentracién idénea de los reactivos que intervienen

en el ensayo

Las indicaciones del suministrador, ademds de los datos de algunos ensayos
preliminares, mostraron que el conjugado (Extravidina/peroxidasa) proporcionaba los mejores

resultados a la dilucién 1/3000, eligiéndose ésta como dilucién de trabajo.

Los resultados de las Figuras 4.23 y 4.24, muestran que los anticuerpos anti-P347 a la
concentracién de 10 mg/ml y biotinizados discriminan adecuadamente la sustancia

antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp. 347 a las diluciones de 1/750, 1/1000 y 1/2000.

IV. 11. 2. 2. 2. - Deteccién de la sustancia antirmicrobiana de Pediococcus sp. 347, en
medio MM-triptosa

Los resultados de la Figura 4.25 indican que el inmunosuero anti-P347 biotinizado y a
una dilucién 172000, discrimina la sustancia antimicrobiana de interés en el sobrenadante libre
de células de Pediococcus sp. 347 en el medio MM-Triptosa frente al sobrenadante libre de
células de Pediococcus sp. 23 en el mismo medio, frente al medio MM-triptosa, al medio
MRS y frente al tampén PBS. El resultado obtenido indica que el inmunosuero anti-P347

detecta la sustancia antimicrobiana exocelular de Pediococcus sp. 347 en el sobrenadante libre
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Figura 4. 23. - ELISA indirecto del inmunosuero anti-P347 a la concentracién de 1 (W)

y 10 mg/ml ([+]), sin biotinizar y biotinizado 1 () v 10 mg/ml (@)

frente a la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347. Control
tampén PBS (0 ). Dilucién del conjugado 1/3000. Concentracién del
antigeno 10 pg/pocillo.
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Absorbancia a 405 nm

Figura 4. 24. -

RESULTADOS

-Log. dilucion del anticuerpo

ELISA indirecto del inmunosuero anti-P347 a la concentracién de 10
mg/ml y conjugado a la biotina, frente a la sustancia antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347. Inmunosuero diluido 1/750 (), 1/1000 @ 172000
(O y 1/3000 veces (0). Controles de los pocillos sin antigeno (O).
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Absorbancia a 405 nm
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Figura 4. 25. - ELISA indirecto de! inmunosuero anti-P347 frente al sobrenadante
libre de células de un cultivo de Pediococcus sp. 347 en medio
MM-Triptosa ( | ). Como controles se utilizaron el sobrenadante de un
cultivo de Pediococcus sp. 23 en el mismo medio (4p), medio
MM-Triptosa (ER), medio MRS ([} ) y tampén PBS ( © ). Anticuerpo
biotinizado (10 mg/ml) y diluido 1/1000. Conjugado diluido
1/3000.
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de células de un cultivo de este microorganismo en medio MM-triptosa

IV. 11. 2. 2. 3. - ELISA indirecto de los sobrenadantes libres de células de diversas

bacterias ldcticas de origen cdrnico, frente al inmunosuero anti-P347

El inmunosuero y conjugado utilizados fueron los descritos en el apartado anterior.
Como antigenos se emplearon los sobrenadantes libres de células de un numero de pediococos
y lactobacilos de origen cdmico, obtenidos de la manera descrita en la seccion 111.2.3.3.2.1 de

este trabajo, y desarrollados en medio MM-Triptosa.

Las concentraciones idéneas de los extractos antigénicos fueron iguales que las
descritas en la seccion anterior. Asimismo, la dilucién mds apropriada del conjugado comercial
de estreptovidina-peroxidasa de ridbano fue también de 1/3000 y 1a del anticuerpo biotinizado
de 1/1000. Como control positivo se utilizd el sobrenadante libre de células de Pediococcus
sp. 347 en medio MM-triptosa y comeo control negativo el sobrenadante de Pediococcus sp.

23 en el mismo medio de cultivo.

En la Tabla IV.16 y Figuras 4.26 y 4.27 , se reflejan los resultados obtenidos. De
ellos, se deduce que el inmunosuero anti-P347 reconoce antigenos afines en los sobrenadantes
libres de células de otros pediococos dotados de actividad antimicrobiana y crecidos en medio
MM-Triptosa. No obstante, dicho inmunosuero no reconoci¢ antigenos afines en el
sobrenadante de Pediococcus sp. 211, que también manifiesta fuerte actividad antimicrobiana
frente a diversos microorganismos indicadores. Estos resultados posiblemente indican que la
sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 y las de los otros pediococos probados,
exceptuando la de Pediococcus sp. 211, serian similares antigénicamente, por lo que incluso
bioquimicamente podridn ser iguales o similares. En este sentido, se puede pensar que la

sustancia inhibidora de Pediococcus sp. 211 pueda ser diferente de las demds.
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SbP347
SbP203
SbP2(9
SbP211
SbP214
SbP216
SbP217
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Absorbancia a 405 nm
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- Log. dilucion del antigeno

Figura 4. 26. - ELISA indirecto del inmunosuero anti-P347 frente a los sobrenadantes
libres de células de Pediococcus sp. 347 (@), 203 (¢ ), 209 (@), 211( @),
214 (wm), 216 (@), 217 (A )y 225 ( & ). Conjugado diluido
1/3000.
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SbP441
SbP347a

Absorbancia a 405 nm
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| - Log. dilucién del antigeno
Figura 4. 27. - ELISA indirecto del inmunosuero anti-P347 frente a los sobrenadantes

libres de células de Pediococcus sp. 227 (@), 240 (¢ ), 348 (@), 390
(®).352 (W) y 441 (). Conjugado diluido 1/3000.
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Por otra parte, cuando los sobrenadantes libres de células de varias cepas de
Lactobacillus sake crecidas en medio MM-Triptosa y con gran actividad antimicrobiana se
enfrentaban al inmunosuero anti-P347, no se preducia una reaccidn antigeno-anticuerpo
(Figuras 4.28 y 4.29). De los resultados obtenidos se deduce que la sustancia responsable de la

actividad antimicrobiana es antigénicamente diferente en los dos géneros bacterianos analizados.

Estos resultados sugieren que es posible identificar, mediante métodos inmunoldgicos

distintas sustancias antimicrobianas producidas por bacterias lcticas de origen cdmico.

IV. 11. 2. 2. 4. - Deteccidn de la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 en

extractos carnicos

Para detectar la presencia de la bacteriocina de Pediococcus sp. 347, en una mezcla
cdrnica experimental de ave/bévino/cerdo, preparada de la manera descrita en la seccidn
I11.2.12.6.1., se ha utilizado la técnica del ELISA indirecto. En esta técnica, tanto el
inmunosuero anti-P347 comeo el conjugado comercial se han utilizado a las concentraciones

descritas en las secciones anteriores. Los extractos antigénicos empleados fueron:

a) bacteriocina P347 parcialmente purificada (control positivo)

b) extracto de la mezcla cdrnica experimental

c) extracto de la mezcla cdrnica + (3,1 mg/ml de bacteriocina P347

d) extracto de la mezcla carnica + 0,5 mg/ml de bacteriocina P347,

) extracto de la mezcla cdrnica con 1,0 mg/ml de bacteriocina P347. Como control

negativo se utilizd el tampén PBS.

Los resultados de la Figura 4.30 indican que el inmunosuero anti-P347 reconoce

antigenos afines en los extractos de la mezcla carnica utilizados, con o sin adicién de
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SBL131
SBL77
SBL142
SBL143
SBL 146
SBP347BB

Figura 4. 28. -
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-Log dilucién del antigeno

ELISA indirecto del inmunosuero anti-P347 frente a los sobrenadantes
libres de células de Pediococcus sp. 347 (Q) y Lactobacillus sake
77 (@), 131 (B3), 142 (), 145 (& ) y 146 (A ). Conjugado diluido
1/3000.
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Figura 4. 29. - ELISA indirecto del inmunosuero anti’P347 frente a los sobrenadantes
libres de células de Pediococcus sp. 347 () vy Lactobacillus sake
24 (@), 90 (@), 149 (A), 153 (), 167 (@), 176 (®), 177 (@) y 190 (A)
Conjugado diluido 1/3000.
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Absorbancia a 405 nm
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Figura 4.30 - Deteccién de la bacteriocina P347 en una mezcla cdrnica experimental de
ave/bdvino/cerdo, mediante un ELISA indirecto empleando como antigenos la
mezcla cdrnica con 0,1 mg/ml (@), 0,5 mg/ml (@) y 1.0 mg/ml () de la
bacteriocina P347. Como controles se utilizaron la mezcla cdrnica sin
bacteriocina ( m ) y la bacteriocina P347 ([+] ). Inmunosuero anti-P347
conjugado a la biotina y diluido al 1/1000. Dilucién del conjugado 1/3000
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bacteriocina P347, lo que sugiere que algunas inmunoglobulinas del inmunosuero reconocen
como antigenos afines a las proteinas musculares solubles de ave, bévido y cerdo presentes en

la mezcla carnica.

Para determinar la interaccién del inmunosuero anti-P347 con cada uno de los exiractos
cérnicos, se realizé un ELISA indirecto en el que el inmunosuero descrito se enfrentaba a los
distintos extractos cdrnicos. Los resultados de la Figura 4.31, indican que el inmunosuero
anti-P347 reconoce a cada uno de los extractos cdrnicos utilizados, asi como a su mezcla. De
aqui la necesidad de neutralizar los anticuerpos del inmunosuero anti-P347 que reconocian
como afines a las proteinas musculares solubles de ave, bovino y cerdo. La neutralizacién de
los anticuerpos del inmunosuero anti-P347se realizé de la manera descrita en la seccion

I1.2.12.6.2.

En la figura 4.32 se presentan los resultados obtenidos al neutralizar el inmunosuero
anti-P347 con diferentes diluciones de los extractos cdrnicos. Como puede verse la dilucidn

1:10 fue la mds eficaz por lo que se utiliz en las experiencias posteriores.

IV.11.3, - Deteccion de bacteriocing P347 en extractos carnicos ¢on inmunosuero

anti-P347 neutralizado

El inmunosuero anti-P347 neutralizado de la manera descrita en la seccion anterior se

enfrentd a los siguientes extractos antigénicos:

a) bacteriocina P347 disuelta en tampén PBS
b) extracto cdrnico de ave
¢) extracto carnico de bovino

d) extracto cdrnico de cerdo
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e) mezcla de los extractos cdrnicos citados.

Los resultados del ELISA indirecto realizado con los componentes descritos (Figura
4.33) , demostraron que el inmunosuero perdia su capacidad de reconocer los antigenos afines
en los diversos extractos cAmicos y en su mezcla. Asimismo, demostraron que €l inmunosuero
anti-P347 reconocia, cada vez mejor, la presencia en los extractos cdrnicos de bacteriocina
P347 a concentraciones distintas; esto indica el gran valor potencial de un inmunosuero de
estas caracteristicas para detectar y cuantificar la presencia de bacteriocinas ldcticas de origen

cdrnico en la carne y, quizds también, en diversos derivados cdrnicos.
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Figura 4. 31. - ELISA indirecto del inmunosuero anti-P347 frente a la bacteriocina P347 ()
y frente a extractos cdrnicos experimentales de ave (@), bovinos (I¥), cerdo
() y a de su mezcla (). Dilucién del conjugado 1/3000.
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Figura 4. 32. - Poder neutralizante del inmunosuero anti-P347con los extractos cdrnicos
de interés a la dilucién 1/10 (§ ), 1/30 (€ ). 1/50 (m ), 1/70([Dy
1/100(a). Bacteriocina P347 en tampén PBS (&) y en el extracto cdrnico de
un mezcla de ave/bovino/cerdo{ 4,
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30r
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-Log. dilucién del antigeno

Figura 4. 33. - Capacidad del inmunosuero anti-P347 neutralizado para discriminar
mediante un ELISA indirecto, la bacteriocina P347 ([ll) v los extractos
cérnicos experimentales de ave (@ ), bévino ( A ), cerdo (O ) y de su
mezcla (¢ ). Dilucién del conjugado 1/3000.
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Figura 4. 34 - Deteccién de la bacteriocina P347 a concentraciones de 0,0 (C]), 0,1 (w), 0,5
() y 1,0 mg/ml (@) en una mezcla cdrnica experimental de ave/bovino y
cerdo, mediante un ELISA indirecto con el inmunosuero anti-P347 conjugado a
1a biotina, diluido al 1/1000 y neutralizado. Dilucién del conjugado 1/3000.
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V - DISCUSION

V.1. - Aislamiento de bacterias ldcticas de embutidos crudos curados

En la realizacién de este trabajo, que pretende el aislamiento y caracterizacién parcial de
bacterias ldcticas que mejoren la calidad higiénica de la carne y de los productos cdrnicos, se
procedio inicialmente al aislamiento de estas bacterias de embutidos crudos curados, La
eleccidn de este producto como fuente de los microorganismos de interés, se debe a que sus
bacterias lacticas estdn mejor adaptadas a las condiciones de la carne y productos cdrnicos que

las aisladas de otras fuentes como la leche y sus derivados o los vegetales (Schillinger y

Liicke, 1989).

Las bacterias lacticas predominan en la mayoria de los productos cirnicos y en las
carnes envasadas a vacio, donde constituyen entre el 75 y el 95 % de su poblacidn bacteriana
total (Mol y col., 1971; Kitchell y Shaw, 1975; Reuter, 1975; Hitchener y col., 1982; Shaw y
Harding, 1975; Korkeala y Miirkeld, 1989). Varios investigadores (Liicke, 1986; Holley y
col., 1988) han observado en los embutidos crudos curados un predominio significativo de las
bacterias l4cticas, lo que coincide, con los resultados de este trabajo (Tabla IV.1). Se confirma
asi que la mayor parte de la microflora de este tipo de embutido estd constituida por bactertas
lacticas. Asimismo estas bacterias constituyen en muchos productos cdrnicos el componente
principal de su microflora, debido a que su desarrollo implica 1a supresién del de otros grupos

microbianos por mecanismos de antagonismo microbiano no bien estudiados (Reuter, 1981).

229



DISCUSION

V. 2. - Actividad antimicrobiapa de las bacterias licticas seleccionadas

V. 2. 1. - Pruebas directas v diferidas de antagonismeo microbiano

El antagonismo microbiano puede evidenciarse de diversas maneras. En los estudios
preliminares, las pruebas de antagonismo se realizan generalmente utilizando medios de cultivo
solidos e implican la deteccidn de la inhibicion del crecimiento que ejerce el microorganismo
analizado (activo) en el microorganismo indicador (pasivo) (Tagg y col., 1976). Las dos
pruebas empleadas con este proposito son ia directa o simultanea y la indirecta o diferida. La
densidad y el namero de unidades formadoras de colonias del microorganismo indicador son

importantes para establecer la sensibilidad del método (Kuttner, 1966).

En la prueba directa el microorganismo a evaluar y la cepa indicadora se desarrollan al
mismo tiempo. Una de las pruebas directas mds sencillas es la "prueba de la gota”, atilizada
originalmente por Gratia {1946), y cuyo empleo estd muy difundido (Geis y col., 1983;
Daeschel y Klaenhammer, 1985; Gonzalez y Kunka, 1987; Raccach y col., 1989 Spelhaug y
Harlander, 1989; Daeschel y col., 1990; Ahn y Stiles, 1990a)}. Para ello, una gota del cultivo
del microorganismo problema se deposita en un medio de cultivo sélido previamente inoculado
con el microorganismo indicador. Una de las variantes de este procedimiento, emplea pocillos
excavados en el medio sélido, que se rellenan con una cantidad conocida del cultivo del
microorganismo problema (Sabine, 1963; Tagg v Mcgiven, 1971; Tagg y col., 1976; Silva y
col., 1987; Harris y col., 1989; Rodriguez vy col., 1989). Otra modificacidn de gran utilidad,
consiste en sembrar por picadura los microorganismos a estudiar en placas cuya superficie se
ha sembrado previamente con el microorganismo indicador (Deklerk, 1967; Gagliano y

Hinsdill, 1970; Davey y Richardson, 1981; Barefoot y Klaenhammer, 1983).

Fredericq (1948) fue ¢! primero en utilizar las pruebas de antagonisino diferidas.En este
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caso, el microorganismo problema se siembra e incuba en un medio sélido durante un cierto
tiempo, transcurrido el cual, se cubre con otra capa de medio que contiene el microorganismo

indicador. Las pruebas diferidas son, 2 menudo, mds sensibles que las directas (Tagg y col.,

1976).

Como en la prueba directa, una de las variantes de las diferidas que mds se emplea es la
de la "gota" (Andersson y col., 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y Liicke, 1989;
Spelhaug y Harlander, 1989; Ahn y Stiles, 1990a). En esta prueba y para resaltar la accién de
las sustancias inhibidoras difusibles de los cultivos, se inactivan por el calor las células del
microorganismo preductor (Geis y col., 1983; Ahn y Stiles, 1990a) o, mejor aun, con vapores
de cloroformo (Kekéssy y Piquet, 1970; Davey y Richardsen, 1981; Geis y col., 1983; Ahn y
Stiles, 1990a). No obstante, esto conlleva algunos inconvenientes, como el que algunos
agentes inhibidores se inactivan al exponerse a los vapores de cloroformo. Brock y Davie
(1963) demostraron la sensibilidad al cleroformo de una sustancia inhibidora producida por
Enterococcus faecalis subsp. zymogenes. Los vapores de cloroformo también impiden el
empleo de placas de Petri de plastico y el cloroformo residual de los medios de cultivo puede

originar resultados erréneos (Kekéssy y Piquet, 1970).

Otra alternativa, cuando se sospecha de la existencia de sustancias antagonistas
difusibles, consiste en sembrar el cultivo indicador en una cara del medio de cultivo sélido y el
cultivo a evaluar en la opuesta, ya sea empleando el sistemna de gotas (Kekéssy y Piquet, 1970)
o de pocillos (Tagg y McGiven, 1971; Barefoot y Klaenhammer, 1983; Spelhaug y Harlander,
1983). Una ventaja de este método es que asi se excluye la actividad inhibidora debida a
bacteridfagos (Tagg y col., 1976). Tanto en las pruebas de antagonismo directo como diferido,
¢s recomendable colocar los cultivos de los microorganismos a analizar en los pocillos abiertos
en los medios sélidos lo que permite que s1 se depesita siempre €l misme nimero de

microorganismos, pueden establecerse comparaciones entre los didmetros de las zonas de

231



DISCUSION

inhibicién resultantes. Otra ventaja de este método es que aumenta su sensibilidad, puesto que
entre el microorganismo estudiado y las cepas indicadoras Gnicamente se interpone una capa
fina de agar; lo que, ademds, excluye la inhibicién debida a bacteriéfagos, que son
microorganismos no difusibles (Tagg vy McGiven, 1971). Por todo ello, se ha eligido este
método para realizar las pruebas de antagonismo, tanto directo como diferido, de las bacterias

lacticas aisladas y seleccionadas de los embutidos crudos curados.

De las 956 bacterias lacticas selecionadas por su actividad inhibidora directa frente al
microorganismo indicador L. fermentum CECT285, 780 colonias mostraron halos de
inhibicién definidos y de bordes nitidos frente a dicho microorganismo, lo que representa el 82
% del total de las bacterias licticas seleccionadas. De las cepas activas se seleccionaron las 54
que mostraron un mayor actividad antimicrobiana, con el objeto de conocer la actividad

antimicrobiana de sus sobrenadantes libres de células.

Los resultados de los investigadores que han estudiado la actividad antimicrobiana de
las bacterias lacticas de diversos origenes son bastantes heterogéneos; asi, Barefoot y
Klagnhammer (1983) vieron que de 52 cepas de L. acidophilus, el 63 % inhibian el desarrrollo
de diversas cepas de L. leichmann, L. bulgaricus, L. helveticus y Lact. lactis, porcentaje
idéntico al obtenido por Raccach y col., (1989) con 11 cepas de Lactobacillus y de
Streptococcs sp., empleando como indicadores diversas cepas de 6 especies distintas de
bacterias lacticas y 4 de List. monocytogenes. De otra parte, de las 79 cepas de Lactobacillus
sp. examinadas por Rammelsberg y Radler (1990) tnicamente ¢l 15 % inhibieron una, al
menos, de las 9 cepas indicadoras de L. brevis, P. damnosus y Leuc. aenus. El porcentaje de
cepas inhibidoras registrado por Davey y Richardson (1981) fue ain menor, ya que sélo el 7
% de las 150 cepas de Lact. lactis subsp. cremoris analizadas, inhibian el desarrollo de varias

cepas de Lact. lactis subsp.cremoris y Lact. lactis subsp. lactis.
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Lo anteriormente expuesto da una idea de la variabilidad de los estudios de actividad
inhibidora de las bacterias lacticas, 10 que se agrava por la escasa uniformidad de las
condiciones de trabajo y por la diversidad de microorganismos indicadores empleados. No
obstante, los trabajos citados coinciden en que las bacterias ldcticas analizadas son
especialmente activas frente a otras bacterias ldcticas y nunca, o de forma excepcional, frente a

las bacterias Gram-negativas.

IV. 2. 2. - Actividad inhibidora de los sobrendantes libres de célulag de las cepas

seleccionadas

Los sobrenadantes libres de células de las 54 bacterias licticas seleccionadas,
presentaban actividad inhibidora exocelular y difusible frente a los 5 microorganismos
indicadores empleados (Figuras 4.2 a 4.7). La sensibilidad de los microorganismos
indicadores a la actividad inhibidora de las bacterias ldcticas analizadas varfa, algo bastante

comun en las bacterias ldcticas (Schillinger y Liicke, 1989; Daeshel y col., 1990).

Cuando se emplean cultivos en las pruebas de antagonismo microbiano, no es ficil
identificar la causa de dicho antagonismo (Tagg y col., 1976). En la identificacién de las
bacterias lacticas productoras de sustancias antagonistas difusibles es importante excluir de los
ensayos, no solamente a los microorganismos productores de tales sustancias, sino también a

otros metabolitos con actividad inhibidora.

Las sustancias que en la pruebas de antagonismo bacteriano poseen un actividad
inhibidora similar a las bacteriocinas, pueden neutralizarse o eliminarse utilizando
sobrenadantes libres de células, neutralizados o dializados. Los sobrenadantes se obtienen por
centrifugacion de los cultivos y filtracion por filtros de 0,22 6 0,45 um de didmetro de poro.

La neutralizacién de la actividad antagonista de los dcidos orgdnicos puede realizarse ajustando
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el pH de los sobrenadantes a un valor préximo a la neutralidad (pH 6,9-7.0) (Geis y col.,
1983; Barefoot y Klaenhammer, 1984; Rodriguez y col., 1989; Nielsen y col., 1990; Mortvedt
y Nes, 1990), o dializando los sobrenadantes por membranas que permiten la difusién de
sustancias de un tamafio molecular menor de 6.000 daltons. La didlisis puede ir precedida de
una precipitacién de los sobrenadantes con sulfato aménico (Bhunia y col., 1987; Gonzalez y
Kunka, 1987; Ray y col., 1989b). El precipitado, constituido fundamentalmente por proteinas,
se reconstituye y dializa. No obstante, la mayoria de los autores prescinden de esta
precipitacioén (Anderson, 1986; Anderson y col., 1988; Harris y col., 1989; Schillinger y
Liicke, 1989; Daeschel y col., 1990; Ahn y Stiles, 1990b).

La actividad del peroxido de hidrégeno de los sobrenadantes puede evitarse incubando
los cultivos en anaerobiosis, o tratando con catalasa los sobrenadantes libres de células
(Barefoot y Klaenhammer, 1983; Muriana y Klaenhammer, 1987; Ferreira y Gilliland, 1988;
Schillinger y Liicke, 1989; Rodriguez y col., 1989; Carminati y col., 1989; Ahn vy Stiles,
1990a). Geis y col., (1993), afiaden la catalasa directamente al medio de cultive de!
microorganismo indicador. Los sobrenadantes libres de células también pueden concentrarse
con ¢l fin de aumentar su actividad inhibidora. Entre los sistemas de concentracién mds
empleados destacan la evaporacién a vacio en rotavapores (Geis y col., 1983; Silva y col,

1987) y la liofilizacién (Rodriguez y col., 1989).

La actividad inhibidora de los sobrenadantes puede detectarse con cualquiera de las
variantes de antagonismo directo e indirecto citadas siendo muy corrientes los métodos "de la
gota" (Geis y col., 1983; Ray y col., 1989a; Carminati y col., 1989; Ahn y Stiles, 1990a) y la
colocacion de los sobrenadantes en pocillos abiertos en las placas (Joerger y Klaegnhammer,
1986; Ahn y Stiles, 1990a). Otro método muy empleado para investigar bacterias ldcticas
bactertocinogénicas, consiste en colocar los sobrenadantes en papeles de filtro estériles. L.os

discos de papel de filtro, impregnados con el sobrenadante de intetés, se depositan en placas
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de agar sembradas con el microorganismo indicador (Shahani y col, 1976; Ferreira y Gilliland,
1988) o bien se deposita en los filtros una cantidad determinada de los sobrenadantes
(Abdel-Bar y col., 1987; Bhunia y col., 1987; Bhunia y col., 1988; Rodriguez y col., 1989).
La segunda opcién ha sido la utilizada en este trabajo, para comparar la actividad inhibidora de

los diversos sobrenadantes analizados.

Ya se ha dicho que las 54 cepas estudiadas mostraban una actividad inhibidora similar
en los 5 microorganismos indicadores empleados, de ellas se seleccionaron al azar 6 cepas,
cuya actividad antimicrobiana se estudié frente a un ndmero mayor de microrganismos
indicadores. Los sobrenadantes concentrados libres de células de las bacterias ldcticas
seleccionadas, mostraron una actividad variable dependiendo de la cepa y del indicador
empleado (Tabla IV.4). Como puede observarse, el sobrenadante y el sobrenadante
concentrado de Pediococcus sp. 347, poseian una importante actividad inhibidora frente a
varias cepas de Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens y Staph. aureus,
microorganismos productores de toxiinfecciones alimentarias y, por lo tanto, de gran interés en

la industria agroalimentaria.

La sensibilidad de las listerias a las bacteriocinas producidas por especies del género
Pediococcus es bastante comin, a juzgar por los nimerosos trabajos publicados que
confirman la actividad antimicrobiana de diversas especies de pediococos frente a Listerias
monocytogenes (Foegeding y col., 1992; Christensen y Hunkins, 1992; Berry y col., 1992;
Yousef y col.,, 1991; Nieisen y col., 1990 y Pucii y col., 1988).

Asimismo, la actividad inhibidora de los sobrenadantes de cultivos de bacterias ldcticas
frente a otras bacterias licticas, muy relacionadas con ellas taxondmicamente, s un hecho
ampliamente documentado (Geis y col., 1983; Barefoot y klaenhammer, 1984; Joerger y

Klaenhammer, 1986; Andersson, 1986; Gonzalez y Kunka, 1987; Bhunia y col., 1987;
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Schillinger y Liicke, 1989; Harris y col., 1989; Mortvedt y Nes, 1990; Ahn y Stiles, 1990a).
Por otra parte, las bacteriocinas producidas por pediococos, al parecer poseen un amplio
espectro antimicrobiano en ¢l que se incluyen especies de microorganismos Gram-positivos no
pertenecientes distintos de las bacterias lacticas (Dashel y Klaenhammer, 1985; Bhunia y col.,
1988; Hoover y col., 1988 y Schved y col., 1993). En general, la actividad inhibidora de
Pediococcus sp. 347, tue mayor que la descrita para compuestos antimicrobianos similares de
otras cepas de Pediococcus (Gonzalez y Kunka, 1984; Hoover y col., 1988; Daeshel y
Klaenhammer, 1985; Graham y Mckay, 1985 y Schved y col., 1993, entre otros). Asimismo,
Harris y col., (1989), han observado que la actividad antimicrobiana de los pediococos es muy
heterogénea y depende de cada cepa en particular. Estas observaciones coinciden con los

resultados obtenidos en este trabajo.

Los resultados obtenidos indican que la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes

concentrados no puede atribuirse, en ningiin caso, al peréxido de hidrégeno. La capacidad de
algunas bacterias ldcticas de producir peréxido de hidrégeno es una propriedad indeseable,
especialmente si existe mucho oxigeno en las mezclas cdmicas, si se emplea mucha grasa o si
la actividad de los enzimas que degradan el peréxido de hidrégeno es pequefia (Schillinger y
Liicke, 1987a). En estos casos, la presencia de microorganismos productores de peréxido de
hidrégeno en la carne y productos cdrnicos produce alteraciones de su color o un

enranciamiento precoz.

Las bacterias lacticas difieren en su capacidad de producir y degradar el perdxido de
hidrogeno. Hastings y Holzapfel (1987) observaron que un 50 % de las cepas de L. sake de

origen cérnico producian peréxido de hidrégeno y, de ellas, la mayoria lo hacia muy
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débilmente. El no haber realizado una buena seleccidn de las bacterias lacticas autdctonas
explica, ademds de otras razones, que L. plantarum, P. acidilactici 'y P. pentosaceus, sean los
microorganismos iniciadores mas empleados en la elaboracién de productos carnicos (Liicke y

Hechelmann, 1987).

actividad antimicrobiana

Las bacterias lacticas v, en particular, los pediococos aislados de la carne y de los
productos carnicos, no pueden clasificarse adecuadamente siguiendo los sistemas generalmente
en uso que se basan en las propiedades de estos microorganismos procedentes de otras fuentes

(Orla Jensen, 1919; Rogosa, 1970; Sharpe, 1979b).

Se han realizado diversos intentos de identificar y clasificar las bacterias lacticas de
origen cdrnico (Reuter, 1975; Kitchell y Shaw, 1975; Hitchener y col., 1982). Todos ellos se
basan en reacciones bioquimicas variables que, al no emplear métodos numéricos en el
establecimiento de los grupos, han llevado a la creacién de agrupaciones innecesariamente
complicadas y arbitrarias (Shaw y Harding, 1984). No obstante, en 1987, Shillinger y Liicke
elaboraron un esquemna de identificacién ripida de las bacterias l4cticas de origen cdrnico,
basado en sus caracteristicas morfolégicas y fisiol6gicas, la mayor parte de las cuales son
facilmente determinables. Este esquema, que se muestra en la Figura 5.1, lo utilizamos
inicialmente en la identificacién y clasificacién de nuestros aislados. En las Tablas IV.2 y [V.3
se ruestran las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas mds significativas de nuestros
aislados. De ellas se deduce que nuestras cepas son cocos homofermentativos que se
desarrollan a 15y 45 °C, pero no a 4 °C; no fermentan la maltosa, pero si la ribosa y

xilosa,
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Figura 5. 1.- Esquema de identificacién rdpida de bacterias ldcticas de origen cdrnico.
Fuente: Schillinger y Liicke (1987b).
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arabinosa; pueden por lo tanto adscribirse al género Pediococcus.

Todas las cepas analizadas crecieron a concentracién de cloruro sédico del 7 % y del 10
%, y a pH 3.,9. Conviene destacar que los pediococos son mds acidificantes y acidotolerantes
que las demds bacterias lacticas (Reuter, 1981). Ademds, hidrolizaron la arginina originando
amoniaco de este aminodcido (Tabla IV.42). Estos resultados concuerdan con los encontrados
por Dolezil y Kirsop, (1977). Sin embargo, Kandler y Weiss (1986) y Reuter (1981), creen
que la capacidad de hidrolizar la arginina varfa mucho entre las bacterias ldcticas. De hecho,

este fenomeno es comin en las diversas especies del género Pediococcus (Sharpe, 1979b).

La capacidad de las bacterias ldcticas de producir dcido sulfhidrico es un caracteristica
perjudicial, ya que si prolifera en los alimentos origina su deterioro (Egan y col., 1989).
Ninguna de las cepas aisladas produjo dcido sulthidrico en ninguno de los diversos medios en
los que se estudid esta propiedad (Tabla IV.4). No obstante, Schillinger y Liicke (1987b),

observaron que el 50 % de las bacterias ldcticas que estudiaron producian dcido sulfhidrico.

Todas las caracteristicas determinadas, coinciden con las senaladas por Garvie (1986)
para Pediococcus acidilactici y Pediococcus pentosaceus. Este autor sefiala que las
propiedades fisioldgicas, morfolégicas y culturales no son realmente suficientes para la
diferenciacion de estas dos especies. Por otra parte, Back y Stackebrandt, (1978), Dellagio y
col.,, (1981), realizando pruebas de hibridizacién DNA/DNA describieron a P. acidilactici
como una especie distinta, mientras que los estudios realizados con aldolasas solamente
sugieren que P. pentosaceus y P. acidilactici son especies taxondmicamente relacionadas.
Garvie (1986), afirma que es muy dificil diferenciar estos microorganismeos y que los estudios
de sus propiedades deben ser utilizados globalmente para ambas especies. Este autor indica
que para la diferenciacién clara entre ambas especies se necesitan realizar estudios de

hibridacién del DNA, de movilidad electroforética y perfiles proteinicos totales.
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De acuerdo con lo descrito, identificamos tentativamente las cepas analizadas como
Pediococcus sp., dado que los estudios realizados en este trabajo, no nos han permitido

incluirlas en una u otra de las dos especies citadas anteriormente.

Todos nuestros aislados se identificaron como pertenecientes al género Pediococcus, lo
que no es sorprendente, toda vez que estos microorganismos llegan a la mezcla cdrnica durante
la elaboracién artesanal de los embutidos crudos curados. Niven y col., (1955) también
detectaron la presencia de Pediococcus cerevisae en varios productos cdrnicos, € igualmente
Santiago, (1971) que aislé y identificé este microorganismo de muestras de Salami italiano.
Bhunia y col., (1988), han aislado una cepa de Pediococcus acidilactici de embutidos crudos
curados, a la que denominaron P. acidilactici H. Esta cepa produce una sustancia exocelular

de gran actividad inhibidora frente a diversos microorganismos indicadores.

La morfologia, el caracter homofermentativo y la produccién de acido ldctico
dpticamente inactivo, son los elementos utilizados pra diferenciar los pediocecos de los
micrococos. Ademds, los primeros crecen en medios de cultivo sencillos, no utilizan amoniaco
como unica fuente de nitrégeno, no reducen los nitratos a nitritos y no licdan la gelatina
(Pederson y col., 1954; Giinther y White, 1961). Los micrococos suelen crecer bien en
ausencia de azicares, son frecuentemente pigmentados y no producen mucho dcido lictico

(Garvie, 1986).

Las especies del género Pediococcus se utilizan mucho en la elaboracién de productos
camicos (Diebel y col., 1961; Smith y Palumbo 1983) y de vegetales fermentados (Pederson,
1949). Algunos investigadores:han descrito cepas de Pediococcus pentosaceus, Pediococcus
acidilactici y Pediococcus cerevisae, que producen sustancias antimicrobianas (Fleming y col.,
1975; Dasechel y Klaenhammer, 1985; Graham y McKay, 1985; Gonzalez y Kunka 1987;

Hoover y col., 1988). Tales estudios indican que e¢stas bacterias poseen actividad
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antimicrobiana frente a diversos microorganismos taxonémicamente relacionados con ellas, asi
como frente a bacterias patégenas de los géneros Clostridium y Bacillus. De los resultados de
la Tabla IV.6, se deduce que la actividad antimicrobiana de las 6 cepas de Pediococcus sp.
seleccionadas, es similar a la descrita por otros investigadores. No obstante, se conoce todavia
muy poco sobre la naturaleza quimica y fisica de las sustancias antimicrobianas producidas por

estas bacterias (Bhunia y col., 1988).

47 a_diversas temperatur

Los pardmetros cinéticos del desarrollo de Pediococcus sp. 347 a 8, 16, 25y 32 °C,
tanto en el medio complejo MRS como en el medio minimo MM con triptosa (tabla 1V.5),
coinciden con los obtenidos por otros investigadores con cepas de P. acidilactici y P.
pentosaceus, asi como con las de otras bacterias ldcticas de origen carnico (Deibel y Niven,
1960; Santiago, 1971; Bhunia y col., 1988; Rodriguez y Col., 1991; Piard y Desmazeaud,
1992).

La produccién de bacteriocinas por las bacterias ldcticas, puede ocurrir tanto durante la
fase logaritimica de crecimiento bacteriano como en la estacionaria (Daschel y col., 1990; Piard
y Desmazeaud, 1992). La actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, se detectaba y
cuantificaba al poco tiempo de iniciarse su crecimiento a todas las temperaturas ensayadas (Fig.
4.8 a 4.11) e, incluso se mantuvo a un nivel elevado tras 48 horas de incubacién. Estos
resultados coinciden con los observados por Bhunia y col., (1988) y Biswas y col., (1991),
lo que nos hace pensar que la produccion de sustancias inhibidoras es una propiedad asociada

al desarrollo bacteriano.

La temperatura 6ptima de crecimiento de las distintas bacterias ldcticas constituye un
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pardmetro de gran importancia tecnoldgica para la eleccion de cultivos iniciadores. Se sabe que
las temperaturas éptimas de crecimiento de P. acidilactici y P. pentosaceus varian entre 25 -
40 °C (Garvie, 1986) incluso desarrollindose a temperaturas superiores a 40 °C. Biswas y
col., (1991), observaron que P. acidilactici H produjo un 60 % de la Pediocina AcH tras 8
horas de incubacién a 37 °C, mientras ei 40 % restante se produjo durante la fase estacionaria
del crecimiento. En la produccién total de pediocina AcH un pH final bajo, y un buen
dasarrollo celular son pardmetros de gran interés (Hoover y col., 1988; Daeschel, 1989; Piard

y Desmazeaud, 1992).

La produccién de bacteriocina en la fase inicial del crecimiento bacteriano podria
favorecer el predominio de la cepa productora (Ahn y Stiles, 1990a). La deteccién de actividad
inhibidora al comienzo del crecimiento indica que no es un metabolito secundario. La
disminucién de esta actividad durante la fase estacionaria (Figuras 4.8 a 4.11) podria deberse a
la accion de enzimas proteoliticos endo o exocelulares, a que la sustancia antimicrobiana se
descompone en otros metabolitos o a su inestabilidad ante ¢l aumento de la acidez del medio de

crecimiento.-

El aumento de la actividad inhibidora al hacerlo la temperatura de crecimiento se debe,
al parecer, a un mayor desarrollo celular, ya que la actividad antimicrobiana de Pediococcus
sp. 347 aumenta a medida que la temperatura se aproxima a la éptima de crecimiento, La
mdxima produccién de actividad antagonista a temperaturas altas, permite la utilizacién de
Pediococcus sp. 347 en la elaboracidn de embutidos crudos curados al dificultar el desarrollo
de los microorganismo alterantes y patégenos que accidentalmente pudieran encontrarse en la

masa carnica inicial.
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arcial de la actividad antimicrobiana d

V. 5. 1. - Determinacién de la actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 en

diverso iog de cultiv

Algunos investigadores han seilalado que los componentes del medio de cultivo
podrian ser criticos en la produccidn de ciertas bacteriocinas (Tagg y col., 1976). A pesar de
ello, hay pocos trabajos que estudien ¢l efecto de los distintos nutrientes en la produccidn de
compuestos antimicrebianos por las bacterias ldcticas (Reddy y Ranganathan, 1983; Batish y
Grover, 1990) y, en especial, por los pediococos (Biswas y col., 1991). Otros investigadores,
se han preocupado de conocer las mejores condiciones de cultivo para una maxima produccién
de la actividad inhibidora (Jimenez-Diaz y col., 1990; Piard y col., 1990; Hurst, 1981). De lo
expuesto se desprende que 1a produccién de bacteriocinas podria incrementarse suplementando
los medios de cultivo con determinados nutrientes controlando el desarrollo bacteriano a un pH
determinado o eligiendo un medio de cultivo adaptado a la cepa productora ( Hurst, 1981;

Piard y Desmazeaud, 1992).

De los resutados de este trabajo (tabla IV.5), debe destacarse la falta de actividad
antimicrobiana cuando Pediococcus sp. 347 se desarrollaba en medio BHI, suplementado o
no, con hidrolizados de proteinas ldcteas (caseinas) o cdrnicas (peptona o extracto de carne).
Este medio es un caldo de cultivo compiejo de cuya composicién forman parte hidrolizados de
cerebro y corazén bovinos. Esta incapacidad de expresar la actividad inhibidora en el medio
BHI suplementado o no, podria justificarse por la ausencia o exceso de algin nutriente o por la
existencia de mecanismos reguladores de origen genético, estimulados o reprimidos por uno o
mds de los componentes de dicho medio. De acuerdo con nuestros resultados opinamos que

seria muy conveniente estudiar mas profundamente estos posibles mecanismos reguladores,
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con el fin de conocer la posible inhibicién o represion de la actividad antagonista de

Pediococcus sp. 347 por determinados nutrientes.

IV. 5. 2. - Efecto de diversos enzimas ¢n la actividad inhibidora de los sobrenadantes

oncentrados de Pedi . . 347

En la Tabla IV.6 se observa el efecto de diversos enzimas en la actividad inhibidora del
sobrenadante concentrado libre de células de Pediococcus sp. 347. Los enzimas proteoliticos
utilizados anulan su actividad antimicrobiana lo que indica que la sustancia antagonista
producida por este microorganismo posee un estructura proteica biolégicamente activa. De
acuerdo con su definicién, las bacteriocinas son inactivadas, por lo menos, por proteasas de
origen pancredtico (tripsina y alfa-quimiotripsina), gdstrico (pepsina) ¢ de otros origenes (Tagg

y col., 1976; Piard y Desmazeaud, 1992).

Segun los resultados de este trabajo la sensibilidad de la actividad antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347 a los enzimas proteoliticos, es igual a la observada por otros
investigadores con bacteriocinas producidas por pediococos (Daeshel y Klaenhammer, 1983,
Ray y col., 1992; Pucci y col., 1988; Bhunia y col., 1988). Por otra parte la estabilidad de la
actividad inhibidora frente a los enzimas lipoliticos y sacaroliticos, probablemente indica que
no hay componentes lipidicos ni hidrocarbonados en su estructura proteica, por lo menos en
las regiones de la molecula que comprenden su grupo active. Algunas bacteriocinas son
sensibles a las lipasas, amilasas y fosfolipasas, lo que demuestra la gran heterogeneidad de las
bacteriocinas y la influencia que en su estructura y actividad ejercen los compuestos no
proteicos (Jimenez y col., 1990; Lewus y col., 1992; Upretti y Hinsdill, 1973; West y
Warner, 1988).

La gran sensibilidad de la actividad inhibidora de Pediococcus sp. 347 a los enzimas
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proteoliticos, hace pensar en su seguridad sanitaria en los alimentos que ingieren las personas,
y también en su posible inactivacién por los enzimas proteoliticos potencialmente presentes en

los propios alimentos.

La Figura 4.12, permite determinar los pardmetros cinéticos de termodestruccioén, y

deducir la elevada resistencia al calor de la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347.
Los resultados obtenidos indican que la estabilidad al calor de 1a bacteriocina de Pediococcus
sp. 347 es similar a la de otras bacteriocinas producidas por bacterias ldcticas, como por
ejemplo pediocina PA-1 ( Gonzalez y Kunka, 1987), pediocina A (Daeschel y Klaenhammer,
1984), pediocina AcH (Bhunia y col., 1988), pediocina SJ-1 (Schved y col., 1993), lactocina
B (Barefoot y Klaenhammers, 1984), lactocina 27 (Upretti y Hinsdill, 1975), nisina (Bailey y
Hurst, 1971; Hurst, 1967) y diplococina (Davey y Richardson, 1981).

La termoresistencia es una caracteristica muy extendida entre las bacteriocinas; depende
de su grado de purificacién y de otros factores como el pH, fuerza i6énica y presencia de
moléculas termoprotectoras (Tagg y col., 1976). Generalmente, las bacteriocinas producidas
por las bacterias ldcticas son termoresistentes, lo que les permite mantener su actividad
antimicrobiana tras someterlas a temperaturas similares a las de pasterizacién y esterilizacién de
la leche (Piard y Desmazeaud, 1992). Esto sugiere que su actividad recae en estructuras
pequenas y poco complejas probablemente sin una estructura terciaria. Aunque sea menos
corriente la existencia de bacteriocinas termoldbiles, conviene destacar que entre ellas se
encuentran la helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1986), la caseicina 80 (Rammelsberg y
Radler, 1990), la sintetizada por L. delbruecki subsp. lactis ( Toba y col,, 1991) y la

propionicina PLG-1 (Lyon y Glatz, 1991),
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Pediococcus sp. 347

Para iniciar la purificacién de la actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347

2
(Tabla IV.6), se empled el medio semidefinido de MM-triptosa, que permite la sintesis de tal
actividad; su empleo se debe a que el medio complejo MRS es poco indicado, ya que sus

sobrenadantes, contienen una concentracién elevada de proteinas y péptidos (Barefoot y

Klaenhammer, 1984).

Debido a la heterogeneidad de las bacteriocinas, es dificil generalizar y establecer un
método de purificacion unificado, por lo que los protocolos se han disefiado empiricamente
para cada una de ellas. Por ello, la purificacion de la actividad antimicrobiana exocelular de
Pediococcus sp. 347, se realizd inicialmente concentrando el sobrenadante libre de células por
liofilizacién y posteriomente, separando las protefnas por cromatografia de filtracion en geles
de Sephadex. La urea (a una concentraciéon 6 M) se utilizé como agente disociante de los
posibles agregados proteicos, que puede se formar la sustancia antimicrobiana (Bhunia y col,,
1988) consigo misma, o con otros componentes del medio de cultivo. Los resultados
obtenidos indicaron que la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, en su estado
crudo (nativo) se presenta en forma de monémeros y de agregados (Figuras 4.13 a 4.15). Los
agregados moleculares de las bacteriocinas, constituidos por moléculas activas de elevado peso
molecular, se han observado también en otras bacteriocinas producidas por bacterias lacticas,
como la helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1986), la lactacina F (Muriana y

Klaenhammer, 1991) y la pediocina SJ-1 (Schved y col., 1993).

La purificacion se tradujo asimismo, en un aumento muy pequefio de la actividad
inhibidora especifica (1,2 veces) y en una recuperacidén minima de la actividad inhibidora

original (0,3 %) (Tabla IV.9). Estos resultados coinciden con los encontrados por Barefoot y
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Klaenhammer (1984) y Joerger y Klaenhammer (1986), quienes solo lograron recuperar el
0,4 % de la actividad inhibidora inicial de la lactacina B y el 4 % de la helveticina J.
Rammelsherg y Radler (1980), han sefialado que las bacteriocinas son, a veces, bastante
resistentes a su purificacion por la técnicas estandar de separacién de proteinas y que la pérdida
de actividad constituye un problema corriente en la purificacién de las bacteriocinas producidas

por las bacterias ldcticas (Tagg y col., 1976).

El peso molecular aparente de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de
Pediococcus sp. 347 determinado por filtracién en geles de Sephadex G-50, fue de 31.189
daltons (tabla IV.10). Por otra parte, cuando dicha bacteriocina se sometié a electroforesis en
geles con un 18 % de poliacrilamida y dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), se apreci6 una
mancha difusa tras la tincién de los geles con un reactivo de plata (Figura 4.17 ). La
electroforesis en un gel similar de los diversos fragmentos de la sustancia antimicrobiana frente
a L. fermentum CECT283, sugiere la presencia de agregados moleculares de elevado peso
molecular; los agregados menores presentaran una masa molecular de unos 3.000 daltons. Los
resultados obtenidos coinciden con los de Muriana y Klaenhammmer (1991) y Rodrigues y
Col., (1991), que afirman que algunas bacteriocinas producidas por bacterias ldcticas forman

agregados de elevado peso molecular.

Los pesos moleculares de otras bacteriocinas de las bacterias ldcticas son lactacina B,
6-6,5 KDa (Barefoot y Klaenhammer, 1984), pediocina PA-1, 16,5 KDa (Gonzalez y Kunka,
1987), pediocina AcH, 2-7 KDa (Bhunia y col.,, 1988), lactocina F, 2-5 KDa (Muriana y
Klaenhammer, 1991), lactocina 481, 1-7 KDa (Piard y col., 1992) y pediocina SJ-1, 4 KDa
(Schved, 1993).

La utilizacién de la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS, con o sin urea,

para determinar el peso molecular de las bacteriocinas ha llevado a resultados similares a los
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observados en este trabajo. Muriana y Klaenhammer (1991), no observaron la presencia de
bandas proteicas definidas cuando los geles se tefifan con azul brillante de coomasie. Davey y
Richardson (1981) y Stoffels y col., (1992), al intentar determinar el peso molecular de la
diplococina y de la carnocina UI49 observaron una banda difusa asociada al frente
electroforético. Cuando Barefoot y Klaenhammer (1984), utilizaron la tincién con nitrato de
plata para determinar el peso molecular de la lactocina B observaron, igual que nosotros, una

banda de tincidn difusa (agregados) asociada al frente electrofrético.

La dificultad de determinar el peso molecular de las bacteriocinas por técnicas
electroforéticas, se atribuye a que las condiciones creadas durante la electroforesis originan la
hidrdlisis espontinea de las moléculas proteicas (Muriana y Klaenhammer, (1991), a pesar de
que la cantidad de proteina depositada en los geles es lo suficientemente grande para poder
detectarse con el nitrato de plata, cuyo limite de detccidén es de | nanogramo de proteina

(Merrill y col., 1981).

Como ya se ha dicho, aunque es dificil generalizar y establecer un método unificado de
purificacién de las bacteriocinas producidas por las bacterias ldcticas, en este trabajo también se
ha seguido el proceso utilizado por Nieto y col. (1992) en la purificacién de la pediocina PA-1
de P. acidilactici PAC 1, debido a que es mds eficaz que el seguido por otros investigadores
en la purificacién de bacteriocinas del género Pediococcus. La purificacidn se basa en: 1)
concentrar los sobrenadantes libres de células con sulfato amonio, 2) en la cromatografia de
intercambio idnico, 3) en la cromatograffa de interaccidn hidrofébica y 4) en la cromatografia
de fase reversa. Los resultados obtenidos (Tabla I'V.13) indican que la actividad inhibidora se
eluyé en dos picos cromatogréficos diferenciados (Figura 4.18 ). Esto sugiere que la sustancia
inhibidora de Pediococcus sp. 347 forma agregados proteicos dificiles de separar, o bien que
la actividad antimicrobiana se debe a dos moléculas diferentes. En cualquier caso, el

comportamiento de la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, en comparacion con
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¢l de la pediocina PA-1 (Nieto y col., 1992), indica que se trata de moléculas distintas.

El aumento de la actividad inhibidora tras la adsorcién de la sustancia antimicrobiana de
Pediococcus sp. 347 en una columna de Octyl- Sepharosa (fraccién III, Tabla I) y en la de
fase reversa (fraccién 1V, Tabla [V), tal vez se debe a la activacién de la bacteriocina por un
medio mds hidrofébo que el proporcionado por el etanol y propanol. El andlisis del
cromatograma resultante de la elucién de la actividad antimicrobiana por la columna de fase
reversa (Figura 4.18(bis)) sugiere que la actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 se

ha purificado a homogenidad.

La Tabla IV.1 permite comparar la composicién aminoacidica de la sustancia
antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, con la de otras bacteriocinas de parecido peso
molecular. En ella se observa que la bacteriocina de Pediococcus sp. 347 es una molécula con
14 aminodcidos distintos, tanto alifdticos como aromaticos y constituida por 41(44) residuos
aminoacidicos no modificados. Este péptido no contiene arginina, asparagina, cisteina,
glutamina, isoleucina, ni prolina. Ademds, aunque las pediocinas PA-1 de P. acidilactici
PAC-1,0 descritas por Nieto y col., (1992) y por Henderson y col., (1992}, son comparables
en su tamano y en numero de residuos aminoacidicos, no muestran una homologia
significativa con la bacteriocina de Pediococcus sp. 347. De acuerdo con Nieto y col. (1992),
la pediocina de P. acidilactici PAC-1,0 posee 44 aminoédcidos no modificados y un tamario
molecular de 4.640 daltons, con una zona N-terminal similar a las de la sakacina P, leucocina
A y curvaticina A; con las 2 dltimas bacteriocinas posee 16 y 13 aminodcidos en comiin,
respectivamente,. Asimismo, Marugg y col., han descrito 4 genes involucrado en la sintesis y
expresion de la pediocina PA-1 en P. acidilactici PAC 1,0, de los que uno es estructural, otro
parece estar implicado en el transporte de la pediocina al exterior de las células, habiendo otros

2 genes de cuyas proteinas no se conoce su funcionalidad.
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TABLA V.I -COMPOSICION Y RESIDUOS DE AMINOACIDOS DE DIVERSAS

BACTERIOCINAS
Bacteriocina Pediocina  Pediocina Leucocina Curvacina
Aminedcido dePediococcus PA1®  PA1(]) SakacinaP(©)  UALW A
sp. 347
Alanina 6 4 4 6 3 3
Arginina = - - - 1 -
Asparagina _ 4 4 6 4 4
Ac. Aspdrtico 2 1 1 1 - -
Cisteina - 3 4 2 2 2
Glutamina - 1 1 — 1 1
Ac. Glutimico 2 e - - — 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 | - - -
Fenilalanina 2(3) - - - 2 -
Serina 2(3) 2 2 1 3 3
Treonina 4 4 4 3 \ 1
Triptofano - 1 2 3 2 1
Tirosina 2(3) 2 2 2 2 2
Valina 2 2 2 2 3 2
No Identificado | 2 - - - -
2 residuos 41(43) 44 44 41 37 30
P. Molecular (da)  =3000 4640 4629 ND 3930 ND
(2) Nieto y col., 1992 (¢) y {e) Tichacyzk y col., 1992
b) Henderson y col., 1992 (d) Hastings y col., 1991
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Actualmente son pocos los estudios sobre la composicion y secuencia aminodcidica de
bacteriocinas de Pediococcus, si se exceptian los de las pediocina PA-1y AcH. P.
pentosaceus FB61y P. pentosaceus FB63 producen respectivamente, las pediocinas A 'y
Bac, que solo se diferencian en su localizacion genética en la célula productora (Graham y
Mackay, 1985; Daschel y Klaenhammer, 1985). Bhunia y col. (1938), comprobaron que P.
acidilactici H producia pediocina AcH, cuyo peso molecular aparente es de 2.700 Da. Mds
tarde, Motlagh y col., (1992) vieron que esta bacteriocina consistia en un prepétido de 62
aminodcidos, de los que 44 forman la parte activa de la molécula. Sus resultados asimismo,
indican que la secuencia de nucledtidos del gen estructural de la pediocina AcH es igual al de la
pediocina PA-1, al igual que la secuenciacion parcial de los primeros 23 aminodcidos de las

pediocinas AcHy PA-1.

No solo es importante conocer los aminodcidos que conforman la bacteriocina de
Pediococcus sp. 347, sino también su secuencia en la estructura proteica. Ello facilitarfa la
localizacién de los determinante genéticos de esta bacteriocina, asi como su clonacidn,
utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en vectores genéticos de interés. La
caracterizacion completa de la bacteriocina de Pediococcus sp. 347 y el estudio genético de los
mecanismos responsables de su sintesis, permitirdn conocer la relacidén existente entre su
estructura y mecanismo de accion, sus relaciones estructurales con bacteriocinas producidas
por otras bacterias licticas y, por dltimo, la biologia molecular de la produccién de

bacteriocinas en el género Pediococcus.

V.7. - Mecanismo de accién de la bacteriocina producida por Pediococcus _sp. 347

Tagg y col., (1976) han descrito las bacteriocinas como proteinas o complejos
proteicos producidos por bacterias, que actian como bactericidas en especies bacterianas

relacionadas filogenéticamente con la cepa productora. Estas caracteristicas se cumplen

251



DISCUSION

parcialmente en la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, pues esta sustancia,

ademads de bacteriostdtica posee un amplio espectro de accién.

La naturaleza proteica es una caracteristica comun de todas las bacteriocinas licticas
descritas hasta ahora. Por otra parte, su limitado espectro de accién fue cuestionado
inicialmente por Klaenhammer (1988), quien propuso que de las bacteriocinas de las bacterias
lacticas se clasificasen en dos grupos: el primero constituido por sustancias con un espectro de
accion limitado a otras bacterias 14cticas relacionadas con la cepa productora; a este grupo, que
€S muy numeroso, pertenecen entre otras, la lactacina B (Barefoot y Klaenhammer, 1983),
lactacina F (Muriana y Klaenhammer, 1991), lactocina 27 (Upretti y Hinsdill, 1975),
helveticina J (Joerger y Klaenhammer, 1985), sakacina A (Schillinger y Liicke, 1989), y
lactocina S (Mortved y Ness, 1990). El segundo grupo, estaria formado por sustancias con un
espectro de accidn mds amplio en el que, ademds de las bacterias lacticas, se incluirfan otros
microorganismos Gram-positivos como Staph. aureus, List. monocytogens, Cl. botulinium y
Cl. perfringens. En este grupo se incluyen todas las bacteriocinas del género Pediococcus

descritas hasta la fecha, la nisina y la bacteriocina producida por Pediococcus sp. 347.

La accién bactericida de las bacteriocinas se produce en dos etapas (Tagg y col., 1976).
En la primera, la bacteriocina se adsorbe a receptores especificos y no especificos de la
membrana celular de los microorganismos sensibles. En este momento, las bacteriocinas son
sensibles a las proteasas. En la segunda etapa, que es irreversible, se producen cambios
patoldgicos que provocan la ruptura de la membrana y la muerte celular. Este proceso, se ha
descrito y analizado en bacterias sensibles a la nisina (Hurst, 1981), plantaricina SIK-83
(Anderson y col., 1988) y lactacina F (Muriana y Klaenhammmer, 1991). Sin embargo, se ha
comprobado que algunas bacteriocinas producidas por bacterias ldcticas se adsorben
inespecificamente en las bacterias Gram-positivas, independentemente de que esta células sean

sensibles o resistentes a dicha bacteriocina (Upretti y Hinsdill, 1975; Davey, 1981; Zajdel y
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col., 1985; Bhunia y col., 1991). Por otra parte, en las bacterias Gram-negativas, la adsorcion
de las bacteriocinas a los microorganismos analizados no se ha detectado todavia,
contrariamente a lo demostrado para la nisina (Anderson y col., 1988) y para la pediocina AcH
(Bhunia y col., 1991). Estos resultados sugieren que: 1) la actividad de las bacteriocinas no
depende de su adsorcién especifica a la superficie de las células sensibies o 2) que la
resistencia de las bacterias a las bacteriocinas se debe a la produccién de un enzima involucrado
en su inmunidad més que a alteraciones de los receptores celulares (Konisky, 1982; Piard y
Desmazeud, 1992). No obstante, la tendencia de las bacteriocinas ldcticas a adsorberse
inespecificamente a la membrana celular, podria deberse a la hidrofobicidad natural de las

bacteriocinas, mas que a la existencia de receptores celulares especificos.

Zajdel y col. (1985) han demostrado que la accidn inhibidora de la lactostrepeina 3, se
realiza a través de receptores proteicos de la membrana celular. Muriana y Klaenhammer
(1991), observaron por el contrario, que la lactacina F es muy bactericida al actuar sobre el
protoplasma de las bacterias sensibles y no sobre la membrana celular que se mantiene intacta.
Este fenémeno sugiere que la pared celular se encuentra involucrada en la inmunidad de las
bacterias a las bacteriocinas. Por otro lado, Bhunia y col. (1991) han comprobado que los
receptores de la pediocina AcH no estdn constituido por proteinas, lipidos o carbohidratos; han
visto que la pediocina AcH ejerce su actividad en varias etapas : (1) se une a receptores
inespecificos de la pared celular, posiblemente a través del dcido lipoteicoico presente en la
pared de las bacterias Gram-positivas pero ausente de las Gram-negativas; (2) cuando se
saturan estos receptores, la bacteriocina se une a receptores especificos, originando
alteraciones funcionales en la membrana que (3), provocan la pérdida de 1ones de potasio y la
entrada en la célula de moléculas de pequeiio tamaiio, perdiendo la bacteria su capacidad de
multiplicarse; (4) solo en algunas cepas, especialmente sensibles, la pared celular pierde su
integridad estructural y el microorganismo se lisa; (5) la resistencia mostrada por otras

bacterias Gram-positivas, podria deberse a la ausencia de receptores o a la inaccesibilidad de
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las bacteriocinas a los receptores especificos; (6) en las bacterias Gram-negativas, no se

observd la existencia de receptores especificos o inespecificos de la pediocina AcH.

De un modo general puede afirmarse que las bacteriocinas de las bacterias ldcticas,
poseen un efecto bactericida con lisis celular (Anderson y col., 1988; Pucci y col., 1988:
Bhunia y col., 1991), o sin lisis celular (Kozak y col., 1978; Davey, 1981; Barefoot y
Klaenhammer, 1983; Piard y col., 1990). Esta accién es rdpida, pues la poblacién microbiana
disminuye sensiblemente después de algunos minutos del contacto de la célula sensible con la
bacteriocina (Barefoot y Klaenhammer, 1983; Zajdel y col., 1985; Piard y col., 1990) y, su
efecto letal es mayor, en la fase exponencial, del crecimiento bacteriano que en la estacionaria

(Davey, 1981; Zajdel y col., 1985).

El efecto bacteriostdtico de la bacteriocina de Pediococcus sp. 347 contrasta con el
bactericida de la pediocina PA-1 (Gonzalez y Kunka, 1987; Pucci y cel., 1988), de la
pediocina AcH (Bhunia y col., 1991), pediocina A (Rueckert, 1979) y de la pediocina SJ-1
(Schved y col., 1993). Este resuitado refuerza la hipétesis, apuntada al analizar el espectro de
accién, de que las bacteriocinas producidas por distintas cepas de una misma especie ne tienen

porqué ser idénticas.

Sin embargo, esta accién bacteriostdtica no es Unica dentro de las bacterias lacticas, ya
que este cardcter ademds de presente en la lactocina 27, también se ha descrito en bacteriocinas
producidas por lactobacilos de origen cdrnico L. sake (Schillinger y Liicke, 1989; Ahn y
Stiles, 1990a; Rodriguez y col., 1991; Sobrine, 1993) y Leuc. gelidum (Hastintgs y Stiles,
1991). Por otra parte, el efecto bactericida atribuido a la pediocina AcH, podria no ser tan
evidente si se observan detenidamente los resultados de Bhunia y col., (1988). Segiin dichos

investigadores, la adicién de pediocina AcH a un cultivo de L. plantarum WSO-30 en

crecimiento (con una poblacién inicial de 3 x 107 ufc/ml) originé una disminucién del recuento
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de microorganismos viables efectuado una hora después de dicha adicién de solo 0,8 unidades
logaritimicas. En los recuentos realizados despues de transcurridas 3, 5, 7 y 11 horas, se
observa una recuperacién, mientras posteriormente se mantienen los valores obtenidos al inicio
de la experiencia (3 x 107 ufc/ml). Mientras tanto, el cultivo control continda su crecimiento
normal hasta alcanzar valores celulares de 2 x 109 ufc/ml. Hasting y Stiles (1991) obtuvieron
resultados semejantes, a pesar de lo cual, adjudicaron a la bacteriocina de Leuc. gelidum UAL
187 un mecanismo de accion bacteriostdtico. Bhunia y col., (1991) sefialan, que el
microorganismo indicador es incapaz de multiplicarse; la ruptura de la pared celular y la muerte
bacteriana, serfa un destino reservado unicamente a cepas de microorganismos especialmente

sensibles.

De acuerdo con lo descrito es dificil aceptar que no fuera especialmente sensible alguna
de las cepas que empleamos como microorganismos indicadores (Tabla III.1) y que la
bacteriocina de Pediococcus sp. 347 ejerciera una accién bactericida en otras cepas sensibles;
por ello, creemos que la sustancia inhibidora ejerce una accién baceriostitica deteniendo el

crecimiento de los microorganismos sensibles, al disminuir su vitalidad y no su viabilidad.

La dnica bacteriocina de las bacterias ldcticas, de la que se conoce con exactitud la
forma en que ejerce su accidn bacteriostatica, es la lactocina 27, que detiene la sintesis proteica
sin afectar la del ADN o ARN y sin modificar los niveles de APT (Upretti y Hinsdill, 1975).
Este mecanismo de accién, diferente del atibuido a otras bacteriocinas, es uno de los motivos
que hace que cada vez se emplee mds el término de "sustancias similares a bacteriocinas” para
referirse a las sustancias antimicrobianas que, como la lactocina 27 y otras bacteriocinas como
la de Pediococcus sp. 347, difieren en alguna de las propiedades atribuidas a las bacteriocinas
clasicas (Klaenhammer, 1988). En la Tabla V.2 se sefialan algunas propiedades de las
bacteriocinas mejor conocidas, lo que permite comparar las coincidencias y diferencias de

nuestra bacteriocina parcialmente caracterizada con las caracterizadas por otros investigadores.
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Tabla V.2.- Caracteristicas de algunas bacteriocinas producidas por bacterias lacticas

Cepa

Pm Termorre-- Activa Modo de
productora Nombre Composicién (2) (Da) sistcncia(b) entre accion

pH

L. fermentum 466 Lipoglicoproteina ND + ND ND
L. helveticus LP27 Lactocin 27 Glicoproteina 12400 + ND Bacteriostitico
L. helveticus 481 Helveticina J Proteina (333) 37000 - ND Bactericida
L. acidophilus N2 Lactacina B Proteina 6500 + ND Bactericida
L. acidophilus 88 Lactacina F Proteina (56) 2500 + 2-12 Bactericida
L. plantarum C-11 Plantaricina A Proteina >8000 + 4-6,5 Bactericida
L. sake Lb706 Sakacina A Proteina ND + ND Bactericida
L. sake 145 Lactocina S Proteina (33) >13700 + ND ND
L. sake 148 Péptido (31-36) 4647 + 2,6-12 Bacteriostdtico
L. brevis B37 Brevicina 37 Proteina >50000 + 1-1 ND
L. casei B80 Caseicina 80 Proteina >50000 - 3-9 ND
L. lactis subsp. lactis Nisina Péptido (34)-lantibidtico 3500 + 2,5-7 Bactericida
L. lactis subsp. cremoris Diplococina Péptido-lantibidtico 5300 - ND ND
S. cremoris, L. lactis Lactostrepcinas  Proteinas >10000 + 4,6-7 Bactericida
P. cerevisae Protefna ND + ND ND ‘
P. pentosaceus Pediocina A Proteina ND + ND Bactericida
P. acidilactici PAC1.0  Pediocina PA-1 Proteina 16500 + ND Bactericida
P. acidilactici H Pediocina AcH Protefna 2700 + 2-9 Bactericida
P. acidilactici S Pediocina SJ-1 Glicoproteina 4000 + 3-7 Bactericida
C. piscicola 1v17 Proteina >8000 + 2-11 Bactericida
Carnobacterium sp. Carnocina UI49  Péptido (32-35)-lantibiético  4500-5000 + <8 Bactericida
Leu. gelidum Leucocin UAL187 Proteina (37) >3930 + 4-6,5 Bacteriostatico

(a) Entre paréntesis, nimero de aminodcidos; (b)Resistencia a tratamientos de, al menos, 96 °C, 30 min. ND; No Determinado
P
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El efecto bacteriostitico de la bacteriocina de Pediococcus sp. 347 y de otras ya
mencionadas, permitiria explicar porqué List. monocytogenes persiste pero no se desarrolla en
la carne fresca de bovino y en la camne y productos cdrnicos de ave en presencia de una flora
lactica competitiva (Buchanan y col. 1989; Jonhson y col. 1988). Esto también explicaria el
que Shelef (1989) haya observado que List. monocytogenes no se desarrolla durante la

maduracion de embutidos elaborados con camme de bovine.

La concentracion inhibidora minima de la sustancia antagonista parcialmente purificada
de Pediococccus sp. 347, evaluada en diversos microorganismos (IV.12), oscila entre 0,6 y
2,5 mg/ml, siendo las cepas de Staph. aureus FRI362 y List. monocytogenes Scott A las mis
resistentes a su actividad inhibidora. Los resultados obtenidos sugieren, una vez mds, la
posible utilidad de las bacterias lacticas y de sus bacteriocinas como factores de seguridad en la

carne y productos carnicos.

V. 8. - Propiedades antigénicas d¢ la bacteriocing de Pediococcus_sp. 347

El conocimiento de las propiedades inmunoldgicas de las bacteriocinas es interesante
por varios motivos. Primero, para confirmar su seguridad para el consumidor, €sto es, que no
le provoque reacciones alérgicas o indeseables, mientras que la obtencién de anticuerpos frente
a las bactertocinas puede permitir su deteccidén y cuantificacién en la carne y productos
cdrnicos. Asimismo, la obtencién de anticuerpos especificos facilitaria la purificacién a
homogenidad de la sustancia antimicrobiana por cromatografia de afinidad, lo que permitirfa
su purificacién en un solo paso, evitando la utilizacién de otros procedimientos de separacién

proteica menos eficaces.

Posiblemente, las bacteriocinas de las bacterias ldcticas no son perjudiciales para la

salud de los consumidores, ya que su naturaleza proteica, su pequefio tamafio y su sensibilidad
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a los enzimas proteoliticos hacen pensar que su uso per os, con los alimentos, carecers de
peligros para la salud humana. El ejemplo mds siginificatico es la nisina, la dnica bacteriocina
autorizada en muchos paises para su uso en alimentos de consumo humano, de la que se ha
demostrado que no origina reacciones téxicas en el consumidor (Hurst, 1981). Igualmente, la
bacteriocina de Pediococcis sp. 347 carece al parecer de propiedades alergénicas, ya que su
inoculacion a los animales de experimentacién no les produce reacciones visibles, alérgicas o

téxicas.

Por otra parte, las caracteristicas inmunolégicas de las bacteriocinas no se conocen
bien, qunque se ha demostrado que algunas bacteriocinas de bacterias Gram-negativas
(Gagliano y Hinsdill, 1970; Tubhlewicz, 1970; Tagg y col., 1976) y de bacterias
Gram-positivas como Staph. aureus (Gagliano y Hinsdill, 1970) y Cl. perfringens tipo A

(Tubylewicz 1970), poseen propiedades antigénicas.

Bhunia y col., (1990} han evaluado la antigenicidad de la pediocina AcH de P.
acidilactici H, llegando a la conclusién de que la inoculacién de esta sustancia en ratones y
conejos no genera anticuerpos nevtralizantes. La explicacién de ese fracaso inmunégeno habria
que buscarla, segin estos autores, en el pequefio tamaifio molecular de dicha bacteriocina (2700
Da), gue la harfa comportarse como un hapteno, o bien en que las técnicas de inmunizacién o
los adyuvantes empleados no fueron los adecuados, o tambien en que ¢l nimero de animales
de experimentacién utilizados fué insuficiente. Sin embargo, Bhunia y col., (1990), utilizando
un ELISA indirecto observaron una respuesta inmunolégica frente a la pediocina AcH
parcialmente purificada; tal respuesta la atribuyeron a las proteinas de alto peso molecular, sin

actividad antimicrobiana, presentes en la muestra inoculada.

De los resultados de este trabajo se deduce que la sustancia antimicrobiana parcialmente

purificada de Pediococcus sp. 347 es inmundgena, ya que €l titulo de los inmunosueros de las
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sangrias parciales es significativamente superior al de la anterior (Figura 4. 21). Esto también

se evidencia, cuando se detecta y cuantifica en el medio de MM-triptosa la bacteriocina

parcialmente purificada .

Los anticuerpos generados frente a la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada
de Pediococcus sp. 347, han permitido reconocer antigenos afines en los sobrenadantes libres
de células de otros pediococos con actividad antimicrobiana, pero no de lactobacilos con la
misma propiedad, lo que sugiere que las sustancias antimicrobianas producidas por los
pediococos estudiados podrian ser bioquimicamente iguales o similares a la de Pediococcus
sp. 347. Asimismo, la deteccidn de esta bacteriocina en extractos cdrnicos, con el inmunosuero
anti-P347 biotinizado y neutralizado, indica el potencial de un inmunosuero de estas
caracteristicas para detectar y cuantificar la presencia de bacteriocinas producidas por bacterias

ldcticas de origen cérnico en este alimento y, quizds también en diversos derivados cdrnicos.
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1) El analisis microbiolégico de los embutidos crudos curados analizados, ha revelado
que practicamente la totalidad de su flora bacteriana estd constituida por bacterias lacticas. Las
54 bacterias lacticas seleccionadas en primer lugar, manifestaron una actividad inhibidora
directa, variable y cuantificable, frente a diversos microorganismos indicadores. Las 6 cepas

seleccionadas mds tarde se identificaron como pertenecientes al género Pedicoccus..

2) El espectro antimicrobiano de las cepas seleccionadas, sugiere que las sustancias
inhibidoras son distintas o que poseen mecanismos de accidn diferentes, ya que la sensibilidad
de los microorganismos indicadores empleados varia dependiendo de la cepa de Pediococcus

sp. elegida.

3) Todas las cepas de Pediococcus sp. seleccionadas se desarrollaron y acidificaron los
medios de cultivo a 8, 15, 20 y 32 °C. Ninguna de ellas produjo niveles detectables de diacetilo
o de acetoina. Pediococcus sp. 347 origina una sustancia antimicrobiana exocelular, cuya
produccién depende del medio de cultivo, se detecta al poco tiempo de iniciarse el crecimiento
microbiano y alcanza sus niveles 6ptimos a las 16 horas de incubacién a 32 °C, La sustancia
antimicrobiana fué activa frente a bacterias patégenas Gram-positivas de gran interés en la

mdustria alimentaria.

4) Cuando la sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347, se purifica por
liofilizacién y cromatografia de filtracién en geles, aumenta muy poco su actividad inhibidora

especifica (1,2 veces), siendo muy pequeia la recuperacién de la actividad inhibidora original

(0,3 %).

5) Cuando la fraccién activa de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada por
cromatografia de filtracién en gels, se sometio a electroforesis en geles de poliacrilamida con

dodecil sulfato sédico, se observé que la sustancia inhibidora se distribuia en los geles como
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agregados moleculares de elevade peso molecular, los agregados menores tienen un tamaio

molecular de unos 3.000 daltons.

6) La sustancia antimicrobiana parcialmente purificada de Pediococcus sp. 347 tiene
naturaleza proteica, es estable a valores amplios de pH, resistente al calor y bacteriostdtica
frente a los microorganismos sensibles, caracteristicas que comparte con otras bacteriocinas
ldcticas. La sustancia parcialmente purificada posee 14 aminodcidos diferentes, siendo el

namero mds probable de residuos aminodcido el de 48.

7) La sustancia antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 es bacteriostdtica, ya que
detiene el crecimiento de los microorganismos sensibles, pero no su viabilidad. La
concentiracion inhibidora minima varia entre 0,6 y 2,5 mg/ml, dependiendo de los

microorganismos ensayados.

8) La purificacién de la bacteriocina de Pediococcus sp. 347 was su concentracién con
sulfato amoénico, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de interaccién hidrofdbica
y cromatografia de fase reversa origind dos fracciones cromatograficas activas, una cuya
actividad especifica aumentaba unas 37.000 veces y su recuperacién un 17 % vy, otra,

purificada unas 10.000 veces y con una recuperacién del 3 %.

9) La inoculacidon de la sustancia antimicrobiana parcialmente purificada por
cromatografia de filtracion en geles, a los animales de experimentacion (conejos), indujo una
respuesta inmundgena activa, lo que permitié su deteccidn y cuantificacion en el medio de
MM-Triptosa y el reconocimiento de antigenos afines en los sobrenadantes libres de células de
otros pediococos con actividad antimicrobiana. Ademds, la deteccién inmunoldgica de la
actividad antimicrobiana de Pediococcus sp. 347 en los extracto cdrnicos, demuestra el valor

potencial de las técnicas inmunolégicas para detectar y cuantificar la presencia de bactertocinas
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en la carne y derivados cdrnicos.
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Ademds de producir dcidos orgdnicos y perdxido de hidrégeno, las bacterias lacticas
poseen la capacidad de sintetizar proteinas o peptidos antimicrobianos. De los resultados de
este trabajo, se deduce que Pediococcus sp. 347, puede ser de utilidad como un factor
adicional en el control higiénico-sanitario de la carne y productos cdrnicos. En este sentido, en
la actualidad se estd realizando un gran esfuerzo para conocer la organizacion genética y modo
de accidn de diversas bacteriocinas, lo que conlleva el aislamiento de nuevas bacterias lacticas
productoras de bacteriocinas, cuya caracterizacién bioquimica y genética es muy importante en

la comprensidn de la relacién estructura/funcién de estas sustancias.

Sin embargo, antes de utilizarse en la industria alimentaria, las sustancias
antimicrobianas deben responder a un nimero de requerimentos: 1) espectro antimicrobiano
conocido y especifico frente a la flora alterante y patégena naturalmente presente en los
alimentos, 2) propiedades fisico-quimicas adecuadas para resistir tratamientos por el calor y
cambios de pH, 3) poseer un pequefio tamano molecular que permita una rapida difusién en
sistemas semi-sélidos, asf como de naturaleza proteica degradable por enzimas proteoliticos y
carecer de actividad téxica o alergénica y 4) ser detectables y cuantificables en los alimentos

por métodos analiticos especificos, sencillos y rdpidos.

En el caso que nos ocupa, seria interesante determinar la secuencia aminoacidica de la
bacteriocina o bacteriocinas de Pediococcus sp. 347, ya que el conocimiento de su estructura
proteica permitiria determinar su posible mecanismo de accién, la localizacién de los
determinantes genéticos responsables de su sintesis y regulacién y, por ultimo, permuitiria
comparar las relaciones existentes entre estructura-actividad Ademds, su caracterizacion
genética permitiria evaluar su propagacién directa por pldsmidos conjugantes o por su
clonacién en vectores genéticos adecuados, transmisibles por electroporacion a otras bacterias
licticas de interés, lo que permitiria posteriormente su evaluacién como antagonistas

microbianos o "factores de seguridad" en diversos substratos alimenticios.
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