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1.- INTRODUCCION

1.1.- LAFERMENTACION DE LOS ALIMENTOS

Es el método de conservacion mas antiguo que se conoce. Tradicionalmente, la
manera de aumentar la vida media de muchos alimentos ha consistido en fermentarlos.
Para ello, se manipulaba la materia prima de tal forma que se propiciara el desarrollo de
una microbiota formada, preferentemente, por bacterias del acido lactico (Daeschel y
col., 1987; Krockel y col., 2003; Panagou y col., 2008; Hurtado y col., 2008; 2010).
Hoy en dia, aln se sigue este patron tradicional de produccion de alimentos por
fermentacion debido, principalmente, a su bajo coste econémico y a las caracteristicas

sensoriales peculiares que confiere al producto terminado.

Existe una gran variedad de alimentos fermentados, cuya materia prima puede
tener origen animal o vegetal, siendo los mas comunes el pan, la cerveza, el vino, el
vinagre, los derivados lacteos (queso, yogur, kéfir), los productos vegetales (pepinillos,
zanahorias, aceitunas, alcaparrones, alcachofas, berenjenas de Almagro, el chucrut o col
acida), los embutidos (pepperoni, salami, mortadela), etc. (Campbell-Platt, 1994; Di
Cagno y col., 2013).

La fermentacion incrementa a menudo el contenido de nutrientes de los
alimentos, tales como el de vitaminas, aminoacidos esenciales y proteinas, favorece la
digestibilidad de proteinas y fibras, puede aumentar la biodisponibilidad de los
micronutrientes y favorece también la degradacion de factores antinutricionales
(Caplice y Fitzgerald, 1999). Ademas, durante la fermentacion se puede producir una
fuente adicional de calorias, al convertir sustratos no asimilables por el organismo en
otros que si lo son. También se produce una gran diversidad de nuevos sabores, aromas
y texturas, lo que sin duda tiene un efecto enriquecedor del alimento de cara al
consumidor (Giraffa, 2004). Ademas de esto, durante la fermentacion se minimizan
algunos componentes toxicos de los alimentos como aflatoxinas y ciandgenos y se
facilita la inhibicion y/o eliminacion de microorganismos patégenos y alterantes
mediante la produccion de factores antibacterianos (bacteriocinas, acido lactico, acido

acetico, dioxido de carbono, peroxido de hidrogeno y etanol, entre otros).
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El consumo de alimentos fermentados ha experimentado un aumento
considerable desde los afios 70, especialmente en lo que respecta a alimentos de uso
comun tales como los productos lacteos, embutidos fermentados, bebidas alcohoélicas
fermentadas, vegetales, frutas y salsas, asi como, alimentos étnicos como el kéfir y el
kumis. El aumento del consumo de este tipo de alimentos se debe fundamentalmente a
que el consumidor los considera sanos y naturales (Campbell-Platt, 1994; Steinkraus,
2002; Giraffa, 2003; Navarrete-Bolafios, 2012), existiendo ademas un interés positivo
hacia la ingestion de microorganismos vivos beneficiosos, siendo asi incluso entre
aquellos consumidores mas preocupados por la seguridad alimentaria (Hansen, 2002).
De hecho, apenas se les ha asociado con procesos patolégicos en el hombre, sino mas
bien con procesos terapéuticos, lo que ha contribuido a la designacion de las bacterias

lacticas como bacterias “seguras” (GRAS, Generally Recognized As Safe).

En la industria de la fermentacidon, los microorganismos se utilizan para la
produccion de metabolitos especificos, tales como acidos, alcoholes, enzimas,
antibioticos e hidratos de carbono. La mayor parte de estas fermentaciones incluyen
bacterias del acido lactico (BAL), hongos y levaduras. En particular, las BAL
representan la microbiota mas importante de las fermentaciones de productos lacteos y
vegetales y forman parte de los cultivos iniciadores (principalmente lactobacilos y
pediococos) utilizados en fermentaciones de carnes para producir acidos y sabores
deseables. El control industrial de los procesos de fermentacion requiere la puesta al dia
de los conocimientos sobre la fisiologia, metabolismo y genética de tales
microorganismos. Igual de importante es el conocimiento de su impacto en la calidad
del alimento, como su seguridad y su vida util. Sin embargo, las caracteristicas de las
fermentaciones de los alimentos son mas complejas. Las materias primas de origen
animal o vegetal son fermentadas, bien por la microbiota inicial, bien por cultivos
iniciadores afiadidos de forma especifica (Oyewole, 1997; Wood, 1998; Caplice y
Fitzgerald, 1999; Holzapfel, 2002; Hansen, 2002, Giraffa, 2003; Navarrete-Bolafios y
col., 2007; Navarrete-Bolanos, 2012).
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1.1.1.- FERMENTACION DE ALIMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

La fermentacion de los vegetales la pueden llevar a cabo numerosos grupos de
microorganismos, aunque el método de bioconservacion de vegetales mas utilizado
implica casi siempre una fermentacion lactica. Se cree que fue el pueblo chino, en la
Prehistoria, el que utilizoé por primera vez la fermentacion lactica de los vegetales. Hoy
en dia, debido al desarrollo de sistemas eficaces de esterilizacion por calor y
refrigeracion, la fermentacion del acido lactico ha perdido, en cierta medida, su
importancia como método de conservacion en los paises industrializados, pero se utiliza
con asiduidad en paises en vias de desarrollo, donde ha ganado importancia en los
ultimos afios. Esto es debido al hecho de que las fermentaciones en las que las materias
primas son de origen vegetal no son meros sistemas de conservacion, sino que ademas

se emplean con diversos fines, tales como (Huis in"t Veld y col., 1990):

- Conseguir el desarrollo de caracteristicas sensoriales apropiadas, por ejemplo,
sabor, aroma y textura.

- Destruir de forma natural toxinas y componentes indeseables que puedan
aparecer en los materiales de partida.

- Mejorar la digestibilidad, especialmente de algunas legumbres.

- Enriquecer los productos con metabolitos microbianos utiles o beneficiosos,
por ejemplo L-(+)-lactico o aminodacidos.

- Crear productos nuevos para mercados nuevos.

- Mejorar el valor dietético.

En una publicacion del Programa COST de la Unién Europea (Buckenhiiskes y
col., 1990) se recoge una lista de diferentes vegetales fermentados de interés comercial,
tales como alcachofas, alcaparras, zanahorias, coliflores, aceitunas, melones,
remolachas, pepinillos, etc. Ademads, en el mercado existe un numero indeterminado de
mezclas de vegetales con composiciones variables, asi como extractos de vegetales
fermentados procedentes de col, zanahoria, apio, tomates, remolacha y nabo. Sin
embargo, hasta el momento so6lo las aceitunas, la col 4cida y los pepinillos en vinagre,

destacan por su mayor importancia economica.
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1.1.2.- MICROBIOLOGIA DE LAS FERMENTACIONES DE VEGETALES

Cada tipo de vegetal proporciona un ambiente Unico en términos de tipo,
disponibilidad y concentracion de sustratos, capacidad tamponante, microorganismos
competidores y, quizas, antagonismo natural de los componentes de la planta (Daeschel

y col., 1987; Di Cagno y col., 2013).

El material vegetal fresco alberga a numerosos y variados tipos de
microorganismos, bacterias estrictamente acrobias como Bacillus, Flavobacterium spp.,
Pseudomonadaceae y hongos, anaerobios facultativos como Enterobacteriaceae y
BAL, y levaduras. Aunque las poblaciones de BAL son extremadamente bajas respecto
a las de otros microorganismos, se sabe que las plantas son el habitat natural para
algunas especies de este grupo bacteriano. Un analisis de 30 muestras diferentes de col
blanca tomadas en cuatro épocas de crecimiento de la planta demostrd que la microbiota
predominante estaba formada por bacterias aerobias, anaerobias y levaduras, donde las
BAL representaban del 0,15 al 1,5% del total de la poblacion bacteriana (Schneider,
1988). Los métodos tradicionales utilizados por la industria se basan en la fermentacioén

llevada a cabo por la microbiota epifita existente en el producto (Etchells y col., 1975).

La caracterizacion de BAL responsables de la fermentacion de vegetales viene
siendo estudiada desde hace bastantes afios en productos tales como las aceitunas
(Gonzalez-Cancho, 1963; Vaugh, 1982, Ruiz-Barba y col., 1994a; Garrido-Fernandez y
col., 1997, Hurtado y col., 2012), los pepinillos (Fleming, 1984) y la col acida
(Pederson y Albury, 1969), en los cuales L. mesenteroides, L. brevis, Pediococcus
pentosaceus y L. plantarum son las especies aisladas con mas frecuencia, pero no las
unicas. Aunque la composiciéon de la microbiota se ve afectada por los métodos de
preparacion de los vegetales para la fermentacion, esto no parece tener ningun efecto

significativo en los procesos fermentativos.

10
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Tabla 1. Especies de bacterias del acido lactico aisladas a partir de vegetales crudos o fermentados
espontaneamente (Di Cagno y col., 2013).

BAL
Lactobacillus plantarum

L. pentosus

L. fermentum

L. curvatus
L. brevis

L. paraplantarum

Leuconostoc
mesenteroides sbsp.
mesenteroides

Weissela soli
W. confusa, W. cibaria

Enterococcus faecalis,
E. faecium

Pediococcus pentosaceus

Origen

Calabacines, zanahorias,
pepinos, berenjenas,
remolachas rojas,
alcaparras, hinojos, coles.

Alcaparras, berenjenas,
pepinos.

Judias verdes, remolachas
rojas, alcaparras,
berenjenas.

Pimientos.

Alcaparras, berenjenas,
coles, pepinos.

Coles, alcaparras.

Coles blancas, zanahorias,
pimientos, pepinos,
berenjenas, lechugas.

Zanahorias.

Pimientos.

Judias verdes, alcaparras.

Judias verdes, pepinos,
alcaparras, coles.
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La poblacion microbiana en general, asi como la poblacion de BAL,
experimentan cambios considerables durante el transcurso de la fermentacion,

diferenciandose una serie de etapas sucesivas:

1.- Fase de iniciacion, dominada por bacterias Gram positivas y Gram negativas.

2.- Fermentacion primaria, dominada por BAL y levaduras.

3.- Fermentacion secundaria, llevada a cabo por levaduras fermentativas
mientras existan azicares fermentables. La microbiota responsable de la alteracion de la
fermentacidon, como son propionibacterias y clostridios, se pueden desarrollar en esta
etapa y degradar el acido lactico, sobre todo si el pH es demasiado alto o la
concentracion de sal y dcido es demasiado baja.

4.- Finalmente, puede tener lugar una etapa de post-fermentacion, en la que
pueden desarrollarse levaduras oxidativas, hongos y bacterias, sobre todo en productos

que se almacenan en envases abiertos (Fleming, 1991; Arroyo-Lopez y col., 2008).

La poblacion inicial y la tasa de crecimiento de los microorganismos, asi como
la tolerancia a la sal y al acido, son factores importantes que influyen en el desarrollo

secuencial de las poblaciones de BAL en fermentaciones de vegetales.

En las fermentaciones con baja concentracion de sal, Leuconostoc mesenteroides
es la primera BAL en dominar debido a su corto tiempo de generacion (Stamer, 1988).
En encurtidos, las levaduras fermentativas juegan un papel crucial en la conservacion,
ya que eliminan los sustratos fermentables. Por el contrario, las levaduras oxidativas
estan asociadas con la alteraciéon de la fermentacion por la degradacion de acidos
organicos, lo que origina un incremento en el pH y aumenta la presencia de organismos
sensibles al 4cido que inician fermentaciones desfavorables (Nout y Rombouts, 1992;

Arroyo-Lopez y col., 2008).

12
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1.2.- LAS BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO (BAL)

Las bacterias del acido lactico constituyen un grupo de microorganismos muy
heterogéneo, tanto morfologica como fisioldogicamente, cuya caracteristica mas
significativa es la capacidad de producir acido lactico como principal producto del
metabolismo de los carbohidratos (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, Orla-
Jensen, 1919, Segunda Edicion, Volumen 3; Sharpe, 1979). Este grupo incluye a
bacterias Gram positivas, generalmente inmoviles, no esporulantes, de morfologia
cocoide o bacilar, anaerobias facultativas o microaerofilas y que carecen de ciertas
actividades enzimaticas como catalasa, citocromo oxidasa y nitrato reductasa. Las BAL
poseen una capacidad biosintética limitada y son muy exigentes desde el punto de vista
nutricional, necesitando para su crecimiento aminoacidos, vitaminas y bases puricas y
pirimidinicas (Dellaglio y col., 1994; Ruiz-Barba y Jiménez-Diaz, 1994a; Ruiz-Barba y
Jiménez-Diaz, 1995).

GLUCOSA

/\

Fructesa-1,6-F Glucosa-6-F

6-P-Gluconato
Hilulosa-5-F
2 Tricsa-3-P / \
Triosa-3-P Acetl-P
2 Piruvato * ¢
Piruvate Etanol
2 Lactato Lactato
Homofermentacién Heterafermentacién

Figura 1. Esquema de las principales vias de fermentacion de glucosa en las BAL (Liu, 2003).

Fisiologicamente se diferencian dos grupos, atendiendo a los productos finales
de la fermentacion de los azucares: las fermentadoras homolacticas y las heterolacticas.

Las fermentadoras homolécticas utilizan la via glucolitica y reducen directamente casi

13
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todo el piruvato a lactato gracias a la enzima lactato deshidrogenasa. Las fermentadoras
heterolacticas utilizan la via de la fosfocetolasa, convirtiendo la glucosa en lactato y

etanol o acético y CO; (Liu, 2003).

Desde el punto de vista taxondmico, las BAL constituyen un grupo polifilético
(Makarova y Koonin, 2007). Se encuentran en la subdivision de eubacterias Gram
positivas conocida como subdivision Clostridial (contenido en G+C inferior al 55%).
La clasificacion de las BAL en distintos géneros responde fundamentalmente a sus
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y bioquimicas. Asi, en su clasificacion se han
utilizado tradicionalmente criterios como la morfologia celular, el crecimiento a
distintas temperaturas, en diferentes concentraciones de cloruro sédico o distintos pHs,
el patron de fermentacion de los carbohidratos y la configuracion del acido lactico
producido (Orla-Jensen, 1919; Sharpe, 1979; Axelsson, 1993). Posteriormente se
utilizaron otros criterios adicionales para su clasificacion, como el estudio de las
relaciones filogenéticas entre ellas atendiendo a las secuencias de ARN ribosomico 16S
(Collins y col., 1991; Schleifer y Ludwig, 1995; Vandamme y col., 1996; Stiles y
Holzapfel, 1997).

En base a las revisiones bibliograficas sobre la taxonomia de las BAL (Stiles y
Holzapfel, 1997; Axelsson, 1998), se consideraran como tales aquellas pertenecientes a
los géneros Atopobium, Alloiococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella. Los miembros de los géneros Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus, tienen un contenido en G+C
similar, existiendo poca variacion entre especies. El género Lactobacillus, en cambio,
posee miembros con contenidos de G+C muy diversos y por ello constituye un grupo
muy heterogéneo. Por tultimo, el género Bifidobacterium, que aunque también produce
acido lactico junto con acetato en la fermentacion de los azicares, posee un porcentaje
de G+C que oscila entre el 42-67% y filogenéticamente se sitia en la subdivision

Actinobacterial.

14
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Oenococcus

Streptococcus

Lactococcus
Lewconostoc

Enteracoccus,
Welissococcus, ‘s
Melissococcus, Weissella
Tc:ragfn.ﬂcm:rns
Vagococcus
Carnobacterium
Lactosphaera Lacrobacillus
Aerococcus
Allofococcus
Dolosigranufum

Propionibacterinm

Bifidobacterium

Figura 2. Arbol de consenso, basado en el analisis comparativo de secuencias de ARNr 16S, que muestra
los principales grupos filogenéticos de bacterias del acido lactico (Holzapfel y col., 2001).

1.2.1.- EL GENERO Lactobacillus

Los lactobacilos son bacilos Gram positivos no esporulantes € inmoviles, aunque
su morfologia varia ampliamente desde bacilos largos o bacilos ligeramente curvados a
cocobacilos corineformes. Son bacterias anaerobias aerotolerantes, quimiorganotrofas,
con metabolismo fermentativo y catalasa negativas, aunque algunas cepas pueden
presentar una pseudocatalasa (Felis y Dellaglio, 2007). Fermentan los hidratos de
carbono produciendo como principal producto final, &cido lactico. Tienen
requerimientos nutricionales complejos, dependiendo de la especie, necesitan ser
suplementadas con carbohidratos, acidos grasos, ésteres de 4cidos grasos, sales,

derivados de 4cidos nucleicos y vitaminas (Tannock, 2004).

15
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El género Lactobacillus incluye mas de 100 especies (Felis y Dellaglio, 2007).
Filogenéticamente se encuentra proximo a los géneros Leuconostoc y Pediocooccus y
mas alejado de los Streptococcus, Carnobacterium y las especies aerobias de Bacillus.
Taxondémicamente es un grupo muy heterogéneo, con un contenido variable de G+C
que oscila entre 32 y 54% (Schleifer y Ludwig, 1995). Uno de los principales problemas
en la taxonomia de este género es la ausencia de correlacion entre las propiedades
metabodlicas y la posicion filogenética (Sheleifer y Ludwig, 1995). Las técnicas
moleculares como la hibridacion ADN-ADN o la secuenciacion del gen ribosomico 16S

ha llevado a la reclasificacion de numerosas especies de BAL.

A pesar de la presencia frecuente de lactobacilos en los alimentos, son muy raros
los casos documentados de infecciones, casos que se han producido principalmente en
pacientes con una enfermedad severa previa (Bernardeu y col., 2008). Entre las
principales propiedades de seguridad asociadas a los lactobacilos, y que podrian
expresarse en el tubo digestivo, se encuentran algunas actividades enzimaticas como la
decarboxilacién de la tirosina, la actividad desconjugasa de las sales biliares, otras
actividades diversas (como nitroreductasa, B-glucuronidasa y glicosidasa, que podrian
tener efectos toxicoldgicos), la degradacion de acido hialurdnico, la actividad de
agregacion del complemento y la produccion de metabolitos toxicos (Bernardeu y col.,
2006). Entre los efectos negativos se podria incluir la cariogénesis, habiéndose atribuido
a ciertas cepas de lactobacilos su implicacion en algunos tipos de caries debido a su

capacidad acidificante (Bernardeu y col., 2006).

1.2.2.- EL GENERO Enterococcus

Los enterococos son cocos Gram positivos con bajo contenido en G+C (menos
del 50%), catalasa negativos (aunque algunas especies pueden presentar una
pseudocatalasa) y que se agrupan en parejas o en cadenas cortas. No forman endosporas
y algunos pueden ser moéviles. Algunas especies son pigmentadas como E. mundtii, E.
casseliflavus y E. sulfureus. Son anaerobios aerotolerantes, quimiorganotrofos, con un
metabolismo homofermentativo. El principal producto de la fermentacion es el acido L-

lactico y, ademas, pueden producir pequenas cantidades de acido acético, féormico y
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etanol. No producen gas. El numero de especies adscrito a este género no ha parado de
aumentar en los Ultimos afios, pasando de las 19 especies descritas en 2002 (Giraffa,
2002) a las 41 especies depositadas actualmente en la Coleccion Alemana de
Microorganismos y Cultivos celulares DSMZ (Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GMBH).

La taxonomia clésica de los enterococos es vaga y en muchos casos confusa, ya
que no hay caracteristicas fenotipicas inequivocas que permitan distinguirlos de otras

bacterias cocoideas Gram positivas y catalasa negativas (Devriese y col., 1993).

Debido a la gran capacidad de los enterococos de sobrevivir a tratamientos
térmicos y a condiciones ambientales adversas, se pueden encontrar en multitud de
alimentos, tanto de origen animal como vegetal (Murray, 1990; Muller y col., 2001;
Foulquié-Moreno y col., 2006). Incluso se ha encontrado que E. faecium es uno de los
microorganismos predominantes en la leche cruda (Franz y col., 1999), con las
consecuentes implicaciones para la industria lactea. Ademas juegan un papel importante
en la fabricacion de distintos productos vegetales, carnicos y lacteos, como las
aceitunas, las salchichas o los quesos (Franz y col., 2003; Hugas y col., 2003; Giraffa,
2003). Adicionalmente, los enterococos se pueden emplear para alargar la vida media de
los alimentos por su capacidad para producir sustancias antimicrobianas como acido
lactico, peréxido de hidrogeno y bacteriocinas. Incluso, se pueden emplear como
probidticos para humanos y animales (Franz y col., 1999). Entre las caracteristicas
ideales a la hora de considerar a una cepa de enterococo como probidtico o como
cultivo iniciador se encuentran la ausencia de genes de virulencia y sensibilidad a los

antibioticos (Franz y col., 2003).

La presencia de enterococos en numerosos alimentos artesanales es causa de
gran debate, debido a su reciente aparicion como patégenos emergentes (McBride y
col., 2007). Foulquié-Moreno y colaboradores (2006) sefialan la division de los
investigadores en pro y contra de los enterococos debido a la controversia que existe
sobre la conveniencia o no de que este grupo de microorganismos estén presentes en los
alimentos. Los enterococos han sido asociados con infecciones nosocomiales y pueden

estar presentes en pacientes inmunodeprimidos, ademas de haberse detectado la
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presencia de cepas resistentes a vancomicina. Pero a pesar de todo, su incidencia en
enfermedades humanas no se ha podido correlacionar con su presencia en alimentos

(Franz y col., 1999).

1.2.3.- HABITATS DE LAS BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO

La fuente originaria de las BAL son las plantas verdes, si bien, gracias a los
procesos de adaptacion metabolica y seleccion natural han sido capaces de colonizar
habitats muy diversos (Stiles y Holzapfel, 1997). Asi, las podemos encontrar asociadas
a las superficies vegetales, donde crecen a expensas de los nutrientes liberados tras la
descomposicion de los tejidos. Por ello también se encuentran en practicamente todos

los alimentos o bebidas en los que la materia prima sea de origen vegetal.

Del mismo modo, las BAL constituyen parte de la microbiota natural de muchos
animales, incluido el hombre, formando parte de la microbiota bacteriana del tracto
gastrointestinal y las mucosas (cavidad oral, vagina, etc.), donde desempefian un papel
beneficioso en el mantenimiento de la integridad intestinal y en procesos de
inmunomodulacion y resistencia a patdogenos (Klaenhammer y col., 2005; Giraffa,
2012). Los efectos beneficiosos de muchos lactobacilos ha conducido a su designacion
como probidticos (Claesson y col., 2007). Ademas, se aislan y se emplean como
cultivos iniciadores en numerosos alimentos fermentados como productos lacteos,
encurtidos, carnes fermentadas y panes fermentados (Tannock, 2004). En estos
alimentos suelen tener un efecto positivo al mejorar las caracteristicas organolépticas
del producto final, aunque algunas especies pueden producir efectos negativos y

alterarlos.

1.2.4.- IMPORTANCIA DE LAS BAL EN LA FERMENTACION DE LOS ALIMENTOS
Como se dijo anteriormente, Las bacterias del acido lactico son responsables de

la fermentacion de una gran variedad de alimentos con destino al consumo humano y

animal. Su uso en alimentacion es muy frecuente, ya que intervienen en el desarrollo de
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las caracteristicas sensoriales de los alimentos que fermentan, contribuyendo a la
textura, sabor, color y aroma tipicos de éstos (Smith y Palumbo, 1981; Kandler, 1983;
Daeschel y Fleming, 1984; Hounhouigan y col., 1993; de Vuyst y Vandamme, 1994;
Holzapfel, 2002).

Las propiedades organolépticas de los alimentos fermentados se deben
fundamentalmente a la produccion de agentes texturantes y moléculas aromaticas. Asi,
las BAL excretan exopolisacaridos (EPS) que mejoran la textura y viscosidad del
alimento, confiriéndoles un aspecto cremoso (De Vuyst y col., 2001; Laws y Marshall,
2001). Esta, por ejemplo, es una cualidad muy apreciada en la elaboraciéon de ciertos
derivados lacteos como el queso o el yogur (Broadbent y col., 2003). Ademas, bajo
ciertas condiciones ambientales, algunas BAL sufren procesos de autolisis. La autolisis

ha sido muy estudiada en cepas de L. lactis relacionadas con la elaboracion de quesos.

Entre las moléculas aromatizantes producidas por las BAL se encuentran el
diacetilo, el glioxal y el metilglioxal. El diacetilo, aparte de ser una molécula con
actividad antimicrobiana (Jay, 1982), es responsable del olor a mantequilla de los
productos lacteos fermentados (Fox y Wallace, 1997). El glioxal y el metilglioxal
producido por ciertos lactobacilos son los responsables de la gran variedad de aromas
que presentan ciertos tipos de quesos, que se producen como consecuencia de su

interaccion con aminoacidos (Kowalewska y col., 1985).

Las BAL pueden tener actividad proteolitica, dando lugar a la produccién de
péptidos y aminodcidos que enriquecen el medio desde el punto de vista nutricional,
aparte de contribuir a las propiedades organolépticas del producto final. La actividad
proteolitica de las BAL ha sido muy estudiada en relacion con la elaboracion de quesos

y yogures, y en especial en L. lactis.
Otra de las actividades beneficiosas de las BAL es la hidrolisis del almidon

mediante amilasas, lo que mejora notablemente la digestibilidad de los alimentos

fermentados por estas bacterias.
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Algunas BAL son capaces de producir bioconservantes que contribuyen a la
bioseguridad de los alimentos y otras muchas se pueden incluir en la categoria de los
microorganismos probioticos (O'Sullivan y col., 2002; Cotter y col., 2005; Ammor y
col., 2006; Reid y col., 2007; Lebeer y col., 2008). Los probidticos se definen como
“microorganismos vivos que al ser ingeridos en un determinado numero, ejercen
beneficios para la salud del consumidor adicionales a los derivados de la nutricién
general” (Guarner y Schaafsma, 1998). Entre las propiedades probidticas de las BAL
cabe mencionar la disminucidn de la intolerancia a la lactosa, de la diarrea asociada a la
ingesta de ciertos antibidticos o causadas por rotavirus, de la colonizacion por
Helicobacter pilori, del colesterol LDL, de los efectos de enfermedades inflamatorias
intestinales, de la recurrencia del cancer superficial de vejiga, la prevencion de la
alergia, la modulacion del sistema inmune y la mejora de la vacunacién oral (Ouwehand
y col., 2002). Las especies de BAL mas utilizadas como probioticos pertenecen al
género Lactobacillus (Charteris, y col., 1997; Sanz, 2007), si bien, también se utilizan

algunas especies de Enterococcus.

Por otro lado, los alimentos fermentados pueden contener prebioticos o
“componentes de los alimentos no digeribles que actuarian de manera beneficiosa en el
hospedador estimulando selectivamente el crecimiento y/o la actividad de una o un
numero limitado de especies bacterianas en el colon”, segun la definicién propuesta por
Gibson y Roberfroid (1995). Los oligosacaridos producidos en las fermentaciones de
los derivados de la leche son un ejemplo tipico de prebidticos, ya que afectan
selectivamente al desarrollo de bifidobacterias en el colon humano (Gibson y col.,

1995).

Finalmente, una de las cualidades mas importantes de las BAL es su capacidad
para producir compuestos antimicrobianos, lo que les permite desplazar a otros

microorganismos competidores presentes en las fermentaciones.
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1.2.5.- LAS BACTERIOCINAS

Existen procesos inespecificos de interferencia microbiana comun a todos los
ecosistemas microbianos, incluidos los alimentos. Dichos mecanismos incluyen la
competicion por los nutrientes, la formacion de ambientes inadecuados o la competencia
por los sitios de adhesiéon o colonizacion. Pero, ademas, existen procesos de
amensalismo mediados por la produccion de sustancias antagonistas tales como 4cidos
organicos, perdxido de hidrogeno, didoxido de carbono, diacetilo, antibidticos y
bacteriocinas (Caplice y Fitzgerald, 1999). Las BAL liberan multitud de sustancias
inhibidoras al medio, impidiendo el desarrollo de microorganismos no deseados, entre

las que destacan por su actividad antimicrobiana las bacteriocinas.

Las bacteriocinas son péptidos o proteinas de sintesis ribosémica que inhiben el
desarrollo de cepas y/o especies bacterianas, bien sean relacionadas filogenéticamente
con la cepa productora, bien que compartan los mismos requerimientos nutricionales
con ella (Klaenhammer, 1993; de Vuyst y Vandamme, 1994; Jack y col., 1995; Cotter y
col., 2005), pero no el de la propia bacteria productora, que presenta inmunidad
especifica a la bacteriocina secretada. En el caso de algunas de estas bacteriocinas, su
actividad inhibidora se dirige a cepas patdgenas cuyo vehiculo pueden ser los alimentos,
como Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium perfringens y Clostridium
paraperfringens. Son especialmente los enterococos (E. faecium y E. faecalis) los que
producen una mayor variedad de bacteriocinas con una actividad inhibidora muy fuerte,
cuyo espectro de accion incluye a numerosos patdégenos humanos como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, B. cereus, Streptococcus pneumoniae y
Streptococcus pyogenes.

La produccién de bacteriocinas es una caracteristica muy frecuente entre las
bacterias Gram positivas (Jack y col., 1995), si bien en los ultimos afios las
investigaciones se han centrado particularmente en las bacteriocinas producidas por las
BAL, dado su uso potencial como bioconservantes alimentarios y que estan producidas
por bacterias con status GRAS (Nes y Johnsborg, 2004). Dada la frecuencia con la que
se aislan estas BAL productoras de bacteriocinas de los diferentes alimentos, parece

claro que éstas han sido consumidas durante décadas sin representar riesgos para la
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salud, por lo que su introduccion como cultivos iniciadores no deberia suponer

problema alguno para los consumidores (O’Sullivan y col., 2002).

Las bacteriocinas presentan una serie de caracteristicas que las convierten en
candidatas adecuadas para ser utilizadas como conservadoras de los alimentos (Géalvez y
col., 2007):

1. Se consideran sustancias seguras.

2. No son activas ni toxicas frente a células Eucariotas.

3. Por su naturaleza proteica, son inactivadas por las enzimas proteoliticas del
tracto gastrointestinal.

4. Generalmente, sobre todo las bacteriocinas de pequefio tamafio, son
termorresistentes y tolerantes a amplios rangos de pH.

5. Muchas de ellas presentan un amplio espectro antimicrobiano, siendo activas
a bajas concentraciones frente a la mayoria de las bacterias Gram positivas patogenas,
toxigénicas o saprofitas mas frecuentes en los alimentos.

6. La accion bactericida se produce al actuar frente a la membrana
citoplasmatica bacteriana, por lo que no se producen resistencias cruzadas con
antibioticos.

7. En muchos casos, los determinantes genéticos estan localizados en plasmidos,
lo que facilita su manipulacion genética y la obtencion de cepas mejoradas

genéticamente.

Actualmente la nisina (aditivo E-234) es la unica bacteriocina aprobada para su
uso alimentario en mas de 50 paises (Guinane y col., 2005). El otro gran campo de
aplicacion de las bacteriocinas lo constituye su posible uso médico y veterinario, como
se ha puesto de manifiesto en el tratamiento y prevencion de la mastitis mediante la
lactocina 3147 (Guinane y col., 2005). Ademas, su empleo en el ganado podria
convertirse en una alternativa al uso de antibidticos en ganaderia (Diez-Gonzalez,

2007).
Por todo ello, muchos investigadores han propuesto el uso de las bacteriocinas,

especialmente las de las BAL, como conservantes para aumentar la vida util e

incrementar la calidad higiénica de diferentes alimentos.
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1.3.- LAS LEVADURAS

Las levaduras son microorganismos Eucariotas unicelulares clasificados dentro
del reino Fungi, estando descritas unas 1.500 especies (Kurtzman y Fell, 2006). Su
crecimiento vegetativo se produce en su mayoria a partir de la gemacion o fision binaria
y sus esporas sexuales no se forman en el interior de cuerpos fructiferos (Kurtzman y
Fell, 1998). La mayor parte de las levaduras se consideran unicelulares, con un solo
nucleo y una estructura de pared celular variable, lo que ha permitido su clasificacién en
Ascomycetos y Basidiomycetos. Algunas especies se caracterizan por formar
pseudohifas o incluso hifas verdaderas. Las células vegetativas pueden presentar
morfologias muy variadas, determindndose en algunas especies la formacion de esporas
asexuales. Muchas levaduras presentan reproduccion sexual, formando ascas o basidios,
estructuras donde tiene lugar la meiosis y que definen el estado perfecto (teleomorfico)
de la levadura. Pueden tener ciclos de vida muy complejos, ademas de ser muy variables

en cuanto a sus capacidades fisiologicas.

La gran mayoria de las levaduras son mesofilas, teniendo una temperatura
Optima de crecimiento entre 24 y 48 °C. Sélo unas pocas (2%) son psicrofilas, con una
temperatura Optima de crecimiento por debajo de 24 °C, algunas incluso se pueden

desarrollar cerca de los 0 °C (Déak y Beuchat, 1996).

Las levaduras toleran un rango de pH que oscila entre 3 y 10, pero prefieren un
medio ligeramente acido con un pH de 4,5 a 6,5 (Déak y Beuchat, 1996). Son
organismos aerobios, existiendo especies fermentadoras. Saccharomyces y unos pocos
géneros mas fermentan rapidamente los azlcares, pero detienen pronto su crecimiento y
multiplicacion por falta de oxigeno. Dekkera, Brettanomyces, Zygosaccharomyces
bailii, entre otros, fermentan glucosa mas rapidamente bajo condiciones aerobias que
anaerobias (Rodrigues y col., 2001). Solo unos pocos glicidos, principalmente hexosas
y oligosacaridos, pueden ser fermentados por las levaduras, pero el rango de
compuestos que pueden asimilar es mucho mas amplio incluyendo ademads, pentosas,

alcoholes, 4cidos organicos, aminoacidos y glicosidos (Déak y Beuchat 1996).
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1.3.1.- HABITATS DE LAS LEVADURAS

Las levaduras se caracterizan por tener una amplia distribucion en hdabitats
naturales, siendo muy frecuente su aislamiento a partir de substratos ricos en azflicares.
Se hallan sobre hojas, flores, frutos, piel, cuero, plumas, tracto digestivo de animales
hervivoros y omnivoros, algunas estan asociadas con insectos, pero el suelo es su mayor

reservorio (Déak y Beuchat, 1996).

Son muchas las especies que han sido capaces de adaptarse a diferentes entornos
o nichos ecoldgicos proporcionados por la actividad humana. En algunos casos, estas
levaduras han sido inconscientemente seleccionadas por los seres humanos durante
miles de afios por sus espléndidas propiedades en la elaboracion de los diferentes
alimentos, en un proceso conocido como "domesticacion” (Barrio y col., 2006). Por
ello, las levaduras son reconocidas por su enorme importancia en la produccion de

alimentos y bebidas.

1.3.2.- IMPORTANCIA DE LAS LEVADURAS EN LA FERMENTACION DE LOS ALIMENTOS

Las levaduras estan consideradas como el grupo mds importante de
microorganismos implicados en la fermentacion de alimentos y han sido utilizadas
durante siglos por el hombre por su interés comercial en la produccion de pan, vino,
cerveza, sidra y otros vegetales. El metabolismo de las levaduras permite la produccion
de alcoholes, acidos, ésteres, aldehidos y gases, dando lugar al desarrollo de sabores y
aromas caracteristicos (Deak y Beuchat, 1996). La fermentacion de los azlcares por las
levaduras es una tecnologia antigua y bien conocida, mediante el cual los carbohidratos
son transformados en diferentes compuestos tales como agua, etanol, dioxido de
carbono, etc. (Arroyo-Lopez y col., 2008). Sin embargo, también son importantes como
microorganismos descomponedores, especialmente en alimentos y bebidas con bajo pH,
altas concentraciones de sal y bajas temperaturas (Stratford, 2006). Ademas, estas
propiedades son a menudo especificas de la cepa, por lo que su uso en procesos de
produccion de alimentos fermentados es esencial para mantener la calidad y

consistencia del producto (Dedk, 1995; Tornay-Lehoczki y Dlauchy, 2000). Su uso se
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ha incrementado en la produccion de otros alimentos fermentados, como carnes y
quesos, y en la produccion de diferentes productos metabolicos, incluyendo enzimas,
lipidos y vitaminas (Dedk, 1991). Recientemente se ha vuelto a reconsiderar la
influencia positiva de las levaduras en la fermentacion de la aceituna de mesa (Psani y
Kotzekidou, 2006; Hernandez y col., 2007; Arroyo-Lopez y col., 2008; Bautista-
Gallego y col., 2011).

Por otro lado, las levaduras constituyen la causa mas probable de alteracion de
productos tales como frutas y bebidas sin alcohol, las cuales contienen azlcares
fermentables, siendo substratos donde la elevada acidez, la baja actividad del agua o la
presencia de etanol, reducen el desarrollo bacteriano. Entre las levaduras cominmente
asociadas con el deterioro de las frutas secas se incluyen Zygosaccharomyces rouxii y

especies de Hanseniaspora, Candida, Debaryomyces y Pichia (Brackett, 1997).

1.3.3.- PAPEL DE OTROS MICROORGANISMOS ASOCIADOS A LA FERMENTACION DE LA

ACEITUNA DE MESA

El papel que desempefian otros microorganismos diferentes a las levaduras y las
BAL en la fermentacion de la aceituna de mesa es siempre perjudicial para el proceso.
Los tres principales problemas causados por estos microorganismos son: ablandamiento
de las aceitunas, bolsas de aire en su interior o burbujas en la piel debido a la
acumulacion de gases y las fermentaciones putridas. Los microorganismos asociados a
estos problemas son, respectivamente, Bacillus, bacterias Gram negativas
(Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Escherichia y Aeromonas) y Clostridium. Al
inicio de la fermentacion pueden aparecer miembros de la familia Enterobacteriaciae,
ya que poseen una alta tasa de crecimiento a pH neutro, produciendo acidos como
acético y formico y didxido de carbono, pero se inhiben a pH inferiores a 5,5 por el
desarrollo de BAL (Nout y Rombouts, 1992). Por ultimo, la aparicion de
Propionibacterium es causante de incrementos de pH que permiten el posterior
desarrollo de Clostridium, con los problemas asociados al crecimiento de este otro

microorganismo (Garrido-Fernandez y col., 1997).

25



.
o

iINTRODUCCION — CSIC

2.- LA ACEITUNA DE MESA: DEFINICION E IMPORTANCIA ECONOMICA

El fruto del olivo es una drupa carnosa que posee un componente amargo
(oleuropeina), una baja concentracion de aztcares (2,6-6%, comparado con otras
drupas), y un alto contenido en aceite (12-30%) dependiendo de la estacion y variedad.
Estas caracteristicas hacen que no pueda ser consumida directamente del arbol y que
necesite ser procesada para dotar al producto final de unas caracteristicas organolépticas

adecuadas (Garrido-Fernandez y col., 1997).

Segun la Norma Comercial vigente del Consejo Oleicola Internacional, la
aceituna de mesa es “el producto preparado a partir de frutos sanos de variedades de
olivo cultivado (Olea europaea L.), elegidas por producir frutos cuyo volumen, forma,
proporcion de pulpa respecto al hueso, delicadeza de la pulpa, sabor, firmeza y facilidad
para separarse del hueso los hacen particularmente aptos para la elaboracion; sometido a
tratamientos para eliminar el amargor natural y conservado mediante fermentacion
natural o tratamiento térmico, con o sin conservantes, y envasado con o sin liquido de

gobierno”.

A pesar de que la mayor proporcion de la produccion mundial de aceituna se
dedica a la obtencion de aceite de oliva (54% en la campana 2012/13, COI-2013), la
cantidad de aceituna de mesa que se produce a nivel mundial esta en permanente
crecimiento (Tabla 2), situdndola a la cabeza de los productos vegetales fermentados del
mundo occidental y presentando una importante trascendencia econdmica y social.
Ademas, es uno de los pocos productos cuya tasa de consumo en los ultimos afios suele
ser mayor que la de produccion, fendmeno en gran medida asociado a la revalorizacion
que ha tenido este alimento como sano y natural. El mayor conocimiento del producto,
una presentacion mas cuidada y su mayor calidad, han contribuido a incrementar el
consumo mundial y, por consiguiente, el comercio internacional de la aceituna de mesa.
Al igual que en el caso del consumo, las exportaciones de aceitunas de mesa han
registrado un progresivo aumento, representando en la campafia 2012/2013 un 27% de

la produccién mundial.

26



'-ng-\r ,
¥ INTRODUCCION —~ CSIC

Tabla 2. Cifras de mercado mundial de aceituna de mesa de los ultimos 10 afios (en 1.000 t).

CAMPANA PRODUCCION | CONSUMO ' EXPORTACION | IMPORTACION

2003/2004 1602 1670 462 441
2004/2005 1853 1832 480 480
2005/2006 1762 1829 503 495
2006/2007 2089 2079 598 522
2007/2008 2152 2131 607 583
2008/2009 2083 2110 585 546
2009/2010 2369 2199 693 628
2010/2011 2563 2466 659 594
2011/2012* 2526 2439 661 587
2012/2013** 2315 2510 625 583

* Cifras provisionales. **Cifras previstas.

Observando los datos de mercado de los principales paises oleicolas para la
campana 2012/2013 (Tabla 3), se aprecia que el principal productor de aceitunas de
mesa del mundo es la UE con el 28,8% de la produccion mundial, seguida de Turquia,
con un algo mas del 17%, y en tercer lugar Egipto, con casi un 13%. En el sector de la
aceituna de mesa, la participacion de los distintos paises en la produccion estd menos
concentrada que en el caso del aceite de oliva, atin cuando la UE y Turquia representan

el 46% del total mundial, llegdndose al 60% si se tiene en cuenta a Egipto.

En general, se trata de un mercado de autoconsumo, donde los propios paises
productores son, a su vez consumidores. EE.UU., Israel e Iran presentan un consumo
superior a su produccion. Marruecos y Argentina destacan por su elevado nivel de
exportacion en relacion a su produccion. EE.UU. es claramente el principal importador
de aceitunas de mesa del mundo. Cabe destacar que, junto a EE.UU., la gran mayoria de
importaciones mundiales son absorbidas por la UE, Rusia, Brasil, Arabia Saudi y

Canada. A los seis va destinado casi el 80% de las exportaciones mundiales.
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Tabla 3. Produccion, consumo, exportacion e importacion (extracomunitarias) de aceituna de mesa de los

principales paises oleicolas (en miles de t). Campana 2012/2013, cifras previstas.

PAIS
UE
Turquia
Egipto
Siria
Argelia
Marruecos
EE.UU.
Peru
Irén
Argentina
Jordania
Chile
Tlnez

Israel

PRODUCCION @ CONSUMO | EXPORTACION

666
410
300
172
157
100
85
85
66
60
38
34
24
14

628
350
300
132
155
32
215
50
71
35
31
32
22
20

246
70
80
35

0
70
5
30
0
65

IMPORTACION
97

ol o O o O

135

La situacion del mercado de la aceituna de mesa en los paises de la UE viene

reflejada en la Tabla 4. Espafia es el principal productor, representando el 68% de la

produccion total de la UE (alrededor del 19% de la produccion mundial), seguido de

Grecia e Italia. Los paises productores de la UE son también consumidores. En el caso

de Francia e Italia, el consumo es muy superior a su produccion, por lo que son

importadores netos. Espafia y Grecia destinan una parte importante de su produccion

para la exportacion siendo Espafia la responsable del 27% de las exportaciones

mundiales.
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Tabla 4. Produccion, consumo, exportacion e importacién (extracomunitarias) de aceituna de mesa de
algunos paises de la UE (en miles de t). Campafia 2012/2013. Cifras previstas.

PAIS PRODUCCION A CONSUMO | EXPORTACION | IMPORTACION

Espafa 450 185 170 2
Grecia 130 20 51
Italia 74 148 4 6
Portugal 8 8 15 0
Chipre 3 4 0 0
Francia 1 56 2 28
Alemania - 68 1 14

Todos estos datos evidencian el papel clave que desempefia nuestro pais en la
produccion mundial de la aceituna de mesa, asi como en el mercado internacional. Es
importante destacar a la comunidad auténoma de Andalucia dentro de la produccioén
espafiola, representando el 80% de la produccion nacional en la campana 2011/2012
segun los datos de la Agencia para el Aceite de Oliva, seguida por Extremadura con un
19%. En dicha campafia, dentro de Andalucia, Sevilla fue la provincia con una mayor
produccion, representando un 57% del total nacional, seguida de Cordoba con un 12% y

Malaga con un 9%.

2.1.- CLASIFICACION DE LA ACEITUNA DE MESA

Segtn el Consejo Oleicola Internacional (COI), organismo que agrupa a los
paises oleicolas dependiente de la ONU y encargado de la regulacion del comercio
internacional, existen tres tipos de aceitunas en funcioén del grado de madurez de los
frutos frescos:

1. Aceitunas verdes: frutos recogidos durante ¢l ciclo de maduracion, antes del

envero, cuando han alcanzado su tamano normal.

2. Aceitunas de color cambiante: frutos recogidos antes de su completa

madurez, durante el envero.

3. Aceitunas negras: frutos recogidos en plena madurez o poco antes de ¢lla.
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Aceitunas verdes Aceitunas color cambiante Aceitunas negras

Como veremos mas adelante, existen diferentes preparaciones comerciales

elaboradas a partir de estos tres tipos de aceitunas.

2.2.- ELABORACION DE ACEITUNAS DE MESA

A partir de los distintos tipos de aceitunas (verdes, de color cambiante y negras)

se pueden llevar a cabo una gran variedad de tipos de elaboracion (Figura 3). Los mas

importantes se pueden clasificar en:

A) Elaboracion sin tratamiento alcalino:

- Aceitunas al natural: Obtenidas a partir de cualquiera de los tipos de

aceitunas colocadas directamente en salmuera.

B) Elaboracion con tratamiento alcalino:
B.1) Sin fermentacion:
- Con esterilizacion:

- Aceitunas negras oxidadas estilo californiano (“Black ripe olives™):

Obtenidas a partir de aceitunas verdes o de color cambiante sometidas a
un tratamiento alcalino, ennegrecidas por oxidacién y conservadas
mediante tratamiento térmico (esterilizacion) en salmuera o cualquier

otra solucidn.
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- Aceitunas verdes estilo californiano (“green ripe olives”): Obtenidas a

partir de aceitunas verdes sometidas a tratamiento alcalino y conservadas
mediante tratamiento térmico (esterilizacion) en salmuera.
- Sin esterilizacion:

- Aceitunas estilo Picholine, Castelvetrano v Campo Real: Obtenidas a

partir de aceitunas verdes sometidas a tratamiento alcalino y conservadas

en salmuera con algtn tipo de alifio.

B.2) Con fermentacion:

- Aceitunas estilo espanol o sevillano: Obtenidas a partir de aceitunas

verdes sometidas a tratamiento alcalino, fermentacién y conservadas en

salmuera.

I 1
[sm TRATAR CON] [TRATADAS CON ]

ALCALI ALCALI
I

[ |
SIN CON
FERMENTACION FERMENTACION

FQTFRTLIZA(“TON

CON
ESTERILIZACION

Figura 3. Principales sistemas de elaboracion de aceitunas de mesa.

De los diferentes sistemas de elaboracion de aceitunas citados anteriormente, los
de mayor importancia econdémica a nivel mundial son las aceitunas verdes estilo espafiol
y las aceitunas negras oxidadas estilo californiano o “black ripe olives” (Fernandez-
Diez y col., 1985). Las otras elaboraciones que incluyen un tratamiento alcalino
presentan un consumo mas localizado en paises concretos: estilo Castelvetrano en Italia

(Marsilio, 1993), estilo Picholine en Francia (COI, 2004), estilo Campo Real en Espaiia
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(De Lorenzo y col., 2000) y las verdes estilo californiano o “green ripe olives” en

EE.UU. (USDA, 1983).

2.2.1.- ACEITUNAS DE MESA AL ESTILO ESPANOL O SEVILLANO

Con el fin de eliminar la oleuropeina hidrosoluble, las aceitunas se someten a un
tratamiento alcalino con NaOH (1,8-3,0%, p/v, dependiendo de la variedad), tras lo cual
se realizan uno o varios lavados con agua con objeto de eliminar el exceso de alcali
(Borbolla y Alcaléd y Rejano, 1978). Posteriormente se colocan en salmuera con un 5-
10% (p/v) de NaCl, que debido al intercambio osmotico se convierte en un caldo de
cultivo donde crecen los microorganismos a expensas de la materia fermentable de los
frutos (glucosa, fructosa, manitol y sacarosa) (Fernandez-Diez, 1983). Sin embargo, el
tratamiento con NaOH destruye gran parte de la microbiota presente en las aceitunas
(Garrido-Fernandez, 1990), por lo que en muchos casos es casi imprescindible afiadir L.
pentosus como cultivo iniciador. La utilizacién de sal y la progresiva bajada del pH
selecciona a la microbiota lactica, que aumenta desde un 1% del total de la microbiota
en la salmuera fresca hasta el 80% tras unos pocos dias (Robinson, 1988; Sanchez-
Gomez y col,, 2006). En condiciones normales, como consecuencia de esta
fermentacion acido-lactica, se obtiene un producto de caracteristicas sensoriales Unicas
con un valor de pH menor o igual a 4,2 unidades, el cual, junto con un incremento
adicional de la concentracion de sal hasta niveles de 8-9%, permite la buena

conservacion de las aceitunas hasta el momento del envasado.

2.2.1.1.- BAL ASOCIADAS A LA FERMENTACION DE LA ACEITUNA DE MESA

El principal género de BAL aislado de aceitunas de mesa es Lactobacillus. En
menor proporcion se han aislado especies de los géneros Enterococcus, Pediococcus y
Leuconostoc. Durante bastante tiempo se creyd que L. plantarum era la especie
predominante en la fermentacion de aceitunas estilo espafiol o sevillano (Fernandez-
Diez y col., 1985), pero desde la descripcion de L. pentosus como nueva especie

(Zanoni y col., 1987), muchas cepas de L. plantarum aisladas de fermentaciones de
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aceitunas han sido reidentificadas como L. pentosus (Montafio y col., 2000; Ruiz-Barba
and Jiménez-Diaz, 2012).

Aunque nos referimos a este grupo microbiano como BAL, las reacciones que
producen, tanto por el nimero de sustratos generados como por las vias metabolicas que
utilizan, son mas complejas de lo que se desprende del nombre del grupo. A pesar de
esta complejidad metabdlica, la base de la fermentacion lactica de la aceituna de mesa
se centra en la capacidad del microorganismo para producir acido, reduciendo el pH y
aumentando la acidez libre (Battcock y Azam-Ali, 1998; Sanchez y col., 2000b;
Montafio y col., 2003). El acido lactico que producen es efectivo inhibiendo el
desarrollo de otras bacterias que podrian alterar y estropear la aceituna. Mientras
Streptococcus y Leuconostoc son las especies que menos acido producen, los miembros
del grupo Lactobacillus son homofermentativos y producen las mayores cantidades de

acido. En un estadio intermedio se sitian los pediococos (Battcock y Azam-Ali, 1998).

Otro de los metabolitos producidos por las bacterias del acido lactico aisladas de
fermentaciones de aceitunas que mas interés despiertan entre los investigadores son las
bacteriocinas. Estos compuestos poseen un espectro de accidn antimicrobiana que
abarca tanto patdgenos (como Listeria monocytogenes), como bacterias Gram positivas
que deterioran alimentos (Yoneyama y col., 2004). Las bacteriocinas también actian
frente a competidores en el nicho ecologico de la propia cepa productora. Por ejemplo,
la plantaricina S, producida por cepas de L. pentosus aisladas de fermentaciones de
aceituna estilo espafiol o sevillano, es activa frente a diversos competidores de esta BAL
(otras cepas de Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococccus), asi como
frente a Dbacterias que alteran las aceitunas una vez fermentadas, como
Propionibacterium y Clostridium (Jiménez-Diaz y col., 1993). La produccion de
bacteriocinas suele estar ligada al crecimiento y, tanto la produccidon como su accion

posterior, suelen ser 6ptimas en las condiciones de fermentacion (Delgado y col., 2007).

El empleo de cepas productoras de bacteriocinas como cultivos iniciadores en
las fermentaciones de aceitunas es un procedimiento muy interesante puesto que no solo
se aumentan las posibilidades de implantacion del in6culo, sino que éste, ademas,

incrementara la calidad y la seguridad del producto final (Ruiz Barba y col., 1994b;

33



.
o

iINTRODUCCION — CSIC

Delgado y col., 2005), ya que permiten el control y/o eliminacion de poblaciones de
bacterias indeseables, alterantes o incluso patdégenas (Cogan, 2002; Johnson y Lucey,
2006). La patente espafiola 9900740 sobre el “Procedimiento de fermentacion de
productos vegetales” (Jiménez-Diaz y col., 1999) y las mejoras introducidas en la
patente principal por “Procedimiento de obtencion de productos vegetales mediante la
adicion de cultivos iniciadores mixtos de bacterias lacticas” (Jiménez-Diaz y Ruiz-
Barba, 2004) se basa en el uso combinado de dos cepas de L. plantarum (actualmente
clasificadas como L. pentosus), una productora de bacteriocinas y otra con una rapida

tasa de crecimiento.

A lo largo de la fermentacion, las BAL autdctonas cambian espontdneamente. Al
inicio predominan especies Gram positivas de los géneros Enterococcus, Pediococcus y
Leuconostoc que compiten con el resto de la microbiota Gram positiva. Esta microbiota
desaparece en varios dias, quedando solo especies de los géneros Leuconostoc y
Lactobacillus. Por tltimo, al final del proceso de fermentacion (desde el dia 20, hasta el
dia 120 aproximadamente) las especies involucradas son del género Lactobacillus,
principalmente L. plantarum (Fernandez-Gonzalez y col, 1993; Harris, 1998)
(reclasificada actualmente como L. pentosus), ademas de coexistir con algunas especies
de levaduras. Sin embargo, las caracteristicas fisico-quimicas, como la concentracion de
sal, temperatura externa, etc., son las responsables de los cambios de la microbiota

durante la fermentacion.

2.2.1.2.- LEVADURAS ASOCIADAS A LA FERMENTACION DE LA ACEITUNA DE MESA

El papel beneficioso de las levaduras en las fermentaciones de aceituna de mesa
al natural o aderezadas esta fuera de dudas (Kotzekidou, 1997; Marquina y col., 1997).
Aun asi, es necesario evaluar cada especie presente en los distintos procesos, puesto que

algunas de ellas son también causantes del deterioro del fruto (Asehraou y col., 2000).
Las especies de levaduras identificadas de forma recurrente en diferentes

elaboraciones de aceitunas de mesa han sido Candida boidinii, Candida diddensiae,

Pichia anomala, Pichia kluyveri, Pichia membranifaciens, Rhodotolura glutinis y
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Saccharomyces cerevisiae (Oliveira y col., 2004; Coton y col., 2005; Arroyo-Lopez y
col., 2006; Hernandez y col., 2007). Dentro de los géneros Candida, Debaromyces,
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces y Torulaspora también se han identificado
diferentes especies pero o bien de forma minoritaria o bien asociadas a una determinada
variedad y/o forma de preparacion (Arroyo-Lopez y col., 2008). Gracias al uso de
técnicas moleculares la identificacion de levaduras es ahora mas répida y precisa que
con el uso de métodos bioquimicos y se elimina la subjetividad que puede acompafiar a

la interpretacion de estas pruebas (Coton y col., 2005; Arroyo-Lopez y col., 2008).

Uno de los defectos causados en las aceitunas por la accion de levaduras son las
deformaciones de la estructura del fruto debido a la formacion de bolsas de didxido de
carbono. La formacion de gas también puede llevar a una fermentacion muy tumultuosa
con pérdidas de salmuera. P. anomala y S. cerevisiae se han asociado a este problema
(Arroyo-Lopez y col.,, 2008). También hay algunas especies que poseen actividad
poligalacturonasa que contribuye a degradar la pared de los frutos, volviéndolos
demasiado blandos (Hernandez y col., 2007). Diversas especies de Rhodotorula
asociadas a la piel de la aceituna antes de la recoleccion han mostrado esta actividad
aunque, actuando en las primeras etapas de la fermentacion, un pequefio deterioro de la
pared celular del fruto favoreceria la liberacion de nutrientes al medio colaborando con
la fermentacion (Vaughn y col., 1969). Aunque no se ha podido relacionar con ninguna
especie en concreto, es posible que algunas levaduras también sean causantes de

producir defectos en el aroma y sabor de la aceituna (Arroyo-Lopez y col., 2008).

Durante la fermentacion y el almacenamiento, las levaduras pueden producir
etanol, acidos organicos, glicerol, alcoholes superiores, ésteres y otros compuestos
volatiles que contribuiran significativamente a la textura y el aroma y, a su vez, a la
aceptacion del producto por parte del consumidor (Garrido-Fernandez y col., 1997;
Montafio y col., 2003; Sabatini y col., 2008). Las levaduras pueden mostrar diversas
actividades enzimadticas importantes durante el desarrollo de la fermentacién de la
aceituna de mesa. Por ejemplo, la actividad B-glucosidasa puede influir en la hidrolisis
de la oleuropeina facilitando la implantacion de las bacterias lacticas (Psani y
Kotzeidou, 2006), actividades estereasa y lipasa, que pueden incrementar el contenido

en acidos grasos libres en las salmueras de fermentacion (Hernandez y col., 2007,
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Arroyo-Lopez y col., 2008) y compuestos antioxidantes, siendo hasta ahora P. anomala
la que ha mostrado una mayor actividad antioxidante en medio sintético (Arroyo-Lopez

y col., 2008).

Uno de los papeles mas relevantes que se otorga a las levaduras es la posibilidad
de inhibir el crecimiento de otras levaduras gracias a su actividad “killer” y/o
micogénica (Asehraou y col.,, 2000; Psani y Kotzeidou, 2006). P. anomala,
Debaromyces hansenii, Kluyveromyces marxinus y P. membranaefaciens han sido las
especies de levaduras que mayor actividad killer han mostrado (Asehraou y col., 2000;

Arroyo-Lopez y col., 2008; Hernandez y col., 2008).

El papel que juegan las levaduras en esta fermentacion siempre se ha
considerado secundario, creyéndose que solo contribuyen a las propiedades
organolépticas del producto (Fernandez-Diez y col., 1985). Sin embargo, la especie
bacteriana predominante en la fermentacion, L. plantarum (reclasificada actualmente
como L. pentosus), es auxotrofa para varios aminoacidos y vitaminas (Rosen y Fabian,
1953; Rogosa y col., 1961; Koser, 1968; Ledesma y col., 1977; Morishita y col., 1981,
Kandler y Weiss, 1982; Roissart, 1983; Ruiz-Barba, 1991), encontrandose algunas de
estas deficiencias en cepas salvajes aisladas de fermentaciones de aceitunas (Ruiz-Barba
y Jiménez-Diaz, 1994a), que no son capaces de sintetizar vitaminas de grupo B. Se ha
comprobado que algunas de las levaduras asociadas a L. pentosus en esta fermentacion
producen este tipo de vitaminas, por lo que tales levaduras serian de vital importancia
para la correcta fermentacion de las aceitunas verdes (Ruiz-Barba y Jiménez Diaz,

1995).

2.3.- FACTORES QUE INFLUYEN EN LA FERMENTACION

El objetivo final de una fermentacion es tanto preservar las caracteristicas de la

aceituna como mejorar las propiedades del producto final (Panagou y Tassou, 2006).

Existen varios factores que influyen en el correcto desarrollo de la fermentacion y que

se deben evaluar para controlar el ecosistema fermentativo (Rejano-Navarro, 1977;
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Duran-Quintana y col., 1999; Spyropoulou y Nynchas, 1999; Spyropoulou y col., 2001;
Tassou y col., 2002; Chammen y col., 2005):

- El pH del fruto: en aceitunas aderezadas hay que tener en cuenta el hidroxido
sodico residual y los lavados que las aceitunas han sufrido.

- La cantidad de cloruro sédico de la salmuera y su influencia sobre la actividad
de agua.

- La temperatura de fermentacion.

- La disponibilidad de nutrientes y su difusion a través de la epidermis de la
aceituna.

- La aireacion.

Uno de los parametros que se controlan de forma rutinaria para evaluar el éxito
de una fermentacion es la acidez, tanto libre como combinada (Panagou y Tassou,
2006). Ademas de los acidos liberados por los frutos y los generados durante la
fermentacion, esta permitido adicionar en cualquier momento del proceso 4cido acético,
ascorbico, benzoico, citrico, lactico y sérbico (Norma del COI, 2004). El empleo de
acido acético en el envasado de aceitunas negras o de acidos lactico y citrico en el caso
de las verdes seria un buen ejemplo de esta practica (Rodriguez-Borbolla y Gonzélez-
Pelliso, 1972; de Castro y col., 2007). También se han empleado acidos para reducir el
pH inicial de las salmueras en aceitunas aderezadas estableciendo asi un pH inicial
optimo para las bacterias del acido lactico en aceitunas al natural (Panagou y Tassou,

2006).

La concentracion de sal de las salmueras es otro de los pardmetros mas
importantes a tener en cuenta. No solo se trata de favorecer una correcta fermentacion
desde el inicio, sino que debiera mantenerse una concentracion constante y renovarla si
fuese preciso (Bobillo y Marshal, 1991; Ozay y Borcakli, 1995; Montafio y col., 2003).
Tassou y col. (2002) demostraron que una concentracion baja de sal favorece el
crecimiento de las BAL mientras que valores elevados estimulan el crecimiento de
levaduras. Debido al coste medioambiental que acarrea el vertido de las salmueras,
también se estdn realizando estudios para desarrollar salmueras con menor
concentracion de sal sin poner en riesgo la seguridad alimentaria del proceso ni la

calidad del producto.
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Tassou y col., (2002) también pusieron de manifiesto la importancia de la
temperatura en los procesos de fermentacion. El tipo de fermentador utilizado influye
directamente en la temperatura, de forma que cuanto mas pequefio es el fermentador,
menos inercia tiene. Por ello, al analizar barriles de 200 litros se observa que la
distribucion de la microbiota es muy irregular. Como resultado, se obtienen barriles con
frutos estropeados mientras que otros contienen aceitunas de gran calidad (Amelio y De

Muro, 2000).

La variedad de la aceituna también es determinante, especialmente en aceitunas
elaboradas al natural. Por ejemplo, mientras que se ha encontrado desarrollo de
lactobacilos en aceitunas al natural de las variedades Conservolea, Gordal o Alorena
(Garcia y col., 1992; Duran y col., 1993; Panagou y col., 2003), éstos no se han
detectado en las variedades Hojiblanca y Manzanilla (Rodriguez-Borbolla y col., 1971;
Garrido-Fernandez y col., 1997).

2.3.1.- COMPUESTOS POLIFENOLICOS Y OLEOSIDICOS PRESENTES EN LA ACEITUNA

A principios del Siglo XX se describio en aceitunas y hojas de olivo la presencia
de un compuesto amargo al que se denominé oleuropeina, con propiedades quimicas
parecidas a las de los taninos (Bourquelot y Vintilesco, 1908). Sin embargo, no fue
hasta mediados del Siglo XX cuando se descubrié la estructura completa de dicha

sustancia (Panizzi y col., 1960).

La oleuropeina se considera el compuesto polifenolico mayoritario de la pulpa
de las aceitunas (Amiot y col., 1986), aunque su concentracion disminuye con la
maduracion de los frutos a la vez que aumenta la de hidroxitirosol 4-glucosido, que

llega incluso a ser mayoritario en aceitunas negras maduras (Romero y col., 2002).
En aceitunas verdes al estilo espafiol, negras oxidadas y negras naturales

envasadas se han encontrado como polifenoles mas representativos en el jugo de los

frutos, hidroxitirosol, tirosol, salidrésido y verbascosido (Romero y col., 2004). Por otra
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parte, en la fase oleosa de estas aceitunas los polifenoles mas importantes son
hidroxitirosol, tirosol, catecol, vanillina, acido vanillico, hidroxitirosol acetilado,

pinoresinol y 1-acetoxipinoresinol.

2.4.- SELECCION Y USO DE CULTIVOS INICIADORES

La utilizacion de cultivos iniciadores para fermentar las aceitunas verdes no esta
muy extendida en Europa. Sin embargo, el interés y el desarrollo de dichos cultivos
iniciadores estd aumentando, debido al estudio de cepas con capacidad de degradar la
oleuropeina (Ciafardini y col., 1994; Leal-Sanchez y col., 2003), producir bacteriocinas
(Ruiz-Barba y col., 1994b), crecer en salmueras de aceitunas maduras (Durén-Quintana
y col., 1994), fermentar a bajas temperaturas (Duran-Quintana y col., 1999) o
desarrollarse a valores de pH elevados (Sanchez y col., 2001; Ruiz-Barba y Jiménez-
Diaz, 2012).

Reutilizar las salmueras de fermentacion es la forma méas simple de usar un
indculo. Panagou y Tassou (2006) pusieron de manifiesto que de este modo se reduce el

tiempo de supervivencia de las enterobacterias.

El uso de cultivos iniciadores no sélo ayuda a disminuir el riesgo de deterioro,
sino que facilita una rapida y mayor acidificacion de la salmuera, contribuyendo
también a disminuir la energia requerida durante el proceso (Fernandez-Diez y col.,
1985; Garrido-Fernandez y col., 1997; Spyropoulou y col., 2001; Panagou y Tassou,
2006).

Un cultivo iniciador ideal debe cumplir las siguientes caracteristicas (Fernandez-
Diez y col., 1985; Buckenhiiskes y col., 1990; Jiménez-Diaz y col., 1993; Garrido-
Fernandez y col., 1997; Duran-Quintana y col., 1999; Jiménez-Diaz y Ruiz-Barba,
2012):

a) Tener un crecimiento rapido y predominante

b) Poseer un metabolismo homofermentativo, tasa de acidificacion elevada y un
rapido consumo de los sustratos fermentables
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c) Presentar tolerancia a la sal, a los acidos organicos y a los polifenoles del
medio

d) Tener requisitos nutricionales minimos

e) Tener capacidad de crecer a baja temperatura

f) Ser productor de bacteriocinas

g) Ser tolerante a la congelacién o liofilizacion en el caso de que vaya a ser

usado comercialmente

Del mismo modo, el medio de fermentacion debe cumplir los requisitos
complementarios al cultivo seleccionado (Garrido-Fernandez y col., 1997):

a) Disponibilidad de sustratos fermentables

b) Concentracion tolerable de sal

c) Poseer los requisitos nutricionales minimos

d) Tener pH y temperatura apropiados

e) Ausencia de sustancias inhibidoras

f) Utilizar la variedad de aceituna adecuada

Los estudios de comparacion entre fermentaciones espontaneas y fermentaciones
inoculadas se han llevado a cabo desde los comienzos de la investigacion moderna
sobre la aceituna de mesa, durante la década de los 40 (Garrido-Fernandez y col., 1997).
Desde entonces muchos son los autores que recomiendan la inoculacién de las

salmueras.

Del mismo modo que las especies de lactobacilos se asocian a una variedad de
aceituna 0 a un método de preparacion de una variedad, se ha estudiado el uso de
diferentes cultivos iniciadores para cada proceso. La mayoria de estudios actuales se
han centrado en el uso de L. pentosus y L. plantarum como principales especies
asociadas a los procesos de fermentacion de aceitunas de mesa. En la Tabla 5 se recogen

los principales estudios de uso de cultivos iniciadores de los Gltimos afios.
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Tabla 5. Principales estudios de uso de cultivos iniciadores de los ultimos afios.

Especie inoculada

Variedad de aceituna v método de procesamiento

Referencia

L. plantarum

Bella di Cerignola, aceitunas verdes naturales

Petriocone y eof,, 2010

Moresca y Kalamata, aceitunas negras naturales

Sabatini y col., 2008

Conservolea, acettunas verdes tratadas

Chorianopoulos ¥ col., 2005

Picholine, aceitunas verdes tratadas

Lamzira ¥ col., 2005

Ascolanay Ternera, aceitunas verdes tratadas

Marsilio v col., 2005

Manzanilla, aceitunas verdes tratadas

Leal-Banchez v cof, 2003

Gemlik, aceitunas negras naturales

Borcakli v col, 1995

Marnzanilla, acettunas verdes tratadas

Fuiz-Barba y col., 1994

L. pentosus

Azeiteira, acettunas verdes tratadas

Perez v cal., 2008

Marnzanilla, aceitunas verdes tratadas

Medina v cal., 2008, De Castro
veol, 2002

Lecino, aceitunas negras naturales

Servili v col., 2006

Conservoles, aceitunas verdes naturales

Panagou v col, 2003

L. pentosus, L. plantaresn (cultivos simples y coinoculacidmn)

Arbequing, acettunas verdes naturales

Hurtado v col., 2010

L. pentosus, L. plantarm

Conservolen, aceitunas negras naturales

Panagou v col., 2008

Conservolen, aceitunas verdes tratadas

Fanagou y Taszou, 2006

Marnzanilla, aceitunas verdes tratadas

Banchez ¥ cal., 2001

L. plantarum, L. paracasei

Aceitunas verdes tratadas

Saravanos ¥ col., 2008

L. paracasel

Bella di Cerignola, aceitunas verdes tratadas

De Bellisyeaf, 2010

L. pentosus, L. pentosus/ L. coryniformis (co-inoculacidn)

Nocellara del Belice, acettunas verdes tratadas

Aponte y cal. 2012

L. plantarum, L. casei

Nocellarg Bitnea, aceitunas verdes naturales

Randazzo y col., 2011

L. plantarum, L. plantarum/P. pentasacetis (co-inoculacidn), L

plaptarim/ L. fagcium (co-inocoulacidn)

Aceitunas verdes tratadas

Ruiz-Barba ycal , 2010

L. brevis, In. Cremoris, In. Paramesenteraides, L. plantarm

Gemlik, aceitunas negras naturales

Kuomral y col., 2009

L. plantarum, L caseiy L. pertosus

Acettunas verdes tratadas v naturales (diferentes cultivos)

Caggia v col., 2004

E. casseliflavus/L. pentosus (co-inoculacion)

Aceitunas verdes tratadas

De Castro y col., 2002

L. pentosus (co-inoculacion)

Aceitunas verdes tratadas

Fuiz-Barba y Jiménez-Diaz,
2012

L. plantarum, L. brevis, F. cerevisiae, In. mesenteroides

Marnzanilfo, aceitunas verdes tratadas

FEtchells v el 1966
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Jiménez-Diaz y Ruiz-Barba (2004) recogieron en su patente el uso conjunto de
dos cepas de L. plantarum como cultivos iniciadores en productos vegetales. Asi, la alta
tasa de crecimiento en condiciones naturales mostrada por L. plantarum LP RJL3
permitia que esta cepa se desarrollase con rapidez en las salmueras de fermentacion de
aceitunas, provocando una rapida bajada del pH de las mismas y propiciando asi las
condiciones ambientales para que se desarrollase de forma eficaz la cepa L. plantarum
LP RJL2. Ademas, la cepa LP RJL3 es productora, en condiciones naturales de
fermentacion, de un polisacarido extracelular que contribuye de manera eficaz a
potenciar las caracteristicas organolépticas del producto final. Por el otro, la capacidad
de la cepa L. plantarum LP RJL2 de producir plantaricina S, le confiere una gran
ventaja ecoldgica para imponerse a la microbiota bacteriana natural de estos productos y
sobre aquella que pudiera contaminar el producto fermentado posteriormente y causar
alteraciones que lo hicieran no apto para su consumo y/o comercializacion (Ruiz-Barba

y Jiménez-Diaz, 2012).

Panagou y col., (2008) inocularon con cepas de L. pentosus y L. plantarum
aceitunas de la variedad Conservolea negras al natural, observando niveles muy
similares de acidificacion e implantacion de las cepas. Los mismos autores
comprobaron en otro estudio que una cepa comercial de L. pentosus ofrecia mejores
resultados en cuanto a acidificacion, reduccion del pH y del tiempo de supervivencia de
las enterobacterias que una cepa de L. plantarum aislada de las propias aceitunas
(Panagou y Tassou, 2006). Este estudio se realizd con aceitunas Conservolea verdes

aderezadas.

Hurtado y col. (2010) estudiaron el uso de dos especies de lactobacilos y de una
levadura como iniciadores, tanto solos como combinados entre ellos, durante la
fermentacion de la aceituna de mesa de la variedad Arbequina. Observaron que el uso
de L. pentosus como cultivo iniciador, tanto en cultivo puro como en asociaciéon con la
levadura C. diddensiae, constituia un método rapido y apropiado para la fermentacion
de esta variedad de aceituna de mesa. Diversos estudios avalan el uso de levaduras
como co-indculos puesto que, por un lado son capaces de inhibir el crecimiento de otras

cepas de levaduras y flora autoctona patdgena que podrian alterar las aceitunas y su
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salubridad (Psani y Kotzekidou, 2006) y, por otro, estimulan el crecimiento de las

bacterias lacticas (Ruiz-Barba y col., 1994a; Arroyo-Lopez y col., 2008).

Aponte y col. (2012) buscaron cepas autoctonas de la fermentacion de la
variedad “Nocellara del Belice” para utilizarlas como cultivos iniciadores. Entre las
cepas encontradas eligieron una perteneciente a la especie L. pentosus con buenas
caracteristicas bioquimicas y con una alta capacidad para acidificar las salmueras. La
cepa mostré una adaptacion éptima al medio y observaron que la fermentacién
espontanea necesitaba 14 dias méas para llegar al mismo nivel de poblaciéon que los
ensayos con el inoculo, por lo que el uso del mismo disminuia el riesgo de desarrollo de
microorganismos perjudiciales para la fermentacion. Ademas, las aceitunas elaboradas
con el cultivo iniciador presentaban mejores propiedades sensoriales que a las de una

fermentacion esponténea.

También se han inoculado aceitunas con otras especies de bacterias del acido
lactico. Etchells y col. (1966) compararon los perfiles de fermentacion de L. plantarum,
Lactobacillus brevis, Pediococcus cerevisiae y Leuconostoc mesenteroides cuando se
inoculaban en aceitunas manzanilla verdes. L. plantarum fue con diferencia la especie
que ofrecié mejores valores de pH y acidificacién cuando fue co-inoculada con otra de
las especies, mientras que L. brevis fue incapaz de implantarse. En el estudio de Castro
y col. (2002) se utiliz6 con éxito Enterococcus casseliflavus conjuntamente con L.
pentosus, intentando simular el desarrollo de una fermentacion espontanea de aceitunas
al estilo espafiol. Kumral y col. (2009) inocularon aceitunas negras al natural de la
variedad Gemlik, con L. Dbrevis, Leuconostoc cremoris y Leuconostoc
paramesenteroides, ademas de con una cepa comercial de L. plantarum. A temperatura
controlada y con una concentracion salina baja, fue L. cremoris el microorganismo que

ofrecié mejores condiciones para la inoculacion.

Una de las mas recientes vias de investigacion es el uso de indculos con
caracteristicas probidticas con el objetivo de utilizar a la aceituna de mesa como
alimento portador de tales microorganismos. Se ha observado que Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus rhamnosus y Bifidobacterium bifidum son capaces de
colonizar la epidermis de la aceituna (Lavermicocca y col., 2005). También se ha usado
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la cepa probiotica Lactobacillus paracasei IMPC2.1 como cultivo iniciador en una
fermentacion de aceitunas de mesa “Bella di Cerignola” comprobando que la cepa se
encuentra en la epidermis al final del proceso de elaboracion, actuando al mismo tiempo

como cultivo iniciador y como cepa probiotica (De Bellis y col., 2010).

También se comprobd que la cepa probiodtica L. paracasei LMGP22043 colonizé
satisfactoriamente el intestino humano, influyendo positivamente en los pardmetros
bioquimicos de la microbiota intestinal (Valerio y col., 2011). La asociacion de esta
cepa con alimentos ricos en fibras, como es el caso de la aceituna, representa una nueva
estrategia para proporcionar un suministro diario de probidticos y para atraer a los

consumidores hacia alimentos vegetales ricos en ellos.

3.- ECOLOGIA MICROBIANA

3.1.- RELACIONES ENTRE MICROORGANISMOS

Desde los inicios de la microbiologia se ha considerado que las bacterias eran
organismos independientes, sin que tuvieran una necesidad aparente de organizacion ni
de comunicacién. Al principio, la comunicacion bacteriana se contemplé como un
fenomeno raro y de dudosa credibilidad (Dunny y Winans, 1999b) pero los numerosos
estudios llevados a cabo en los ultimos afios han demostrado que las bacterias pueden
comunicarse entre si, utilizando para ello sistemas sofisticados que implican la
secrecion de moléculas de sefializacion de distinta naturaleza (Dunny y Winans, 1999a;
Miller y Bassler, 2001). Como consecuencia, las bacterias se comportan como
comunidades pluricelulares, lo que implica fenémenos de actuacion conjunta (quorum
sensing) que afectan a la formacion de biofilms, la produccion de bacteriocinas, la

expresion de factores de virulencia, etc.
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3.2.- LOS BIOFILMS

3.2.1.- CONCEPTO DE BIOFILM

Un biofilm se define como una comunidad microbiana que se caracteriza porque
las células que lo componen estan adheridas irreversiblemente a un sustrato, a una
superficie de contacto, o entre ellas mismas (Agle, 2007; Costerton, 2007). Los
microorganismos que forman el biofilm suelen estar embebidos en una matriz
polimérica extracelular, producida por uno o més de sus integrantes, y compuesta de
polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos, lipidos y otras macromoléculas (Branda y
col., 2005; Battin y col., 2007). Dichos integrantes pueden pertenecer a una Unica
especie o bien a un abanico de especies diferentes, siendo muy comunes los biofilms
formados por multiples especies de bacterias y levaduras (Davey y O'Toole, 2000;

O'Toole y col., 2000).

Los biofilms se consideran comunidades complejas y dindmicas en las que tiene
lugar una diversificacion fenotipica muy importante, lo que permite a los
microorganismos adaptarse a diferentes ambientes (Battin y col., 2007). Por ejemplo,
las condiciones hidrodindmicas y la disponibilidad de un sustrato y de nutrientes
influyen en la arquitectura del biofilm, ya que ciertos genes son esenciales para regular
la produccién de las sustancias poliméricas extracelulares que forman la matriz. Por otro
lado, y a diferencia de los individuos aislados, los microorganismos que forman parte de
un biofilm presentan un notable aumento de su resistencia frente a diferentes agresiones
ambientales tales como a los dafos causados por la luz ultravioleta, la desecacion y los
gradientes de pH, estando mejor adaptados a sobrevivir en periodos de estrés ambiental
(Costerton y col., 1999; Kubota y col., 2008; Moons y col., 2009). En definitiva, los
microorganismos que forman los biofilms exhiben fenotipos diferentes a los de las
células plantonicas, lo que significa que existen funciones especificas de biofilm,
determinadas por el fenotipo de los microorganismos que los componen. Finalmente, la
comunicacion célula-célula juega un papel muy importante en el control del desarrollo y
la arquitectura del biofilm (Parsek y Greenberg, 2005). Ademas, dirige la diferenciacion
celular en los biofilms maduros e interviene en la dispersion de las células para ir a otro

lugar de colonizacion y formar un nuevo biofilm. Es tal el grado de coordinacion en el
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comportamiento multicelular de un biofilm que se los ha llegado a considerar como

ciudades de microorganismos (Watnick y Kolter, 2000).

3.2.2.- ETAPAS DE LA FORMACION DE UN BIOFILM

En la formacién de un biofilm podemos distinguir varios estadios (Figura 4):

1. Adhesion inicial o colonizacién de una nueva superficie. Las primeras
células que se asientan se denominan células pioneras (Parsek y Fuqua, 2004; Nobile y
Mitchell, 2007).

2. Fase de anclaje. Las células se adhieren a una superficie. Esta fase se puede
dividir en dos estadios, denominados reversible e irreversible, ya que la adhesion inicial
es generalmente débil y para la transicién a una asociacion mas estable se necesitan

mecanismos activos por parte de las células (Monds y O'Toole, 2009).

3. Proliferacion celular y agregacion. Se forma una capa basal de
microcolonias ancladas a la superficie. La colonizacién y la formacion de microcolonias
dependen de estructuras diferentes dependiendo de si la especie microbiana es movil o
no. De esta forma, en bacterias como Pseudomonas aeruginosa y P. putida, que poseen
flagelos, el anclaje inicial de las células estd determinado por la motilidad celular. La
posterior colonizacién y formacion de microcolonias depende de una estructura
diferente, denominada pilus tipo IV, que es indispensable para la union inicial a la
superficie (Nobile y Mitchell, 2007). Efectivamente, la movilidad flagelar en dichas
bacterias es importante para la interaccion célula-superficie, mientras que los pili tipo

IV lo son para la interaccion célula-célula.

Por el contrario, bacterias que carecen de flagelos, como Staphylococcus
epidermidis, utilizan un mecanismo de anclaje célula-superficie completamente
diferente, desconocido hasta el momento. En este microorganismo, la agregacion célula-
célula requiere de wun polisacdrido intercelular adhesina (PIA) y de una

autolisina/adhesina (Aae).
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4. Formacion de macrocolonias. Las microcolonias aumentan de tamafio y se
unen entre si. El arquetipo es generalmente en forma de seta aunque existen también
estructuras planas donde las células se mantienen embebidas en una matriz polimérica

extracelular (Monds y O'Toole, 2009).

5. Dispersion de las celulas. Las macrocolonias se pueden disolver total o
parcialmente, liberando células que vuelven a la fase plantonica, lo que completa el

esquema ideal del ciclo de desarrollo de un biofilm.
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Figura 4. Estadios de la formacion de un biofilm (Monds y O'Toole, 2009)

3.2.3.- LA MATRIZ EXTRACELULAR

Una vez que se han unido un nimero suficiente de células para formar
microcolonias, éstas comienzan a producir una matriz extracelular, conocida también
con el nombre de substancias exopoliméricas extracelulares (EPS) (Parsek y Fuqua,

2004; Branda y col., 2005; Nobile y Mitchell, 2007).

La composicion de esta matriz es muy variable, ya que depende de los
microorganismos presentes y de las condiciones ambientales. En la mayoria de los
biofilms, la matriz estd formada principalmente por polisacaridos extracelulares. La
celulosa es un componente esencial de las matrices de algunos biofilms bacterianos,
cuya funcion es muy diversa dependiendo de la especie. En unos casos contribuye a
aumentar la resistencia del biofilm a los agentes antimicrobianos y en otros, protege a
los microbios del entorno ambiental. Otro componente clave de las matrices son las

proteinas, aunque éstas son generalmente menos abundantes. Tanto las proteinas de

47



'-ng-\r ,
us INTRODUCCION —~ CSIC

superficie como las secretadas contribuyen a las propiedades adhesivas de la matriz,
como es el caso de ciertas proteinas de superficie de la levadura Candida albicans. En
otras especies microbianas, la formacion de la matriz depende de otros tipos de
moléculas, como en el caso de Mycobacterium smegmatis, que necesita acidos
micoélicos. Finalmente, ciertas matrices estan formadas, ademas, por el ADN que se
libera en la lisis celular, contribuyendo también a la integridad del biofilm (Nobile y

Mitchell, 2007; Thomas y col., 2009).

Las funciones de la matriz que envuelve un biofilm son tan diversas como sus
estructuras pero parece ser que juega un papel importante en la adhesion de las células y
en la proteccion de la comunidad microbiana (Nobile y Mitchell, 2007). La funcién de
adherencia de la matriz implica el mantenimiento de las interacciones célula-célula y
célula-superficie de adhesion, protegiendo asi la arquitectura del biofilm. La funcion de

proteccion incluye la degradacion de agentes antimicrobianos.

3.2.4.- DIVERSIDAD MICROBIANA EN LOS BIOFILMS

Como se dijo anteriormente, en los ambientes naturales son muy raros los
biofilms formados por una sola especie microbiana, siendo mucho més frecuentes los
constituidos por multiples especies de organismos procariotas y eucariotas, aunque
normalmente siempre hay un tipo de microorganismo que predomina sobre los demas
(Rickard y col., 2003; Parsek y Fuqua, 2004; Manuzon y Woang, 2007; Hardie y
Heurlier, 2008).

Los diferentes microorganismos que componen los biofilms mixtos se asocian
los unos a los otros mediante un proceso de adhesion que se denomina coagregacion
(Rickard y col., 2003; Parsek y Fuqua, 2004; Parsek y Greenberg, 2005). Este proceso
es altamente especifico y normalmente se lleva a cabo mediante la union de una
proteina “adhesina” de un microorganismo, con un sacarido “receptor” de otro
microorganismo. La coagregacion se ha podido observar entre bacterias aisladas de
biofilms procedentes de diferentes ecosistemas, lo que indica que la adhesion entre

cepas genéticamente diferentes podria ser un fendémeno muy comun y de gran
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importancia para el desarrollo de biofilms mixtos complejos (Rickard y col., 2003;

Manuzon y Woang, 2007).

La formacién de un biofilm constituido por multiples especies microbianas se
lleva a cabo mediante una sucesion de eventos de adhesion y multiplicacion (Figura 5)
(Rickard y col., 2003):

- Los primeros organismos que se adhieren a la superficie se denominan
colonizadores primarios y dicha colonizacion se lleva a cabo mediante interacciones
fisico-quimicas inespecificas con los componentes de una pelicula orgénica
“debidamente acondicionada” localizada sobre la superficie de anclaje (van
Loodsdrecht y col., 1990; Dang y Lovell, 2000) (Figura 5a).

- Si las condiciones son propicias, los colonizadores primarios se multiplican en
el sustrato formando microcolonias (Figura 5b).

- A medida que las condiciones ambientales cambian en el joven biofilm y el
sustrato comienza a cubrirse de microorganismos, los colonizadores secundarios son
capaces de unirse a los colonizadores primarios (Figura 5c)

- El biofilm comienza a convertirse en una comunidad multimicrobiana (Figura

5d).
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Figura 5. Posibles etapas de congregacion en el desarrollo de biofilms multiespecies (Rickard y col.,
2003).
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Se piensa que las interacciones de coagregacion contribuyen al desarrollo de los
biofilms por dos rutas diferentes:

1°: Una célula individual en suspension reconoce y se adhiere a células del
biofilm genéticamente diferentes.

2°: Coagregacion de los colonizadores secundarios en suspension, y adhesion de

este coagregado al biofilm en crecimiento.

En ambos casos, las células en suspension (células plantdnicas) se adhieren
especificamente a las células del biofilm mediante un proceso denominado coadhesion.
De esta forma, las células coadheridas forman parte de la comunidad del biofilm (Bos y

col., 1994; Busscher y col., 1995).

3.2.5.- BIOFILMS Y COMUNICACION CELULAR

Puesto que la mayoria de los biofilms estan formados por multiples especies de
organismos Procariotas y Eucariotas, la presencia de un gran numero de especies y su
estrecha proximidad va a tener consecuencias importantes para sus integrantes (Parsek y
Fuqua, 2004; Parsek y Greenberg, 2005; Moons y col., 2009). Ello se traduce en
complejas relaciones de competicion y cooperacion entre los microorganismos que los
forman (Watnick y Kolter, 2000; Parsek y Fuqua, 2004; Sieuwerts y col., 2008; Nadell
y col., 2009). Aunque existe una cierta controversia respecto a que los biofilms estén
regulados por un sistema global de comunicacion celular (quorum sensing) (Nadell y
col., 2009), se acepta que éstos son el resultado neto de muchas interacciones
microbianas particulares, por lo que el éxito de la formacion y subsistencia de una
comunidad multicelular microbiana depende en mayor o menor medida de la
comunicacion célula-célula (incluido el quorum sensing), ya que de esa forma se
coordina la expresion de los genes apropiados para tal fin (Battin y col., 2007; Diggle y
col., 2007; Nobile y Mitchell, 2007; Hardie y Heurlier, 2008; Ryan y Dow, 2008; Sank
y Kolter, 2009).

Con objeto de sobrevivir y proliferar en estos consorcios tan complejos, las

bacterias han desarrollado una intensa interactividad con las especies vecinas, que van
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desde la mas feroz de las competiciones por los nutrientes hasta la guerra quimica,
pasando por la colaboracion mutua para protegerse y alimentarse (Moons y col., 2009;
Wimpenny, 2009). Muchas de estas interacciones estan reguladas por fenomenos de
qguorum sensing, mientras que en otras se produce la interferencia de dicho fenémeno

(quorum quenching) (Hibbing y col., 2010).

3.2.6.- BACTERIAS DEL ACIDO LACTICO Y BIOFILMS

Poco se sabe acerca de la formacion de biofilms por las BAL pero los escasos
estudios publicados hasta el momento aportan una informacién muy valiosa para
intentar comprender la importancia de dichas formaciones en la ecologia de las BAL.
Algunos de estos estudios se han centrado mas en la deteccion de los biofilms en las
superficies del equipamiento y utensilios de manipulacion de los alimentos que en los
procesos fermentativos en si (Zottola y Sasahara, 1994; Kumar y Anand, 1998; Somers
y col., 2001). Una de las conclusiones mas interesantes a las que se ha llegado con estos
trabajos es que el hecho de que las bacterias sobrevivan en las plantas de procesado
durante meses, incluso después de la limpieza y tratamiento con agentes
antimicrobianos, indica que dichos biofilms constituyen una fuente de contaminacion

ambiental del alimento.

Dado su caracter probidtico, se ha estudiado la formacion de biofilms en
Lactobacillus rhamnosus GG, L. plantarum WCFS1 y L. reuteri 100-23 (Sturme y col.,
2005; Tannock y col., 2005; Lebeer y col., 2007a; Lebeer y col., 2007b). Estas tres
especies de Lactobacillus son capaces de formar biofilms, tanto en superficies abioticas
(cristal) como en el epitelio intestinal de ratas. También se ha relacionado la capacidad
de formacion de biofilms con la resistencia al estrés ambiental (4cido acético y etanol)
en tres especies de Lactobacillus, lo que demuestra la importancia de estudiar los

biofilms en la industria alimentaria (Kubota y col., 2008; Kubota y col., 2009).
La formacion de biofilms mixtos no es un fendmeno ajeno a las BAL (Viljoen,

2001). En un estudio reciente se ha comprobado que varias cepas de Lactobacillus

aisladas de fermentaciones de vino de arroz son incapaces de formar biofilms en
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monocultivo pero si lo hacen en presencia de una cepa de Saccharomyces cerevisiae
aislada del mismo producto, dando lugar a un biofilm mixto en el que se encuentran
ambas especies (Kawarai y col., 2007). La presencia de BAL en el mismo medio de
cultivo provoca la apariciéon en la pared celular de la levadura de una serie de
protuberancias, lo que parece contribuir a su adherencia a una superficie soélida,

facilitando asi la formacion del biofilm.

En los ultimos afios se ha ampliado de forma considerable el conocimiento que
tenemos acerca de las BAL, de sus interrelaciones con otros microorganismos, tanto
Procariotas como Eucariotas, del papel que desempefian en la produccion de alimentos
por fermentacion y de cudles son los beneficios que proporciona su consumo. Sin
embargo, en el caso de ciertas especies de BAL (y a pesar de que su papel en la
industria alimentaria es muy relevante), estos estudios se han centrado sobre todo en
aspectos meramente tecnologicos, obviando en la mayoria de los casos cuestiones
basicas importantes tales como su capacidad de interrelacion con otras especies de
microorganismos y su contribucion al desarrollo del proceso fermentativo, cuyo
conocimiento ayudaria de manera considerable a entender y mejorar esos procesos en
los que estan involucradas. Este es el caso de L. pentosus. Esta bacteria se encuentra
formando parte de una microbiota muy diversa que comparte con ella nicho ecologico
en las salmueras de fermentacion de vegetales (otras bacterias lacticas y levaduras).
Puesto que se trata generalmente de fermentaciones abiertas y sin control
microbiologico alguno, necesariamente sus conexiones € interrelaciones con los otros
microorganismos van a ser determinantes a la hora de asegurar su predominio sobre
¢éstos, asi como su subsistencia a lo largo del proceso fermentativo para obtener un

producto final aceptable.

3.2.7.- IMPORTANCIA DE LOS BIOFILMS EN LA INDUSTRIA ALIMENTARIA

Es bastante conocido que muchos microorganismos patdégenos forman biofilms

en los alimentos y en sus superficies bajo las condiciones ambientales adecuadas. La

adhesion de Salmonella a la superficie de alimentos fue el primer trabajo publicado

sobre biofilms bacterianos en alimentos (Duguid y col., 1966). Desde entonces hay
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numerosos estudios que describen la capacidad de los patéogenos inherentes a los
alimentos para unirse a ellos o a las superficies en contacto con los alimentos,
incluyendo L. monocytogenes (Herald y Zoottola, 1988b; Frank y Koffi, 1990; Mafu y
col., 1990), Yersinia enterocolitica (Herald y Zoottola, 1988a), Campylobacter jejuni
(Kuusela y col., 1989) y Escherichia coli O157:H7 (Dewanti y Wong, 1995). La unién
de microorganismos patogenos a las superficies de los alimentos puede provocar
problemas higiénicos, ya que los biofilms de patégenos pueden constituir un reservorio
de contaminacion. No existen dudas de que los biofilms que contienen patdgenos

aumentan el riesgo de contaminacion microbiana en las plantas de alimentos.

Mas recientemente, se ha descrito la composicion de los biofilms microbianos
formados sobre las superficies de los equipos de procesamiento de varias industrias
alimentarias (Sharma y Anand, 2002; Bagge-Ravn y col., 2003; Goubjornsdottir y col.,
2005; Gunduz y Tuncel, 2006). Estas investigaciones demostraron que los biofilms
formados sobre las superficies de los equipos de la linea de produccion estaban
formados por diversos tipos de microorganimos. Ademas, estos estudios indicaron que
los biofilms que contenian agentes patdégenos como L. monocytogenes se convirtieron
en una de las principales causas de contaminacién de los productos alimenticios o de
transmision de enfermedades. Por lo tanto, es muy importante desarrollar métodos de

limpieza, desinfeccion y sistemas de control en las plantas de procesado de alimentos.

No obstante, la presencia de biofilms en la industria alimentaria no estd siempre
asociada a efectos negativos en ésta. Asi, Lavermicocca y col. (2005) intentaron utilizar
la micro-arquitectura de los biofilms formados sobre la superficie de aceitunas como
portadoras de cepas probioticas, tales como B. longum, L. rhamnosus y L. paracasei.
Sin embargo, la mayoria de las cepas evaluadas no fueron capaces de sobrevivir en las
aceitunas, probablemente debido a una mala adaptacion a las duras condiciones que
prevalecen en las salmueras. Por el contrario, algunas cepas de B. bifidum y de B.
longum mostraron una buena tasa de crecimiento junto con una adhesion importante a la
superficie de los frutos. Estos resultados confirmaron por primera vez la idoneidad de la
epidermis de las aceitunas como portadora de cepas probioticas (Peres y col., 2012).

También se ha demostrado que la unidon de los microorganismos a la superficie vegetal

53



'-ng-\r ,
us INTRODUCCION —~ CSIC

contribuye a la integridad celular microbiana y a su estabilidad durante el transito en el

tracto gastrointestinal hasta su liberacion en el colon (Lavermicocca, 2006).

3.3.- QUORUM SENSING (QS)

El término quorum sensing (deteccion de quorum) (Fuqua y col., 1994) describe
la capacidad de un microorganismo para percibir y responder a la densidad poblacional
mediante toda un repertorio de mecanismos moleculares. La deteccién de quorum tiene
como resultado un cambio en la expresion génica en respuesta a fluctuaciones en la
densidad de la poblacion e implica la produccion y secrecion de moléculas de
sefializaciéon conocidas con el nombre de autoinductores. La concentracién de estas
moléculas en el medio aumenta en funcién de la densidad celular, permitiendo a la
bacteria censar su propia poblacion a través de sistemas de deteccion especificos de
dichas moléculas. La deteccion de cierta concentracion umbral del autoinductor
indicaria que hay quorum, desencadenandose la expresion de los fenotipos necesarios

mediante cambios en la expresion génica (Miller y Bassler, 2001).

El primer sistema de deteccion de quorum identificado al completo fue
descubierto en la bacteria marina luminiscente Vibrio fisheri (Nealson y Hastings, 1979;
Nealson, 1999). Se observo que cuando estas bacterias viven en forma planténica, son
incapaces de emitir luz. Sin embargo, estas bacterias son las responsables de la
luminiscencia observada en los organos especializados productores de luz de ciertos
peces y calamares, con los que mantiene una relacion simbidtica. En el laboratorio se
descubrié que la emision de luz por V. fisheri s6lo ocurria a altas densidades celulares y
en respuesta a la concentracion de una molécula autoinductora secretada al medio. Hoy
en dia se conocen numerosos casos de bacterias que regulan la expresion génica en
funciéon de la densidad celular. Los procesos regulados mediante este mecanismo
pueden ser tan diversos como la bioluminiscencia, el desarrollo de competencia, la
conjugacion, la patogénesis, la virulencia, la produccion de antibidticos y bacteriocinas,
la simbiosis con plantas, etc. (Dunny y Winans, 1999a; Miller y Bassler, 2001). En su
momento este fendémeno se consideré6 como andémalo y, en general, no se creia posible

que las bacterias utilizasen sistemas de comunicacion intercelular. Casi 10 afios mas
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tarde se descubrid que un mecanismo similar, mediado por distintas moléculas sefial
estaba implicado en la regulacion genética de procesos tan diversos como la produccion
de antibioticos, la liberacion de factores de virulencia o la transferencia de plasmidos
por conjugacion, lo que inicidé una serie de innumerables descubrimientos que han
cambiado la vision del mundo microbiano. Hoy en dia se sabe que los sistemas de QS
intervienen ademas en el control de muchas otras funciones fisioldgicas bacterianas,
entre las que se encuentra el crecimiento en “enjambre” (“swerming”), formacion de

endosporas, maduracion de biofilms, etc. (Swift y col., 2001, Williams col., 2007).

Las moléculas de sefializacion empleadas en los sistemas de deteccion de
quorum son de distinta naturaleza, segin el grupo taxondmico al que pertenezca la
bacteria (Federle y Bassler, 2003). En términos generales, existen tres tipos de senales

implicados en la deteccion de quorum:

1. Moléculas de la familia de las N-acyl homoserin lactonas (AHLS), producidas
por bacterias Gram negativas. Se trata de moléculas con un anillo lactona al que
se une mediante un enlace amida un 4cido graso, el cual constituye una cadena
lateral. Poseen una elevada diversidad conformacional, difiriendo en la longitud
de la cadena (entre 4 y 18 4tomos de carbono), la saturacion o instauracion y la

presencia o ausencia de sustituciones oxo- o hidroxi- en el tercer carbono

(Whitehead y col., 2001).

2. Péptidos de pequeno tamafio o autoinductores peptidicos (AIPs) producidos por
bacterias Gram positivas. El tamafio de los péptidos oscila entre 5 y 34 residuos
aminoacidicos y generalmente poseen una arquitectura compleja. Se conocen
tres familias diferentes de AIPs: (i) los oligopéptidos lantibioticos, como la
nisina de lactococos, caracterizados por la presencia de tioéteres macrociclicos y
aminoacidos deshidrogenados (Quadri, 2002); (i1) péptidos de tiolactona, como
el AIP-1 de estafilococos (Chan y col., 2004); y (iii) los péptidos de triptdfano
isoprenilado, en los que ComX y sus variantes de Bacillus subtilis y otras

especies de Bacillus son los unicos miembros conocidos (Okada y col., 2005).
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3. Moléculas del tipo Al-2, producidas tanto por bacterias Gram negativas como

Gram positivas. Su estructura es un diéster furanosil borato.

Figura 6. Representacion esquemética de las tres rutas de sefializacion en el quorum sensing. A. Mediada
por AHLs. B. Mediada por AIPs. C. Mediada por AI-2 (Raffa y col., 2005).

Tanto las AHLs como los AIPs son muy especificos y se utilizan, al parecer,
para la comunicacion intercelular entre los individuos de una misma especie o de una
misma cepa bacteriana. Por el contrario, el tipo AI-2 es universal y puede ser
reconocido por distintas especies bacterianas (Miller y Bassler, 2001; Federle y Bassler,

2003).
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3.4.- QUORUM QUENCHING (QQ)

El término quorum quenching (QQ) fue acufado para describir todos los
procesos que interfieren con el quorum sensing (QS) (Dong y col., 2001). En teoria,
cualquier mecanismo que pueda interferir de forma efectiva con cualquiera de los
procesos clave de deteccion de quorum sensing podrian ser utilizadas para la deteccion

del QQ y la prevencion de enfermedades producidas por microorganismos.

Las estrategias de QQ no tienen por objeto matar las bacterias o limitar su
crecimiento, sino que mas bien afectan a la expresion de una funcion especifica.
Mientras que los agentes antimicrobianos tradicionales dan lugar a la muerte celular del
patdgeno, la utilizacion de sistemas que interfieren con la comunicacion bacteriana
adopta una estrategia menos agresiva y que no estaba disponible hasta el momento:
atenuar la virulencia del patogeno de modo que no sea capaz de adaptarse al ambiente
del huésped y pueda ser eliminado por las defensas innatas de éste. La identificacion de
sistemas que inactiven el sistema de QS seria importante en el caso de patogenos
oportunistas como P. aeruginosa, cuyo éxito depende de la organizacion de un “ataque”
coordinado que supere las defensas del huésped (Finch y col., 1998; de Kievit y
Iglewski, 2000; Zhang, 2003; Hentzer y Givskov, 2003).

En los ultimos afios, se han identificado varios grupos de enzimas y compuestos
quimicos del QQ, incluidos derivados halogenados de furanonas producidas por las
algas Delisea pulchra, derivados sintéticos de las dianas de proteinas R (Givskov y col.,
1996; Hentzer y col., 2003), sintéticos de AHLs, y analogos del AIP que pueden
competir con las sefiales de QS correspondientes (Lyon y col., 2000; Smith y col., 2003)
y enzimas del QQ, incluyendo AHL-lactonasa, AHL-acilasa y paraoxonasas (PONs)
que degradan las sefiales de AHL (Dong y col., 2000; Lin y col., 2003; Draganov y col.,
2005; Ozer y col., 2005; Yang y col., 2005). Se han descrito también mecanismos mas
sofisticados, como es la incorporacion por parte de una bacteria a su medio interno de la
molécula o moléculas de senalizacion que utilizan otras competidoras para comunicarse
entre si (Taga y Bassler, 2003; Xavier y Bassler, 2005; Taga, 2007). Asi, algunas
bacterias como E. coli y Salmonella typhimurium poseen transportadores especificos de

Al-2 que actian bombeandolo al interior celular como respuesta a altos niveles de
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autoinductor en el medio, provocando asi la eliminacidon de la sefal. Esta capacidad
permite a las bacterias consumidoras de AI-2 interferir con la habilidad de otras
especies para determinar su densidad celular, evitando asi que éstas puedan responder
adecuadamente a los cambios poblacionales (Xavier y Bassler, 2005). De cualquier
forma, no estd claro que la interrupcion de la senalizacién conlleve una ventaja

competitiva para la especie que la realiza.
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Con el presente trabajo se inicia una linea de investigacion sobre los fenémenos
de comunicacién celular entre bacterias lacticas y/o levaduras que se desarrollan en las
fermentaciones de vegetales y sus implicaciones en el comportamiento socio-
microbioldgico de las comunidades microbianas que forman, lo que sin duda tendra un
papel fundamental en la produccion de dichos alimentos fermentados. Los objetivos
especificos que se persiguen son los siguientes:

Estudio de los fendmenos de interferencia en la produccion de bacteriocinas por
bacterias del acido lactico (BAL) en cocultivos: posibles causas que intervienen en
dicha produccion.

Ensayos sobre la capacidad de formacion de biofilms a nivel de laboratorio de
BAL en superficies abidticas: formacién y desarrollo de biofilms mixtos L. pentosus-
levaduras-otras bacterias lacticas. Estudio de algunos factores que influyen en la

formacion de estas comunidades microbianas.

Investigaciones acerca de la formacion de biofilms en fermentaciones de
vegetales: analisis de las etapas de formacion de biofilms en fermentaciones realizadas
en plantas piloto e industria. Estudio de la adhesion en ambientes naturales de la

microbiota espontanea y aquella procedente de cultivos iniciadores.
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1.- MICROORGANISMOS

Los microorganismos utilizados en el presente trabajo se muestran en la Tabla 6.
Todos ellos se cultivaron en los medios y condiciones indicadas en dicha tabla, salvo

que se especifiquen otras.

Para su conservacion, los microorganismos se congelaron a -80 °C en su propio
medio de cultivo, al que se afiadid glicerol estéril a una concentracion final del 20%

(V/v).

2.- MEDIOS DE CULTIVO

Para el cultivo de los diferentes microorganismos empleados en este trabajo, se
utilizaron los medios que se citan a continuacion. Los medios de cultivos solidos y
semisolidos se obtuvieron anadiendo al medio liquido correspondiente agar al 1,5 y
0,75%, respectivamente. Antes de su uso, dichos medios de cultivo se esterilizaron en

autoclave (121 °C, 1 atmosfera de presion) durante 15 min.

- MRS (de Man-Rogosa-Sharpe, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra): el

preparado comercial se reconstituy6 a razon de 52 g/L en agua destilada.

- BHI (Brain-Heart-Infusion, Oxoid): se disolvié a razéon de 37 g/L en agua

destilada.

- GM17: para obtener el medio de cultivo GM17, el preparado comercial de
M17 (Oxoid) se disolvié a razon de 37,5 g/L en agua destilada y se suplemento, tras su
esterilizacion en autoclave, con glucosa previamente esterilizada por filtracion a una

concentracion final del 1% (p/v).
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Tabla 6.- Microorganismos utilizados.

Bacterias del acido lactico

Cepa Especie Procedencia Medio T2 (°C)
CECT 968 Enterococcus avium CECT MRS, BHI 37
CECT 969 E. casseliflavus CECT MRS, BHI 37
CECT 411 E. durans CECT MRS, BHI 37

0OG1X E. faecalis 1G MRS, BHI 30

JH2-2 E. faecalis 1G MRS, BHI 30

JH2-2 paMp1 E. faecalis 1G MRS, BHI 30

C901 E. faecalis (€] MRS, BHI 30

EF E. faecalis 1G MRS, BHI 30
(CNRZ137=ATCC19433) E. faecalis INRA MRS, BHI 30

PB1 E. faecalis HRC MRS, BHI 37

CECT 481 E. faecalis CECT MRS, BHI 37
1 E. faecalis IARN MRS, TSB 37
23 E. faecalis IARN MRS, TSB 37

11262 E. faecalis IARN MRS, TSB 37

11279 E. faecalis IARN MRS, TSB 37

T138 E. faecium 1G MRS, BHI 30

CTC492 E. faecium 1G MRS, BHI 30

6Tla E. faecium 1G MRS, BHI 30
LP6T1a-20 E. faecium 1G MRS, BHI 30

AE9 E. faecium HRC MRS, BHI 37

AEI2 E. faecium HRC MRS, BHI 37

AE23 E. faecium HRC MRS, BHI 37
CECT 410 E. faecium CECT MRS, BHI 37
CECT 4481 E. flavescens CECT MRS, BHI 37
CECT 970 E. gallinarum CECT MRS, BHI 37
CECT 279 E. hirae CECT MRS, BHI 37
CECT 971 E. malodoratus CECT MRS, BHI 37
CECT 972 E. mundtii CECT MRS, BHI 37
CECT 4075 E. pseudoavium CECT MRS, BHI 37
CECT 4311 E. sulfureus CECT MRS, BHI 37

ATCC 4356 Lactobacillus acidophilus uo MRS 30

2539 L. acidophilus uo MRS 30

NCDO 1748 L. acidophilus 1G MRS 37

LB9 L. brevis 1G MRS 30

Lb40 L. brevis uv MRS 30
NCDO 393 L. casei 1G MRS 30

NCDO 161 (ATCC 393) L. casei 1G MRS 30
ATCC 334 L. casei ATCC MRS 37

IPLA 616 dex” L. citreum IPLA MRS 30
IPLA 616 dex L. citreum IPLA MRS 30
IPLA 616 L. citreum IPLA MRS 30

NCFB 2739 L. curvatus 1G MRS 30
MMH(2A)3 L. curvatus uv MRS 30
CNRZ 229 (ATCC14933) L. fermentum 1G MRS 37
NCDO 1750 L. fermentum 1G MRS 37
ATCC 9338 L. fermentum ATCC MRS 37

2459 L. gasseri [8[0) MRS 30

ATCC 15009 L. helveticus ATCC MRS 42

LB76 L. hilgardii IG MRS 30

Lb464 L. hilgardii uv MRS 30

2967 L. jensenii [8[0) MRS 30
IPLA 838 L. lactis ssp. diacetylactis IG GM17 30
IPLA 972 L. lactis ssp. lactis IG GM17 30

1AB10 L. paraplantarum ul MRS 30
IPLA C23 L. paraplantarum IPLA MRS 30

PO10 L. paraplantarum uJ MRS 30
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Tabla 6.- (Continuacion).

Cepa Especie Procedencia Medio T2 (°C)
CNRZ 1885 L. paraplantarum 1G MRS 30
LPS1 L. pentosus 1G MRS 30
LPDS5 L. pentosus IG MRS 30
CECT 4023 L. pentosus IG MRS 30
55/1 L. pentosus IG MRS 30
LPS26 L. pentosus IG MRS 30
144/1 L. pentosus IG MRS 30
LPS2005 L. pentosus IG MRS 30
LPCO10 L. pentosus IG MRS 30
128/2 L. pentosus IG MRS 30
49445 L. pentosus IG MRS 30
LPP3 L. pentosus 1G MRS 30
209 L. pentosus 1G MRS 30
13S15 L. pentosus IG MRS 30
251 L. pentosus IG MRS 30
13B4 L. pentosus IG MRS 30
194 L. pentosus IG MRS 30
2 L. pentosus (€] MRS 30
13 L. pentosus IG MRS 30
43 L. pentosus 1G MRS 30
57 L. pentosus 1G MRS 30
173 L. pentosus IG MRS 30
137 L. pentosus IG MRS 30
NC8 del 7 L. plantarum IG MRS+Ery+Lyn* 30
WCEFSI bac L. plantarum IG MRS+Ery+Lyn* 30
Pl/q L. plantarum uJ MRS 30
L2441 L. plantarum uJ MRS 30
CA2A3 L. plantarum uJ MRS 30
Lb42 L .plantarum uJ MRS 30
Lb5q L .plantarum uJ MRS 30
P16 L .plantarum uJ MRS 30
Lb5p L. plantarum uJ MRS 30
Lb25 L. plantarum uJ MRS 30
C3.8 L. plantarum uJ MRS 30
L6 L. plantarum uJ MRS 30
BE5 L. plantarum uJ MRS 30
VIl L. plantarum uJ MRS 30
Lb23 L. plantarum uJ MRS 30
Lb26 L. plantarum uJ MRS 30
Lb27 L. plantarum uJ MRS 30
Lb30 L. plantarum uJ MRS 30
CECT 748 L. plantarum 1G MRS 30
NC8 L. plantarum 1G MRS 30
MC33 L. plantarum 1G MRS 30
MC24 L. plantarum IG MRS 30
LB6 L. plantarum IG MRS 30
CECT 4185 L. plantarum CECT MRS 30
RP1 L. plantarum UAM MRS 30
37/A L. plantarum ITOB MRS 30
CECT 748 L. plantarum CECT MRS 30
57/2 L. plantarum 1G MRS 30
10241 L. plantarum 1G MRS 30
4916 L. plantarum IG MRS 30
ATCC 8014 L. plantarum ATCC MRS 30
NCDO 1193 L. plantarum NCDO MRS 30
57/1 L. plantarum IG MRS 30
14931 L. plantarum 1G MRS 30
44/1 L. plantarum IG MRS 30
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Cepa Especie Procedencia Medio T2 (°C)
34/1 L. plantarum 1G MRS 30
70/3 L. plantarum 1G MRS 30
NC8-C L. plantarum 1G MRS+Ery+Lyn* 30
CLC17 L. plantarum UAM MRS 30
14431 L. plantarum 1G MRS 30
L14g L. plantarum uJ MRS 30
L11g L. plantarum uJ MRS 30
P4 L. plantarum ulJ MRS 30
P7 L. plantarum uJ MRS 30
Lb3g L. plantarum uJ MRS 30
Lb35 L. plantarum uJ MRS 30
Lb12g L. plantarum uJ MRS 30
p21 L. plantarum uJ MRS 30
P11G L. plantarum uJ MRS 30
L4 L. plantarum uJ MRS 30
Lb46 L. plantarum uJ MRS 30
Lb31g L. plantarum uJ MRS 30
L12p L. plantarum uJ MRS 30
L11g L. plantarum uJ MRS 30
L3p L. plantarum uJ MRS 30
Lb38p L. plantarum uJ MRS 30
Lb20g L. plantarum uJ MRS 30
L12g L. plantarum uJ MRS 30
L10 L. plantarum uJ MRS 30
WCFS1 L. plantarum UG MRS 30
MTD5 L. plantarum uv MRS 30
DSM 20016 L. reuteri EC-Target Strains MRS 37
NCFB 2714 L. sakei IG MRS 30
MMH(2)19 L. sakei uv MRS 30
RYF3 L. sakei uv MRS 30
NCFB 2747 L. salivarius NCFB MRS 37
MG1363 Lactococcus lactis 1G GM17 30
1403 L. lactis INRA MRS 30
IPLA C270 Leuconostoc sp. 1G MRS 30
DB 1275 L. cremoris EC-Target Strains MRS 25
CNRZ 117 L. cremoris INRA MRS 25
MTA7 L. mesenteroides uv MRS 30
RMB12 L. mesenteroides uv MRS 30
705 Oenococcus oeni uv MRS 30
P339 Pediococcus parvulus 1G MRS 30
FBB63 P. pentosaceus 1G MRS 30
P56 P. pentosaceus 1G MRS 30
PC1 P. pentosaceus TNO MRS 30
ST 20 Streptococcus thermophilus TNO MRS 42
ST 112 Streptococcus thermophilus TNO MRS 42

Levaduras

TOMCY13 Candida boidinii 1G YMGP 30
TOMCY24 Debaryomyces etchellsii 1G YMGP 30
TOMCY3 Issatchenkia occidentalis IG YMGP 30
TOMCY31 Pichia membranifaciens 1G YMGP 30
TOMCY4 Saccharomyces cerevisiae 1G YMGP 30
TOMCY?2 Wickerhamomyces anomalus 1G YMGP 30
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Tabla 6.- (Continuacion).

Cepa Especie Procedencia Medio T2 (°C)
Otros

BC Bacillus cereus EC-Target Strains BHI 37
CS Clostridium sporogenes EC-Target Strains DRCM 37
NCDO 1754 C. tyrobutyricum EC-Target Strains DRCM 30
BL 86/26 Listeria innocua EC-Target Strains BHI 30
P6 Propionibacterium sp. EC-Target Strains LEMCO 30
P 563 P. acidipropioni EC-Target Strains LEMCO 30
INIA 724 Pseudomonas azotoformans INIA Agar Nutritivo 37
INIA 745 Serratia liquefaciens INIA Agar Nutritivo 37
MC 1 Staphylococcus carnosus TNO BHI 37

Abreviaturas: 1G, Instituto de la Grasa, CSIC, (Sevilla); UO, Universidad de Oviedo; IPLA, Instituto de Productos Lacteos de
Asturias, CSIC, (Oviedo); UJ, Universidad de Jaén; CECT, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Universidad de Valencia,
Burjassot); ATCC, American Type Culture Collection (Rockville, Md., EEUU); NCFB, National Collection of Food Bacteria
(Aberdeen, Escocia, Reino Unido); TNO, Nutrition and Food Research Institute (Zeist, Holanda); UV, Universidad de Valencia;

INRA, Institut National de la Recherche Agronomique (Jouy-en-Josas, Francia); INIA, Instituto Nacional de Investigacion y

Tecnologia Agraria y Alimentaria (Madrid); NCDO, National Collection of Dairy Organism (Reading, Reino Unido); IARN,

Instituto de Agrobiotecnologia y Recursos Naturales (Universidad de Pamplona, Navarra); HRC, Hospital Ramén y Cajal, Madrid;

ITQB, Instituto de Tecnologia Quimica y Biologica (Oeiras, Portugal) ; UAM, Universidad Auténoma de Madrid; UG, Universidad

de Groningen, Holanda; EC-Target Strains, cepas de estudio del proyecto BRIDGE de la Unién Europea; TOMC, Table Olive

Microorganism Collection, Instituto de la Grasa, CSIC, (Sevilla).

* MRS+Ery+Lin: antibioticos utilizados a una concentracion final de 10 pg/ml y 100 pg/ml, respectivamente.

- TSB (Tryptone-Soy-Broth, Panreac, Castellar del Valles, Barcelona, Espana):

se disolvio a razon de 30 g/L en agua destilada.

- DRCM (Differential Reinforced Clostridial Medium, Merck, Darmstadt,

Alemania): se reconstituyd el preparado comercial a razéon de 27,5 g/l en agua

destilada.

- LEMCO. Se prepar6 mezclando los siguientes ingredientes:

peptona (Oxoid)

extracto de carne (Oxoid)
NaCl (Panreac)

D-glucosa (Panreac)
extracto de levadura (Oxoid)
agua destilada

A continuacion, se ajust6 el pH a 7,0.
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- YMGP agar (Yeast-Malt-Glucose-Peptone, Difco, Le Pont de Claix, Francia):

se disolvio el preparado comercial a razén de 41 g/L en agua destilada.

- Agar nutritivo: se prepardé mezclando los siguientes ingredientes:

extracto de carne (Oxoid) lg
extracto de levadura (Oxoid) 2g
peptona (Oxoid) 5¢g
NaCl (Panreac) S5¢g
agua destilada 1L

- LB (Luria-Bertani): se disolvieron en agua destilada los siguientes

ingredientes:
bactotriptona (Oxoid) 10g
extracto de levadura (Oxoid) 5¢g
NaCl (Panreac) 10g
agua destilada 1L

3.- ANTIBIOTICOS

Los antibioticos utilizados en este estudio, asi como su concentracion final en el
medio de cultivo, se detallan a continuacion. Todos ellos se obtuvieron de la casa
comercial Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania) y se mantuvieron como soluciones

concentradas a 4 °C, previamente esterilizadas por filtracion.

Antibiotico Solucion concentrada | L. plantarum E. coli
Ampicilina 100 mg/ml en H,O 150 pg/ml
Eritromicina 20 mg/ml en EtOH 10 pg/ml
Lincomicina 20 mg/ml en EtOH 100 pg/ml
Rifampicina 10 mg/ml en EtOH 20 pg/ml

Estreptomicina 200 mg/ml en H,O 500 pg/ml

Ocxitetraciclina 100 mg/ml en H,O 100 pg/ml
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4.- ENZIMAS

Las enzimas, lisozima, ARNasa, lipasa, B-galactosidasa y a-glucosidasa se
adquirieron de la casa comercial Sigma-Aldrich, y la ADN polimerasa procedia de

Biotools B&M Labs, S.A. (Valle de Tobalina, Madrid, Espafia).

9.- REACTIVOS Y PRODUCTOS

Los reactivos y productos empleados fueron los siguientes:

PRODUCTO CASA COMERCIAL
Etanol, isopropanol, metanol, cloroformo Romil (The Source, Convent Drive,
Waterbeach, Cambridge, Inglaterra)
Azul de bromofenol, Orange G, - Sigma-Aldrich

mercaptoetanol, glutaraldehido, sodio
dodecil sulfato (SDS), tricina,

formaldehido, bromuro de etidio, EDTA,

KCl, bromuro de etidio, acido citrico,

azida sodica, trizma base, Na,B40O-
APS, TEMED, Acrilamida/bisacrilamida Bio-Rad (Alfred Nobel Dr., Hercules,
California, EEUU)

Nitrato de plata, glicerol, Na,HPOy, acido Panreac

acético glacial, amoniaco, 2-metil-2-

propanol, NaCl
dNTPs Roche (Madrid, Espafia)

Marcador 1 kb Invitrogen (Avenida de la Vega,
Alcobendas, Madrid, Espafia)

Agarosa Lonza (Suiza)

Acido tricloroacético Merck
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Fenol Amresco (Madrid, Espafia)
Glicégeno Appligen-Oncor (Watford, Inglaterra)
NaOH, NaH,PO,4, KH,PO,4, manosa, Fluka (Steinheim, Alemania)

sacarosa, acetato sddico, acetato potésico,

8-hidroxiquinoleina

6.- SOLUCIONES Y TAMPONES

6.1.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Gel de separacidn (running gel. 18% de poliacrilamida):

Solucidon de acrilamida/bisacrilamida 40% (p/v) 5,03 ml
Tris-HCI 2,5 M (pH 8,45) 4,06 ml
SDS 10% (p/v) 105 pul
H,O desionizada 1,92 ml
APS 10% (p/v)* 60 pl
TEMED 7,5 ul

Gel de concentracion (stacking gel, 5% de poliacrilamida):

Solucién de acrilamida/bisacrilamida 40% (p/v) 0,5 ml
Tris-HC1 2,5 M (pH 8,45) 1,24 ml
SDS 10% (p/v) 50 ul
H,O desionizada 3,19 ml
APS 10% (p/v)* 60 pul
TEMED 10 pl

* Recién preparado
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Tampdn de carga desnaturalizante (sample buffer):

Tris-HC1 0,5 M (pH 6,8) 1 ml
Glicerol 0,8 ml
SDS 10% (p/v) 1,6 ml
H,O desionizada 4 ml
2-B-mercaptoetanol 0,4 ml
Azul de bromofenol 0,05% (p/v) 0,2 ml

Tampodn de electroforesis pH 8.45:

Tricina 0,1 M 17,92 g
SDS 10% (p/v) 10 ml
H,0 desionizada 1L

Ajustar el pH antes de afiadir el SDS

6.2.- TINCION DE PROTEINAS CON NITRATO DE PLATA

Las soluciones y tampones empleados se preparaban en el momento de usarlos.

Soluciéon metanol/acético/agua: se prepard mezclando metanol con acido acético y agua

en proporcion 25:5:20.

Tampoén tetraborato de sodio (Na;B4O5): se afadieron 19 g de Na;B4O; x 10 H,O en
960 ml de agua Milli-Q.

Solucién de glutaraldehido al 20%: se afiadieron 2 ml de glutaraldehido al 20% por cada

50 ml de tampdn Na,B40O.
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Solucién de nitrato de plata: se afiadieron 0,92 ml de NaOH 1 N y 0,98 ml de NH4OH a

9,5 ml de agua Milli-Q. Lentamente y en agitacion, se afiadian 2 ml de nitrato de plata al

20%, completando hasta 50 ml con agua Milli-Q.

Revelador: se mezclaron 5 ml de etanol absoluto con 0,3 ml de éacido citrico al 1% y

12,5 pl de formaldehido al 37% y se completod con agua Milli-Q hasta 50 ml.

6.3.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Tampon PBS:

Agua desionizada 1L
NaCl 8g
KCl 02¢g
Na,HPO, 1,44 g
KH,PO4 0,24 g

Una vez disueltos los componentes, el pH se ajusté a 7,2.

Tampodn fosfato 100 mM (pH 7.0):

Solucion A: 31,2 g/l de NaH,PO4 x 2H,0 (0,2 M) en agua destilada.
Solucion B: 71,65 g/l de Na,HPO4 x 12H,0 (0,2 M) en agua destilada.

El tampdn fosfato 100 mM (pH 7,0) se obtuvo mezclando 19 ml de la solucion
A, con 81 ml de la solucion B y 100 ml de agua destilada.

Tampdn fosfato 100 mM (pH 7.0) con 5% de glutaraldehido: se afiadieron 5 ml de

glutaraldehido por cada 100 ml de tampon.
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6.4.- OBTENCION, ANALISIS Y TRATAMIENTO DEL ADN

Tampén TAE (50x)
Trizma base 242 ¢
Acido acético glacial 57,1 ml

EDTA 0,5M (pH8,0) 100 ml

Se completo hasta 1 L con agua desionizada.

Tampdn de carga SBE (6x):

Azul de Bromofenol 0,025 g
Sacarosa 4¢g
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 pl

La mezcla se disolvio en 10 ml de agua desionizada, se esterilizo a 121 °C

durante 15 min y a continuacion se repartié en alicuotas, conservandose a 4 °C.

Este tampon de carga se utiliza cuando los fragmentos de ADN a analizar son de

gran tamano, ya que se situa a una altura de unas 800 pb.

Tampon de carga SBE Orange (6x):

Orange G 40 mg
Sacarosa 4g
EDTA 0,5 M (pH 8,0) 100 pl
Tris 100 mM (pH 8,0) 1 ml

Tras disolverse la mezcla en 10 ml de agua desionizada, se esterilizo a 121 °C

durante 15 min y se repartio en alicuotas, conservandose a 4 °C.

Cuando los fragmentos de ADN son de pequefio tamafo se utiliza este tampon

puesto que se localiza a la altura de unas 300 pb.
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Fenol:

El fenol se utiliz6 saturado, equilibrado y estabilizado. Para ello, se parti6 de 500
ml de fenol comercial, el cual se equilibré mediante la adicién de 26 ml de Trizma base
2,5 M que se proporciona junto con dicho fenol comercial. A continuacion, se estabilizo
mediante la adicion de 8-hidroxiquinoleina al 0,1%, adquiriendo éste un color amarillo,
lo que permite, ademas, diferenciar bien las fases. Tras ello, se agitd bien y se dejo
reposar en oscuridad durante 24-48 h a 4 °C hasta que las fases se hubieran separado

completamente.

Fenol/Cloroformo/Alcohol isoamilico (F:C:I):

Esta mezcla se preparo utilizando fenol saturado, equilibrado y estabilizado, mas
cloroformo y alcohol isoamilico en una proporcion 25:24:1, respectivamente. Tras la
mezcla, se agitd bien y se dejo reposar en oscuridad a 4 °C hasta que las fases se

Separaron Co1r ectamente.

Cloroformo/Alcohol isoamilico (C:]):

Se obtuvo mezclando ambos en una proporcion 24:1, respectivamente.

Fenol saturado en sal:

Partiendo de fenol puro, se afiadid un volumen de una solucion de NaCl al 3%
en agua desionizada, se mezclé bien y se dejo decantar hasta que aparecieron dos fases
bien definidas. A continuacion se recogi6 el fenol (fase inferior) y se elimind el agua. Se
volvio a repetir el proceso 5 veces, consiguiendo asi saturar el fenol en sal. Finalmente,

se dejo reposar en oscuridad a 4 °C hasta que las fases se separaron correctamente.

TER (Tris-EDTA-ARNasa):

Se realiz6 una dilucion 1:200 de ARNasa en tampon TE (Tris-EDTA, 50 mM,

pH 8,0), se repati6 en alicuotas y se conservod a -20 °C hasta su uso.
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6.5.- EXTRACCION DE BIOFILMS

PBS-coctel:

Lipasa 14,8 mg
[-galactosidasa 12,8 mg
a-glucosidasa 21 pl
PBS 1x 1L

Se disolvieron los componentes con agitacion suave y se utilizd inmediatamente.

6.6.- OTRAS SOLUCIONES O TAMPONES

Tampon citrato fosfato 50 mM., pH 5.0:

Acido citrico (0,1 M) 243 ml
Na,HPO4 x 12 H,O (0,2 M) 257 ml
Agua destilada 500 ml
/.- METODOS

7.1.- DETECCION Y CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE BACTERIOCINAS POR
BAL

Para obtener un sobrenadante libre de células (SLC), se inoculaba 1 ml de MRS
con 10" UFC/ml de la cepa a estudiar y se incubaba a 30 °C durante 6 h, tras lo cual, se

centrifugaba el cultivo varias veces (16.000 xg, 5 min, 4 °C).

Para la deteccion de la actividad antimicrobiana en los sobrenadantes se utilizo
el test de difusion en agar (Jiménez-Diaz y col., 1993). Para ello, en una placa con
medio MRS se depositd un césped de una bacteria indicadora vertiendo en la misma 4

ml de MRS semiblando atemperado a 48 °C, previamente inoculado con
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aproximadamente 10° UFC/ml, dejandolo secar durante 15 min en la cabina de flujo
laminar. Sobre el césped se depositaron 10 ul de SLC, se dejaban secar durante 20 min
y finalmente se incubaba la placa durante toda la noche a 30 °C. La actividad
antimicrobiana de los SLC se determinaba por la aparicion de halos de inhibicion sobre
el césped de la bacteria indicadora, midiendo el didmetro de los mismos y

expresandolos en mm.

Para cuantificar la actividad antimicrobiana de un SLC se siguié el método de
diluciones seriadas descrito por Geis y col., (1983), ligeramente modificado por
nosotros. Para ello, se utilizaba una placa de microtitulacion en la que se depositaban 50
ul de medio de cultivo liquido en cada pocillo, inoculandolos después con 10° UFC/ml
de la bacteria indicadora en fase exponencial de crecimiento. A continuacion, se afiadian
50 pl del SLC a cuantificar al primer pocillo de una fila determinada, haciéndose
entonces diluciones seriadas en base 2 del mismo, utilizando para ello el resto de
pocillos de la misma fila y siguientes si era necesario. Como control se utilizaba un
pocillo que contenia la cepa indicadora y agua en vez de bacteriocina. Las placas se
incubaban durante 16 h a la temperatura 6ptima de crecimiento de la cepa indicadora
utilizada. Una unidad de bacteriocina (UB) se defini6 arbitrariamente como la cantidad
de bacteriocina que inhibia el crecimiento de la cepa indicadora al menos en un 50%
respecto del pocillo control sin bacteriocina. Este célculo se expres6é como el inverso de
la dilucion mas alta que presentaba al menos un 50% de inhibicion de la cepa indicadora

por ml (UB/ml).

7.2.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS EN CULTIVOS MIXTOS (COCULTIVOS)

Para la deteccion de la produccion de bacteriocinas en cultivos mixtos, se
realizaron cocultivos en medio liquido MRS de cada una de las cepas de BAL descritas
en la Tabla 6 con cada una de las otras, inoculando aproximadamente 10’ UFC/ml de
cada una de ellas. Dichos cocultivos se incubaron a 30 °C durante 6 h y a continuacién
se centrifugaron 3 veces (16.000 xg, 5 min, 4 °C), depositandose 10 ul de estos SLC
sobre céspedes de L. pentosus 128/2 y P. pentosaceus FBB63. Las placas se incubaron

a 30 °C durante 16 h, al cabo de las cudles se midi6 el halo de inhibicién producido.
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Como controles, se siguid el mismo procedimiento con cada una de las cepas del

cocultivo por separado.

7.2.1.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS EN PLACAS DE MICROTITULACION CON

SEPARACION DE LAS CEPAS MEDIANTE MEMBRANAS DE 0,2 um

Se realizaron cultivos mixtos en placas de microtitulacion con un sistema que
permitia separar cada cepa de la otra mediante una membrana con un didmetro de poro
de 0,2 pm (Nunc tissue culture inserts, eight-well strip, Thermo Fisher Scientific,
Roskilde, Dinamarca) (Figura 7), siguiendo el método descrito por Yoshida y col.
(2005). El compartimiento inferior se inoculd con una de las cepas y el superior con la
otra y viceversa, cada una de ellas a una concentracién final de 10’ UFC/ml. Después de
incubar a 30 °C durante 6 h, se centrifugaron las muestras de los compartimentos
superiores € inferiores hasta obtener SLCs, de los cuales se depositaron 10 pl sobre un
césped de la bacteria indicadora apropiada, midiendo el halo de inhibiciéon después de

incubar 16 h a 30 °C.

Figura 7. Placa de microtitulacion con el sistema de separacion de cepas.
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7.2.2.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS CON SEPARACION DE LAS CEPAS MEDIANTE

UNA MEMBRANA DE DIALISIS

Se inocularon 10’ UFC/ml de una de las cepas (concentracion final) en un
matraz con 300 ml de MRS. Por otro lado, una membrana de dialisis, cuyo corte
molecular oscilaba entre 12.000 y 16.000 Da (Sigma-Aldrich) se llené con 20 ml de
MRS y se inoculé con 10" UFC/ml de la otra cepa (concentracion final). Una vez
cerrada la membrana de didlisis, ésta se introdujo en el matraz, sumergiéndose en el
medio de cultivo e incubandose a 30 °C durante 6 h. Transcurrido ese tiempo, se
tomaron muestras de los medios de cultivo del matraz y de la membrana,
respectivamente, y se centrifugaron para obtener SLCs. Entonces, se depositaron 10 pl
de cada uno de los sobrenadantes obtenidos tanto del interior de la membrana de dialisis
como del exterior sobre un césped indicador, midiendo el halo de inhibicion después de
incubar 16 h a 30 °C. Como control, se puso cada una de las cepas en monocultivo, bien
en la membrana de didlisis, bien en el matraz, mientras que en el medio contrario no se

inoculaba ninguna cepa.

7.3.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS EN PRESENCIA DE SOBRENADANTES DE

COCULTIVOS

Se inoculaban 900 ul de MRS con la bacteria productora a una concentracion
final de 10’ UFC/ml y a la vez se afiadian 100 pl de un SLC procedente de un cocultivo
previo de ella misma con otras BAL. Como control se puso cada una de estas cepas por
separado, a la que se le afiadieron 100 pl de MRS. Tras 6 h de incubacién a 30 °C, se
centrifugaron los cultivos y se depositaron gotas de 10 pul de SLC sobre un césped de
una bacteria indicadora, midiendo el didmetro del halo de inhibicion después de incubar

16 ha30°C.
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107 UFC/ml e Wa 107 UFC/ml
BAL1 BAL2

MRS broth

30°C,6h

Centrifugacién

16000 xg, 5 min, 4 °C

100 i 107 UFC/ml
SLC BAL142

200 ¢ MES broth

30°C,6h

Centrifugacian
16000 =g, 5 min, 4 °C

Deteccion de bacteriocinas

Figura 8. Esquema del ensayo de produccion de bacteriocinas en presencia de SLC.

7.4.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS EN PRESENCIA DE CELULAS INACTIVADAS POR

CALOR

Se calentaron cultivos de cada cepa en medio liquido a 65 °C durante una hora.
Para comprobar que no quedaban células viables, se sembraba parte del cultivo en
placas de MRS. A continuacion, se inoculaba la cepa productora de bacteriocina en
medio liquido, con cada una de las cepas inactivadas por calor, incubandose a 30 °C
durante 6 h. Finalmente, los cultivos se centrifugaban hasta obtener un SLC del cual se
depositaban 10 pl sobre un césped de L. pentosus 128/2, incubandose a 30 °C durante

16 h y midiendo entonces el diametro de los halos de inhibicion.
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7.5.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS POR BAL EN COCULTIVO EN FUNCION DEL pH

DEL MEDIO

7.5.1.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS A pH NO REGULADO

Para ello se prepararon matraces con 20 ml de MRS a diferentes pH en los que
se inoculd cada cepa a una concentracién final de 10’ UFC/ml, poniendo como control
cada una de ellas por separado. Los cultivos se incubaron a 30 °C y alas 6 y 24 h se
tomaron muestras de cada matraz y se midié el pH, se cuantifico la actividad
antimicrobiana y se determinaron las UFC/ml de cada una de las bacterias del ensayo,
utilizando el sembrador en espiral modelo dwScientific (Don Whitley Scientific Ld.,

Shirpley, Inglaterra).

Figura 9. Sembrador de placas en espiral dwScientific.

7.5.2.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS A PH REGULADO

Se realizaron cocultivos con las cepas L. plantarum NC8-C y E. faecium 6T1a
en 1,5 L de MRS en un fermentador Biostat MD (B. Braun-Biotech, Melsungen,
Alemania), manteniendo el pH constante a 6,1 o0 a 5,0. Del mismo modo, se procesaron
cada una de las cepas por separado en monocultivo. Los cultivos se mantuvieron en el
fermentador durante 30 h, tomandose muestras cada dos horas. En cada muestra se

determino el nimero de UFC/ml y se cuantificé la actividad antimicrobiana usando tres
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cepas indicadoras diferentes: L. pentosus 128/2, que es sensible tanto a las plantaricinas
producidas por la cepa NC8-C como a las enterocinas producidas por la cepa 6Tla, L.
pentosus 55/1, con sensibilidad tnicamente a las plantaricinas y L. plantarum VII,

sensible solo a las enterocinas (Tabla 7).

Tabla 7. Cepas indicadoras con sensibilidad diferencial a las bacteriocinas producidas por L. plantarum
NC8-C y E. faecium 6T1a. (+) Inhibicion de la cepa indicadora, (-) ausencia de inhibicion.

L. plantarum NC8-C E. faecium 6T1a
Cepa indicadora Plantaricina NC8  Plantaricinas EF y JK ~ Enterocinas L50A y L50B
L. pentosus 128/2 + + +
P. pentosaceus FBB63 - + +
L. pentosus 55/1 + + -
L. plantarum VI1 - - +

7.6.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES

DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida se prepararon siguiendo el método de Laemmli
(1970), en presencia de dodecil sulfato sddico (SDS). Para la separacion de proteinas o
péptidos de pequefio tamafio, se utilizaron geles de poliacrilamida al 18% (gel de

separacion). El gel de concentracion (stacking gel) se prepar6 al 5% de poliacrilamida.

Para la preparacion de las muestras, se afiadieron a los SLC procedentes de los
cocultivos tampén de carga en proporcion 1:4. A continuacion, se calent6d la mezcla a
100 °C durante 4 min, se centrifugd a 16.000 xg durante 5 min y se cargaron 4-8 ul de
muestra en cada pocillo. Una vez cargadas las muestras, las proteinas se separaron a 30

mA por gel en una cubeta de electroforesis vertical MINIPROTEAN 3 (Bio-Rad).

Para la deteccion de las bandas de proteina, los geles se sumergieron durante 30
min en una solucién de fijacion compuesta por metanol/acético/agua (25:5:20),
lavandolo seguidamente dos veces con agua desionizada (20 min cada lavado). A

continuacion, los geles se trataron durante 15 min en la solucion de glutaraldehido
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descrita en Materiales y posteriormente se lavaron 3 veces con agua desionizada (20
min cada lavado). Para el revelado de las proteinas se afiadid la solucion de nitrato de
plata y se mantuvo en agitacion durante 20 min, tras lo cual el gel se lavd con agua
desionizada durante 5 min. Finalmente, se afiadié la solucion de revelado. El gel se
mantuvo en agitacion en esta solucion hasta que aparecieron bandas de proteinas, tras lo

cual se retir6 dicha solucion y se lavo con agua desionizada varias veces.

Para detectar la actividad antimicrobiana asociada a las bandas de proteinas
separadas en los geles, se utilizo el método de Bhunia y col. (1987) con algunas
modificaciones. Una vez finalizada la electroforesis, los geles se introdujeron en una
solucion fijadora durante 1 h con agitacion. La solucion fijadora estaba compuesta de
isopropanol, 4cido acético glacial y agua desionizada (2:1:7). A continuacion se lavo el
gel con agua desionizada durante 2 h, cambiando el agua cada 30 min, al cabo de los
cuales se depositaron sobre placas de MRS y se cubrieron con una capa de MRS agar
semiblando, previamente inoculado con 10® UFC/ml de la cepa indicadora empleada en
cada caso. Las placas se incubaron durante 24 h a la temperatura 6ptima de crecimiento

de la cepa indicadora y a continuacion se examind la presencia de halos de inhibicion.

7.7.- PURIFICACION DE BACTERIOCINAS

Para purificar las bacterocinas, se inocularon 10’ UFC/ml de un cultivo de 16 h
de la cepa productora en 2 L de MRS, incubdndose a la temperatura Optima de
crecimiento de la bacteria hasta alcanzar una DOgg de 0,8, utilizando para su medida un
espectrofotometro SmartSpect™ 3000 (Bio-Rad). A continuacion, se centrifugaba el
cultivo (9.300 xg, 10 min, 4 °C) y se recogia el sobrenadante, al que se le afiadian 40 g
(20 g/l) de la resina de intercambio idnico Amberlite XAD-16 (Sigma-Aldrich),
manteniéndose al menos 2 h en agitacion suave a 4 °C. Después, se retiraba el
sobrenadante y se lavaba la resina con 100 ml de agua desionizada. Una vez eliminado
el sobrenadante, la resina se lavaba con 75 ml de etanol al 40% en agua desionizada,
volviendo a eliminarse el sobrenadante. Finalmente, la bacteriocina se eluia de la resina
aplicando 200 ml de isopropanol al 70% (pH 2,0). Posteriormente, el eluido se aplicaba

a una columna SP-Sepharose fast flow (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
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Nueva Jersey, EEUU) de 30 ml de capacidad. Previamente, la columna se equilibraba
con 100 ml de HCI 1 N, aplicandose entonces la bacteriocina extraida con Amberlite. A
continuacion, se lavaba la columna con 10 volimenes de tampon citrato-fosfato (pH

5,0) y finalmente se eluia la bacteriocina aplicando el mismo tampdn con NaCl 1 M.

7.8.- DETECCION Y CUANTIFICACION DE LA FORMACION DE BIOFILMS POR

MICROORGANISMOS AISLADOS DE LAS FERMENTACIONES DE ACEITUNAS

Para la deteccion y la cuantificacion de la formacion de biofilms in vitro, se
siguid el procedimiento descrito por Toledo-Arana y col. (2001). En nuestro caso, se
ensayo la capacidad de produccion de biofilms tanto por células en fase exponencial
(10® UFC/ml), como en fase estacionaria (>10° UFC/ml). Para ello, se inoculaba la cepa
a estudiar en su medio de crecimiento habitual y se incubaba a su temperatura optima de
crecimiento. En el caso de las bacterias en fase exponencial, cuando el cultivo alcanza
dicha fase se hacia una dilucion 1:40 del mismo (5 pl en 200 pl de medio), previamente
depositados en cada pocillo de una placa de microtitulacion. En el caso de las células en
fase estacionaria, se esperd a que el cultivo llegase a dicho estadio y se afiadieron
directamente 200 pl de dicho cultivo en cada pocillo. A continuacidn, se incubaron las
placas a la temperatura Optima de crecimiento de las cepas durante 24-48 h.
Transcurrido ese tiempo, se aspird el sobrenadante, se lavaron los pocillos dos veces

con PBS estéril y se dejo secar la placa en posicion invertida.

Para cuantificar el biofilm, se afiadieron a cada pocillo 200 pl de una solucién
acuosa de cristal violeta al 0,8% y se dejé durante 15-30 min a temperatura ambiente.
Tras ello, se lavaron los pocillos dos veces con PBS estéril y se extrajo el cristal violeta
utilizando 100 pl de una mezcla de etanol y acetona (80:20). Finalmente se midio la

DOs9s nm con un lector de placas iMark™ de Bio-Rad.

De cada una de las cepas a ensayar se hicieron al menos 6 réplicas. Las DOsos nm
mayores de 2 indicaban una alta capacidad de formacion de biofilms, entre 1 y 2,
capacidad media, entre 0,5 y 1, capacidad baja y por debajo de 0,5, nula. Para establecer

estos rangos se utilizaron varias cepas de enterococos cuya capacidad de formacion de
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biofilms habia sido ya descrita (Toledo-Arana y col., 2001). Asi, la cepa E. faecalis 1
forma un biofilm fuerte, E. faecalis 11262 y E. faecalis 11279 medio y bajo,

respectivamente, y E. faecalis 23 no forma biofilms.

Ademas de detectar y cuantificar la producciéon de biofilms sobre placas de
microtitulacion fabricadas en poliestireno, se estudi6 también la capacidad de las cepas
de BAL para formar biofilms sobre los materiales de los que estan fabricados de los
fermentadores utilizados en la industria, que son de dos tipos: de fibra de vidrio con
poliéster y de polietileno. Para ello se siguié el mismo procedimiento que el descrito

para las placas de microtitulacion.

7.8.1.- FORMACION DE BIOFILMS POR BAL EN SUPERFICIES ACONDICIONADAS

Con objeto de reproducir in vitro aquello que ocurre naturalmente en los
fermentadores durante el proceso de elaboracion de la aceituna de mesa, se procedi6 al
acondicionamiento previo de las superficies en las que se ensayaria la capacidad de
formacion de biofilms por cepas de diferentes BAL. Dicho acondicionamiento se llevo

a cabo de dos formas: mediante microorganismos y con salmueras de fermentacion.

Para el acondicionamiento por microorganismos, se cultivaron distintas cepas de
Pediococcus en placas de microtitulacion en el mismo medio y condiciones descritas
para la cuantificacion de los biofilms. Las cepas empleadas fueron P. pentosaceus
FBB63, P. parvulus P339 y P. pentosaceus P56. Tras incubar a 30 °C durante 16 h, se
lavaron los pocillos dos veces con PBS estéril, se esterilizaron con etanol al 70% y se
volvieron a cultivar las cepas de Pediococcus en los mismos pocillos, repitiéndose
varias veces el mismo procedimiento hasta que se hacia visible una fina pelicula
translicida (Figura 10). Finalmente, se afadieron 200 ul de MRS en cada pocillo y se
inocularon con 5 pl de distintas cepas de BAL en fase exponencial, cuantificindose la
formacion de biofilms como se describe en el punto 7.8 de este apartado de Métodos. El

acondicionamiento con L. pentosus 128/2 se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento.

86



o MATERIALES Y METODOS ~ CSIC

Figura 10. Placa de microtitulacion con pocillos acondicionados con distintas cepas de
Pediococcus.

Para el acondicionamiento de superficies con salmuera, se sumergieron
portaobjetos de cristal durante 3, 10, 15y 30 dias en salmuera filtrada procedente de un
fermentador industrial en pleno proceso fermentativo, incubandose a 30 °C. Tras cada
uno de dichos periodos de tiempo, se inocularon las salmueras con diferentes cepas de
BAL vy se incubaron a la misma temperatura durante 3, 6 y 10 dias, determinandose a
continuacion las UFC/ml en la salmuera y procesando los portaobjetos para MEB segun
lo descrito en el punto 7.11 para la determinacion del nimero de bacterias que quedaban

adheridas a los mismos, expresado en UFC/cm?.

Siguiendo el mismo procedimiento, se acondicionaron portaobjetos en MRS
durante 3 dias, inoculandose entonces con Pediococcus parvulus P339 e incubandose 3
dias mas a 30 °C. Transcurrido ese tiempo, los portaobjetos se lavaron con agua estéril,
se introdujeron en medio MRS fresco y se inocularon con distintas cepas de BAL,
incubandose durante 3 dias a 30 °C. Finalmente, se determinaron las UFC/ml presentes
en el medio de cultivo y las BAL adheridas a la superficie (expresadas en UFC/cm?),

como se describe mas arriba.
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7.8.2.- FORMACION DE BIOFILMS POR BAL EN PRESENCIA DE BACTERIOCINAS Y

EXOPOLISACARIDOS

Con objeto de evaluar la influencia de sustancias excretadas naturalmente por los
microorganismos responsables de la fermentacion de las aceitunas sobre la capacidad de
las cepas de BAL para formar biofilms, se ensayaron distintas bacteriocinas asi como el
exopolisacarido extraido de las propias salmueras de fermentacién. Para ello, se
repartieron 150 ul de medio MRS por pocillo en placas de microtitulacion, afiadiendo al
primer pocillo 150 pl de bacteriocina o de exopolisacarido purificado. Se utilizaron las
siguientes bacteriocinas y concentraciones: mundticina (20.480 UB/ml), enterocina
L50A y L50B (40.960 UB/ml), plantaricina S (40 UB/ml), plantaricinas NC8, EF y JK
(160 UB/ml), bacteriocina RC714 (2.560 UB/ml) y enterocina A (1.280 UB/ml). El
exopolisacarido, purificado como se describe en el punto 7.13 de este apartado de
Métodos, se utilizé a una concentracion final del 1% (p/v). Seguidamente, se hicieron
diluciones seriadas en base dos, inoculando finalmente todos los pocillos con un cultivo
en fase exponencial de la cepa indicadora a una dilucion de 1:40 (5 ul) e incubando
posteriormente durante 24 h a la temperatura Optima de crecimiento de la cepa
estudiada. Transcurrido ese tiempo, se determinaba el nimero de UFC/ml en cada

pocillo y se cuantificaba el biofilm formado en cada caso.

Se estudié tambien el efecto de la satinizacion de superficies con bacteriocinas
sobre la formacion de biofilms por las cepas de BAL. Para ello, se depositaban 20 pl de
varias bacteriocinas prepurificadas (a las concentraciones indicadas anteriormente) en
cada pocillo de una placa de microtitulacién y se incubaban a 30 °C hasta que se
evaporaban completamente. A continuacion, se procedia a estudiar la formacién de
biofilms por diversas BAL de la misma forma que la descrita en el punto 7.8 de este

apartado.
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7.9.- FORMACION DE BIOFILMS MIXTOS

7.9.1.- FORMACION DE BIOFILMS BAL-BAL

A partir de cultivos en fase exponencial (10° UFC/ml) de cada cepa de BAL, se
inoculaba una dilucién 1:40 de cada una (5 pl) en 200 pl de medio MRS, depositados
previamente en pocillos de una placa de microtitulacion. A continuacion, se incubaron
las placas a la temperatura Optima de crecimiento de las cepas durante 24-48 h y se

cuantifico la formacién de biofilms como se describe en el punto 7.8.

7.9.2.- FORMACION DE BIOFILMS BAL-LEVADURAS

Para ello, se parti6 de cultivos de BAL y levaduras en fase estacionaria,
utilizando los cultivos de levadura en su medio directamente, mientras que las BAL se
centrifugaron y se cambiaron de su medio (MRS) al medio de las levaduras (YM). A
continuacion, se depositaron 100 ul del cultivo de cada levadura sobre los pocillos que
contenian 50 ul de los cultivos de BAL, para obtener asi una mezcla con una
representacion similar de ambos microorganismos. Tras ello, las placas de
microtitulacion se incubaron a 30 °C durante 72 h y se procesaron para la cuantificacion

del biofilm.

7.9.2.1.- FORMACION DE BIOFILMS BAL-LEVADURAS EN PORTAOBJETOS

Para este estudio se utilizaron portaobjetos de cristal recubiertos de una capa de
teflon (Immuno Cell, Mechelen, Bélgica), ya que ésta deja huecos con el cristal a modo
de pocillos. El teflon tiene caracter hidrofobo, lo que permite que se puedan depositar
grandes gotas de liquido que se mantienen gracias a la tension superficial de las mismas.
Para ello, se esterilizaron los portaobjetos con etanol al 70% y se depositaron 30 pl de
un cultivo de 18 h de C. boidinii y 15 pl de cada BAL con las que se habia demostrado
previamente que co-agregaba dicha levadura (Angela Leén Romero, comunicacion

personal). Los portaobjetos se introdujeron en cajas de Petri en cuyo interior se depositd
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otra de menor tamafio que contenia agua. A continuacion se cerraron las cajas y se
sellaron con PARAFILM M™ (Bemis, Neenah, Wisconsin, EEUU), a fin de evitar la
evaporacion de las gotas depositadas sobre el portaobjetos. Los portaobjetos se
incubaron durante 72 h a 30 °C y se procesaron para MEB, segtn lo descrito en el punto

7.11 de este apartado.

7.9.2.2. FORMACION DE BIOFILMS POR LEVADURAS EN PRESENCIA DE SLC OBTENIDOS

DE CULTIVOS MIXTOS BAL-LEVADURAS

También se estudio si la formacion de biofilms por levaduras se inducia o no en
presencia de SLC procedentes de cocultivos previos BAL-levaduras. Para ello, en un
matraz con 300 ml de medio YM se inocularon 600 ul de un cultivo de 24 h de C.
boidinii. Por otro lado, se llen6 una membrana de dialisis (corte molecular 12.000-
16.000 Da, Sigma-Aldrich) con 50 ml de YM y se inocul6é con 100 pl de cada cepa de
de L. pentosus (10’ UFC/ml) a ensayar (L. pentosus 13, L. pentosus 209 y L. pentosus
13B4, cepas que inducen la formacion de biofilms mixtos con esta levadura). Una vez
cerrada la membrana de didlisis, ésta se sumergio en el medio de cultivo, incubandose a
30 °C durante 72 h. Transcurrido ese tiempo, se tomaron muestras de los medios de
cultivo del matraz y de la membrana, se centrifugaron (4.000 rpm, 4 °C, 10 min) y se
filtraron utilizando un filtro de acetato de celulosa de 0,2 um de didmetro de poro
(ALBET-Hahnemuehle, Sant Joan Despi, Barcelona, Espafia). Como control, se incubd
C. boidinii en el matraz y se introdujo de nuevo una membrana de dialisis pero sin
ningiin microorganismos en el interior. Posteriormente, se procedié a estudiar la
formacion de biofilms por C. boidinii en presencia de distintas diluciones de los SLC
obtenidos. Para ello, se afnadié a cada pocillo de la placa de microtitulacion, 150 pul de
C. boidinii crecida durante 24 h en medio de cultivo YM y a continuacion se deposito
en el primer pocillo de cada fila de la placa de microtitulacion 150 pl de cada SLC a
ensayar, haciéndose entonces diluciones seriadas en base dos. Finalmente, la placa se
incubo a 30 °C durante 72 h y se procedi6 a cuantificar la formacion de biofilms segiin

lo anteriormente descrito.
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7.9.2.3.- FORMACION DE BIOFILMS BAL-LEVADURAS EN PRESENCIA DE COMPUESTOS

FENOLICOS

Con objeto de comprobar si los compuestos fendlicos, cuya presencia en las salmueras
de fermentacion es elevada, influian en la formacion de biofilms mixtos BAL-levaduras,
se inocularon dichos microorganismos, en las concentraciones descritas en el apartado
anterior, en pocillos de una placa de microtitulacion, en un volumen final de 150 pl. A
continuacion se afiadieron a los primeros pocillos de cada fila 150 pl de cada compuesto
a ensayar y se hicieron diluciones seriadas en base dos, incubando las placas durante 72
h a 30 °C. Los compuestos fendlicos y concentraciones finales utilizadas fueron:
oleuropeina (1,73 g/l), tirosol (1,73 g/1), hidroxitirosol (1,73 g/l) e hidroxitirosol-OH
(1,73 g/1). Transcurrido el tiempo de incubacion, se cuantificaron los biofilms como se

describio anteriormente.

7.10.- FORMACION DE BIOFILMS EN FERMENTACIONES DE ACEITUNAS ESTILO

ESPANOL O SEVILLANO: ESTUDIOS EN PLANTA PILOTO

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron aceitunas de la variedad gordal
recogidas por ordefio. Tras la recoleccion de los frutos, se seleccionaron las aceitunas
que estaban completamente sanas y se procesaron por el método denominado “estilo
espafol o sevillano” (Garrido-Fernandez y col. 1997). Para ello, se trataron los frutos
con una soluciéon de NaOH al 1,8% hasta que ésta penetrd hasta aproximadamente 2/3
de la pulpa (aproximadamente 8 h). A continuacion, se lavaron los frutos con agua
durante 1 h y finalmente se sumergieron en agua durante 18 h, tras lo cudl, las aceitunas
se repartieron en varios fermentadores, a los que se les afiadié una salmuera al 10%
(p/v) en NaCl, para alcanzar el 5-6% en el equilibrio. Después de 36 h en salmuera,
cada fermentador se inoculd con distintas cepas de BAL. Se desarrollaron diferentes

experimentos en campafias sucesivas, durante los afios 2009 y 2010.
Los pre-inéculos de las distintas cepas utilizadas como cultivos iniciadores se

hicieron subcultivandolas varias veces en medio MRS con NaCl al 4% para adaptarlas

al medio salino. Tras ello, se centrifugaron (6.000 rpm, 4 °C, 5 min), se tiro el
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sobrenadante y se lavaron las células en solucion salina, resuspendiéndose finalmente en

salmuera al 4% en el mismo volumen inicial del cultivo.

Por otro lado, se estudio la capacidad de las cepas L. pentosus LPCO10 y L.
pentosus 128/2 para formar biofilms durante la fermentacion. Dichas cepas se utilizan
en la industria aceitunera como cultivo iniciador mixto (Jiménez-Diaz y Ruiz-Barba,
2003; Ruiz-Barba y Jiménez-Diaz, 2012). Para ello, se procedid a inocularlas en
fermentadores que contenian 5 kg de aceitunas y 4 L de salmuera, cada cepa a una
concentracion final de 10° UFC/ml en cada caso. Una vez inoculadas las salmueras, se
introdujeron entre las aceitunas portaobjetos estériles para seguir la evolucion de los

biofilms por MEB a lo largo del tiempo de fermentacion.

Figura 11. Fermentadores en la planta piloto del Departamento de Biotecnologia de los Alimentos,
Instituto de la Grasa.

Durante el proceso de fermentacion, se tomaron muestras muy frecuentemente
en los primeros estadios de la fermentacion y mas distanciados en el tiempo conforme
¢ésta avanzaba. En cada caso, se tomaban muestras de salmuera para los recuentos de
lactobacilos y levaduras, utilizando MRS con azida [MRSa, al 0,02% (p/v)] para los
primeros ¢ YMGP con oxitetraciclina (YMGPtet, 100 pg/ml) para las segundas. A la
vez, se extraian portaobjetos y frutos para procesarlos para su observacion por MEB.
Ademéds, se tomaban 4-5 aceitunas mas con objeto de extraer el biofilm adherido a la

epidermis. Tras la extraccion, se determinaban las UFC/ml tanto de lactobacilos como
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de levaduras presentes en los biofilms. A cada tiempo, se escogian 10 colonias de
lactobacilos aisladas en MRSa y se conservaban a -80 °C en glicerol al 20%. Ademas,
se conservaban el sobrenadante y el precipitado resultante de la extraccion del biofilm
(apartado 7.12) para analizar la presencia de ADN en los mismos. Este experimento se
repitié durante dos afios consecutivos para recomprobar los resultados obtenidos. Una
vez finalizada la fermentacion, se proceso el producto para su consumo, consistiendo en

un lavado con agua y envasado con una salmuera al 4% (p/v) en NaCl.

Por otro lado, y con objeto de comprobar la eficacia colonizadora de las cepas
inoculadas, se utilizé la cepa L. pentosus LPCO10 como cultivo iniciador, previamente
seleccionada como doble mutante resistente a rifampicina (Rif, 20 ug/ml) vy
estreptomicina (Sm', 500 pg/ml). Dicho doble mutante se obtuvo mediante seleccion
secuencial en medio MRS con cantidades crecientes de dichos antibidticos. El in6culo
inicial en los fermentadores fue de 10’ UFC/ml . Para estos experimentos se utilizaron
fermentadores por triplicado con 850 g de aceitunas y 500 ml de salmuera. En cada
muestreo se contabilizaron tanto el numero total de UFC/ml presentes en los
fermentadores utilizando MRSa y MRS+Rif+Sm. A la vez, se procesaron frutos para su
observacion mediante MEB y para la extraccion del biofilm adherido a su epidermis.
Ademas, de cada muestreo se eligieron 10 colonias al azar aisladas en MRS+Rif+Sm
para analizarlas mediante RAPD-PCR. Todas las colonias que crecian en MRSa se
repicaban en MRS+Rif+Sm para comprobar su resistencia a dichos antibidticos y
aquellas que no lo eran, se determinaba su especie por PCR usando primers especificos,
como se describen en la Tabla 8. El perfil de RAPD-PCR de cada una de las colonias se
analiz6 y se compar6 mediante el software Bionumerics (Applied Maths [Sint-Martens-

Latem, Bélgica]), obteniendo asi los dendogramas de similitud entre colonias.

7.11.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)
Tanto los portaobjetos como los frutos recogidos de los fermentadores a distintos

tiempos de fermentacion se procesaron para su observacion al microscopio electronico

de barrido, segun los métodos descritos por Kubota y col. (2008) y Kroupitski y col.
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(2009), respectivamente. Ambos métodos se modificaron ligeramente para adaptarlos a

nuestras muestras.

Para su procesado, los portaobjetos se lavaron dos veces durante 15 min cada
vez con tampon fosfato 100 mM (pH 7,0), se sumergieron durante 16 h a 4 °C en el
mismo tampodn con glutaraldehido al 5% y después se lavaron dos veces a temperatura
ambiente con tampén fosfato 100 mM (pH 7,0). Posteriormente, las muestras se
deshidrataron por inmersion secuencial en soluciones de etanol/agua al 50%, 70%, 80%,
90%, 95% y 100% durante 15 min en cada una. A continuacién, los portaobjetos se
sumergieron tres veces en 2-metil-2-propanol durante 15 min. Finalmente se retiraba el

2-metil-2-propanol y se dejaban secar los portaobjetos.

Para la preparacion de los frutos, éstos se lavaron dos veces en tampon fosfato
100 mM (pH 7,0) y a continuacion se fijaron en el mismo tampon con glutaraldehido al
2,5% (v/v) durante 2 h a temperatura ambiente. Tras ello, se enjuagaron mediante cinco
inmersiones de 5 min cada una en tampo6n fosfato 100 mM (pH 7,0) y después se
deshidrataron por inmersion secuencial en soluciones de etanol al 50%, 70%, 80%,
90%, 95% y 100% durante 5 min en cada una. Por ultimo, se sumergieron durante 20
min en 2-metil-2-propanol y tras eliminarlo, se dejaron secar las muestras. Para su
observacion al MEB, se cortaron pequefios trozos de epidermis y se fijaron sobre un

portaobjetos utilizando un adhesivo universal.

Figura 12. Microscopio electronico de barrido Jeol JSM-6460LV
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Las muestras se recubrieron con una capa de oro utilizando un equipo Scancoat
Six (Edwards, Crawley, Inglaterra) y se visualizaron en un microscopio JEOL JSM-
6460LV (JEOL USA, Inc., Peabody, Massachussets, EEUU) ubicado en el Centro de

Investigacion Tecnoldgica e Innovacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS).

7.12.- EXTRACCION DE LOS BIOFILMS DE LA EPIDERMIS DE LAS ACEITUNAS

Para la extraccion del biofilm formado sobre la superficie de las aceitunas
durante el proceso de fermentacion se siguid la metodologia de Bockelmann y col.
(2003) y Weber y Legge (2010), con modificaciones: se tomaron 200 g de frutos y se
lavaron varias veces con agua destilada para eliminar aquellos microorganismos que no
estaban adheridos a la epidermis de la aceituna. A continuacion, se anadieron 300 ml de
PBS (1x) con el coctel de enzimas descrito en el Apartado 6 y la mezcla se incubd a 20
°C en agitacion (150 rpm) durante 16 h. Transcurrido ese tiempo, se retiraron los frutos
y el liquido se centrifugd (10.000 rpm, 4 °C, 10 min), guardando el sobrenadante a -80
°C y resuspendiendo el precipitado en 10 ml de PBS (1x), a partir del cual se realizaron
varias diluciones que se sembraron en los diferentes medios de cultivo (MRSa para los
lactobacilos, YMGPtet para las levaduras y MRS+Rif+Sm para los lactobacilos dobles
resistentes a antibidticos), mientras que al resto se le anadio glicerol al 20% y se guardd

a-80 °C.

7.13.- EXTRACCION Y PURIFICACION DE EXOPOLISACARIDOS DE MUESTRAS DE

SALMUERA A LO LARGO DEL PROCESO FERMENTATIVO

Los exopolisacaridos son un componente clave de los biofilms puesto que
contribuyen a formar la matriz que envuelve a los microorganismos que los componen
(Parsek y Fuqua, 2004; Branda y col., 2005; Nobile y Mitchell, 2007). Para su
extraccion y purificacion se siguié el método descrito por Sanchez y col. (2006),
procediendo del siguiente modo: a distintos tiempos de fermentacion se tomaron 100 ml
de salmuera, a los que se afiadi6 acido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v), agitandose a

4 °C durante 30 min. A continuacidn se centrifugaron las muestras (10.000 xg, 10 min,
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4 °C) y se guardo el sobrenadante, al que se afiadieron dos volimenes de etanol
absoluto, manteniéndose en agitacion a 4 °C durante 24 h. Tras ello, se centrifug6 a
10.000 xg durante 10 min y el precipitado se resuspendié en agua destilada en una
proporcion 1/10 del volumen inicial. Finalmente, se dializ6 en membranas de didlisis
(corte molecular de 12.000-16.000 Da) en 5 L de agua destilada a 4 °C en agitacion
durante 48 h, cambiando el agua veces. Las muestras se congelaron a -80 °C y a

continuacion se procedid a su liofilizacion (Christ Alpha 1-4, B. Braun-Biotech).

7.14. ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software “Statistica 7.0”
(StatSoft Iberica, Lisboa, Portugal). Para la comparacion de los datos se empled un
analisis de varianza simple (ANOVA) aplicando el test Scheffé¢ y representando
graficamente los datos obtenidos. La representacion grafica de los datos obtenidos
permitido comprobar la existencia de diferencias significativas entre los datos analizados

mediante el no solapamiento de los limites de confianza.

7.15.- METODOLOGIA DEL ADN

7.15.1.- AISLAMIENTO DE ADN PLASMIDICO O CROMOSOMICO DE BAL

El aislamiento de ADN plasmidico se llevo a cabo por el método de Anderson y

McKay (1983).

Para obtener de una forma rapida el ADN total de las BAL, se sigui6 el método
de Ruiz-Barba y col., 2005. Para ello, se tomé con la punta de una pipeta de plastico una
colonia aislada en una placa de MRS y se resuspendiéo en 100 pl de H,O destilada
estéril, anadiendo a continuacion un volumen de C:I (24:1). La mezcla se agité en el
vortex durante 5 s y se centrifugd a 13.200 rpm (4 °C, 5 min). Para las reacciones PCR

se utilizaron 5 pl de dicho sobrenadante.
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7.15.2.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL ADN PRESENTE EN LOS BIOFILMS DE LOS

FRUTOS

A distintos tiempos de fermentacion, el ADN presente en el sobrenadante del
coctel de extraccion del biofilm se purificé como sigue: a 10 ml de dicho sobrenadante
se le afiadi6 un volumen de F:C:1, se agitd y se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 min
(4 °C). A continuacion, se afiadié el mismo volumen de C:I, se agité y se volvio a
centrifugar en las mismas condiciones durante 1 min. Tras ello, se precipitd el
sobrenadante con 1 ml de acetato sddico 3 M (pH 5,2) y 9 ml de isopropanol, dejando la
mezcla a temperatura ambiente durante 10 min. Seguidamente, se centrifugd a 13.000
rpm durante 20 min, se retird el sobrenadante y se lavo el precipitado con 1 ml de etanol
al 70%. Tras secar el precipitado en un concentrador a vacio (B. Braun-Biotech), se
afnadieron 50 ul de TER y se resuspendidé suavemente el precipitado, incubandose a 37

°C durante 20 min, guardando las muestras a -20 °C hasta su uso.

En otros casos se utilizo el kit “QlAamp DNA Mini Kit” (Quiagen, Las Matas,

Madrid, Espafia) y el protocolo “DNA Purification from Tissues™.

7.15.3.- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL ADN PRESENTE EN LOS

EXOPOLISACARIDOS EXTRAIDOS A PARTIR DE LAS SALMUERAS DE FERMENTACION

Las muestras de exopolisacarido liofilizado, extraidos a distintos tiempos de
fermentacion, se resuspendieron en 1 ml de agua destilada, afiadiéndose el mismo
volumen de F:C:I. La mezcla se agit6 y se centrifugé (13.000 rpm, 4 °C, 5 min),
recuperandose el sobrenadante al que se le afiadio 1 ml de C:I, tras lo cual se agitd y se
centrifugd de nuevo. Se recogio el sobrenadante y el ADN se precipité afiadiendo 100
pl de acetato sédico 3 M (pH 5,2) y 900 pl de isopropanol, dejando la mezcla a
temperatura ambiente durante 10 min. A continuacioén, se centrifugé a 13.000 rpm
durante 20 min, se tir6 el sobrenadante y se lavo el precipitado con 1 ml de etanol al
70%, tras lo cudl se seco en el concentrador a vacio. El precipitado se resuspendi6 en 10
pl de TER y se incubd a 37 °C durante 20 min. Finalmente, el ADN se conservo a -20

°C hasta su uso.
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7.15.4.- AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE LA REACCION EN

CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Todas las amplificaciones se realizaron en un termociclador PTC-100 (MJ
Research, Saint Bruno de Monterville, Canada). Los oligonucle6tidos utilizados como
cebadores se describen en la Tabla 8, todos ellos suministrados por Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Alemania). Las condiciones utilizadas en las PCRs variaron en
funcion del tamafio del fragmento a amplificar asi como de la temperatura de
anillamiento de los oligonucledtidos empleados. Las mezclas de reaccion se hicieron

generalmente en un volumen final de 25 pl, tal como se muestra a continuacion:

Solucion inicial Cantidad afadida Concentracion final
dNTPs 1,25 mM* 4 ul 200 uM de cada ANTP
Tampon 10x 2 ul 1x
Oligonucledtido 1 (10 uM) 1l 0,4 uM
Oligonucleotido 2 (10 uM) 1 ul 0,4 uM
Taq polimerasa 5 UA/ul 0,1 pl 0,02 UA/ul
ADN molde Xul 5-10 ng
Agua desionizada Completar hasta 25 pul

*Se utiliz6 una mezcla equimolar de los cuatro dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP, Roche) a una
concentracion de 1,25 mM cada uno.

Condiciones generales de la PCR:

1. Desnaturalizacion inicial: 94 °C, 3 min

2. Desnaturalizacion: 94 °C, 30 s

3. Hibridacion: 30 s a la temperatura consenso de fusion (Tm) de los oligonucleodtidos
empleados

4. Extension: 72 °C. El tiempo de extension varid segun el tamafio del fragmento a
amplificar. Por lo general se selecciond un tiempo de extension de un minuto por cada
kb de ADN a amplificar

5. Los pasos 2, 3 y 4 se repitieron un total de 30 veces o ciclos

6. Extension final: 72 °C, 5 min
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7.15.4.1.- AMPLIFICACION AL AZAR DE FRAGMENTOS DE ADN POLIMORFICO (RAPD-
PCR)

Con el fin de tipificar genéticamente los diferentes aislados bacterianos, se
aplico la técnica de amplificacion al azar de ADN polimorfico (Randomly Amplified
Polymorphic DNA, RAPD-PCR) descrita por Williams y col. (1990), que permite
generar un patrén de bandas caracteristico de cada cepa. El oligonuclétido utilizado para

ello fue OPLS5 (Rodas y col., 2005). La mezcla de la reaccion de amplificacion fue la

siguiente:

Solucion inicial Cantidad afadida Concentracion final
dNTPs 1,25 mM* 4 ul 200 uM de cada ANTP
Tampon 10x 2 ul 1x
OPLS5 25 pM 1l 0,4 uM
Taq polimerasa 5 UA/ul 0,1 pl 0,02 UA/ul
ADN molde Xl 5-10 ng
Agua desionizada Completar hasta 25 pl

*Se utilizd una mezcla equimolar de los 4 dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP, Roche) a una
concentracion de 1,25 mM cada uno.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

—_—

. Desnaturalizacion inicial: 94 °C, 3 min

. Desnaturalizacion: 94 °C, 30 s*

. Hibridacion: 30 °C, 30 s

. Extension: 72 °C, 1 min*

. Los pasos 2, 3 y 4 se repitieron un total de 15 veces o ciclos
. Desnaturalizacion: 94 °C, 30 s*

. Hibridacion: 30 °C, 30 s

. Extension: 72 °C, 1 min incrementandose en 25 s por cada nuevo ciclo*

O 00 3 N »n B~ W DN

. Los pasos 6, 7y 8 se repitieron un total de 25 veces o ciclos

* La temperatura se alcanz6 mediante rampas de 20 °C/min
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Tabla 8. Oligonucledtidos y condiciones de amplificacion empleadas en este estudio.

OLIGONUCLEOTIDOS TAMANO DEL
ESPECIFICIDAD _ . CONDICIONES DE PCR REFERENCIA
Secuencia s’ > 3’ AMPLICON
Enterol: CCCGGCTCAACOGES o1 o 11 am 11 a0 1 oo
Enterococens Yy 404 pb 947 11 (947 1!, 47° 1" 72° 1Nx30, 727 5 Deasy v col., 2000
GTPRIMEF:
S TOCAATATAGTOOCATAATTCAAAAACAAT o A ren W ano o . Dra Ana Rodrigues
Exopolisacarido GTPRIMR: 663 pb Q4% 40 (947 30" 597 45" 2" 2Ng30, 72 4 (comnnicacion personal)
TTAATATGCTCCATTTGOCCTALACAT AATTTTAATGG
. Lpdnak-500F3: CCGTTCTTRTCRATRTCER
wammfﬂ]w =3 o1l =N T a7
Lpdnak 1710RS GAAATTCAAGTYGGHGALGT 1100 pb 947 51 (947 11,58 1! 727 2Nx35, 727 7 Huang v col., 2010
. R16-1F; CTTGTACACACCGCCCETCA o o G A AmE A .
Lactobacillus LbMAL-R. CTCAMALCTAA AC GTTTC 200-250 pb 4% 31 (947 30" 557 30" 727 3030, 720 5 Dubernet y cal., 2002
paraF: GTCACAGGCATTAGCAAAALC 218 pb (pent.)

L. pentosus:plantarim,/

pentF: CAGTGGCGCGGTTGATATC

318 pb (plant.)

94° 31 (94° 30", 58° 10", 72° 30")x30, 72° 5'

Torriani y col., 2001

paraplantarim plantF: CCGTTTATGGCGGALCACCTA

pREV: TCGGGATTACCTAAACATCAC 107 pb (paraplant)

Leucgrp: GCGGCTGCGGCGTCACCTAG o e .
Lenconostoc LeucWeissrev: GGNTACCTTGTT ACGACTTC 1200 pb 4% 31 (947 11 56° 11 727 90"x33, 727 5 Schillinger v cal., 2008
Pediococcus Ppe: CGAACTTCCGTTAATTGATCAG o o1 ouo 11 me0 g5 9 11 o -
pentosacens B CTTOOGR NG T AT 950 pb 94° 21, (94° 1, 55° 45", 72° 1230, 72° 5 Licitra y col., 2007
Plantaricina S ARIL TTCTCATGCARGGAGTECOCATSC 380 pb 4° 41, (94° 30", 55° 1, 72° 45"x30,72° 4" Maldonado v cel., 2002

BRI TTCAAAAAGAAMAMACALATCTTGG

RAPD-PCR

OPLS: ACGCAGGCAC

94° 31 (94° 30", 3P 30", 72° 1Nx15, (94°
30", 30° 30" 72° 1 [+25"ciclo]x25

Rodas v col | 2005
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7.15.5.- ELECTROFORESIS DEL ADN

La separacion de fragmentos de ADN se realizé mediante electroforesis en geles
de agarosa. Estos se prepararon a distintas concentraciones (desde el 0,7 al 2%, p/v) en
tampon Tris-Acetato-EDTA (TAE, 1x) segun el tamafio de los fragmentos, utilizando
geles al 0,7% cuando éstos tenian un tamafio superior a 400 pb y al 2% cuando el
tamaio era inferior a 400 pb. Como tampon de carga se utilizd6 SBE (6x) en proporcion
de 1 pl por cada 5 pl de muestra. Las electroforesis se llevaron a cabo en tampon TAE
(1x) a voltaje constante (80 V), durante un periodo de tiempo variable segun el tamafio
de los fragmentos de ADN de interés. Una vez terminada la electroforesis, el gel se
sumergia en una solucion de bromuro de etidio (1 pg/ml en TAE, 1x) durante 15 min y
el ADN se visualizaba utilizando un transiluminador emisor de luz ultravioleta (A302 nm)

acoplado a un equipo de captacion de imagenes (Bio-Rad).

El marcador de peso molecular utilizado fue de 1 kb (1 Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen), cuyos tamafios de fragmentos oscilan entre 12 kb y 100 pb, teniendo el

siguiente patron de bandas:

1 Kb Plus DNA Ladder
bp
=12.000

-5,000

= 2,000
- 1,650

- 1,000
-850

- 650
=500
=400
=300
=200

- 100

Figura 13. Marcador de 1 Kb.
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7.15.6.- EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Para la extraccion de bandas de ADN de geles de agarosa, se procedié de la

siguiente forma:

1.

Una vez tefiido el gel con bromuro de etidio, las bandas se visualizaron en el
transiluminador UV y se cortd el trozo de gel que contenia el fragmento de ADN
de interés

El trozo de agarosa se fragmentd parcialmente introduciéndolo en una jeringa
estéril (2 ml) sin aguja y, presionando el émbolo suavemente, se depositd en
tubos Spin-X (Costar, Sigma-Aldrich) y se congel6 a -80 °C durante 15 min.

El contenido de los tubos se descongeld a temperatura ambiente y se centrifugo
a 13.000 rpm durante 10 min a 4 °C

Al filtrado resultante se le afiadi6 un volumen de F:C:I, se agit6 y se centrifugd a
13.000 rpm durante 5 min a 4 °C

Se recogio6 la fase acuosa y se paséd a otro tubo de microcentrifuga, donde se
extrajo con un volumen de C:I, se mezcld vigorosamente y se centrifugd a
13.000 rpm durante 5 min a 4 °C

La fase acuosa se depositdé en un nuevo tubo de microcentrifuga y el ADN se
precipitod con 1/10 de volumen de acetato potasico 3 M (pH 5,2), 2,5 volimenes
de etanol 100% y 1 ul de glicogeno, incubando a -80 °C durante 20 min

La mezcla se centrifug6 a 13.000 rpm durante 20 min a 4 °C y el precipitado
resultante se lavo con un volumen de etanol 70% (v/v)

Se centrifug6 de nuevo (13.000 rpm, 1 min, 4 °C), se dejo secar el precipitado y

finalmente se resuspendi6 en 20 pl de agua desionizada

7.15.7.- DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR utilizando los iniciadores

especificos del gen dnak de Lactobacillus y purificados a partir de geles de agarosa, se

cortaron con la enzima de restriccion TSP5091 (New England Biolabs, Hitchin,

Inglaterra) para obtener asi un patron de bandas que permitiese la identificacion de la

especie de Lactobacillus.

102



= £
s

MATERIALES Y METODOS ~ CSIC

Para la digestion con la enzima de restriccion TSP5091, se realizo utilizando la

siguiente mezcla:

TSP5091 (10.000 UA/ml) 1 ul
Tampon I* 2 ul
ADN 5ul
H,O MQ 12 pl

* Tampon suministrado por Biolabs

Esta mezcla se incub¢ durante 1 h a 65 °C y a continuacion se analiz6 el total del

volumen de la restriccion en un gel de agarosa al 3% (p/v).
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1.- SUPRESION DE LA PRODUCCION DE BACTERIOCINAS POR BAL EN

COCULTIVOS

En primer lugar, se procedi6 a la bdsqueda en nuestra coleccion del
Departamento de BAL productoras de bacteriocinas, centrdndonos posteriormente en
las cepas L. plantarum NC8-C y E. faecium 6T1la como modelos para el estudio
detallado del fenomeno. L. plantarum NC8-C cepa es un derivado de L. plantarum
NC8, productora de tres bacteriocinas diferentes de la clase Ilb, denominadas
plantaricina NC8 (PLNC8), plantaricina EF y plantaricina JK Gnicamente cuando se
encuentra en presencia de otras BAL (produccion por quorum sensing), mientras que en
cultivo puro no produce ninguna de las tres. Por el contrario, L. plantarum NC8-C es
productora constitutiva de todas esas plantaricinas, ya que contiene un plasmido donde
va clonado el gen que codifica el factor de autoinduccion denominado PLNCB8IF
(Maldonado y col., 2004a; Maldonado, 2005). Por otro lado, la cepa E. faecium 6T1a es

productora constitutiva de enterocinas | y J (Floriano y col., 1998).
De todas las cepas recogidas en la Tabla 6, s6lo las indicadas a continuacion
mostraron actividad antimicrobiana cuando se ensayaron frente a L. pentosus 128/2

como cepa indicadora:

Lactobacillus pentosus LPS2005

Lactobacillus plantarum Lb5q Enterococcus faecium AE12
Lactobacillus plantarum Lb5p Enterococcus faecium AE23
Lactobacillus pentosus LPCO10 Lactobacillus plantarum 57/2
Lactobacillus pentosus LPP3 Lactobacillus plantarum 57/1
Enterococcus faecium T138 Lactobacillus plantarum 44/1
Enterococcus faecium CTC492 Lactobacillus plantarum 70/3
Enterococcus faecium 6T1a Lactobacillus plantarum NC8-C
Enterococcus faecium AE9 Lactobacillus plantarum WCFS1
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Figura 14. Halos de inhibicion de cepas de BAL productoras de bacteriocinas. 1.- L. pentosus LPS2005;
2.- L. plantarum Lb5q; 3.- L. plantarum Lb5p; 4.- L. pentosus LPCO10; 5.- L. pentosus LPP3; 6.- E.
faecium T138; 7.- E. faecium CTC492; 8.- E. faecium 6T1a; 9.- E. faecium AE9; 10.- E. faecium AE12;
11.- E. faecium AE23; 12.- L. plantarum 57/2; 13.- L. plantarum 57/1; 14.- L. plantarum 44/1; 15.- L.
plantarum 70/3; 16.- L. plantarum NC8-C; 17.- L. plantarum WCFSI1. Césped indicador: L. pentosus
128/2.

1.1.- DISMINUCION DE LA PRODUCCION DE BACTERIOCINAS POR BAL EN COCULTIVO

Para el estudio de la disminucion de la produccion de bacteriocinas se realizaron
cocultivos de las cepas productoras con cada una de las 159 cepas de BAL utilizadas en
este estudio. Al realizar estos ensayos se pudo comprobar que en todos los casos se
producia una disminucién de la produccion de bacteriocinas respecto al monocultivo de
la cepa productora y en ciertos casos se detectaba una inhibicidon total de dicha
produccion. Estos fenomenos se producian independientemente de si la otra cepa del
cocultivo era a su vez productora o no de bacteriocinas. Los resultados obtenidos se

recogen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Disminucion de la produccion de bacteriocinas por BAL. En cada casilla se indica el diametro del halo de inhibicién (en mm) de la cepa sensible (L. pentosus
128/2). -, No actividad inhibidora; (-) halo de inhibicién muy tenue. Las casillas resaltadas en gris representan los casos en los que se abolié completamente la produccion
de bacteriocinas.

L. pentosis L. plantarum L, =gkel | E. faecalis
LPDR 5E/1 | LPSZO5 | LPCOD | LPP3 Lb5q Lb5p CECT185 | &742 57 51 441 b3g | L1l Ly Lb35p LbZ0g, MCEC | MbH(ZNT £T1a
T1a 14 mml1ea mm {17 mm {17 mm |17 mm |13 mm| 14 mm | 13 mm [13 mm] 15mm [13mm {12 mm|{ 13 mm|13mm|13mm| 14 mm | 14 mm | 15 mm T8 mm
MMH[Z 19 - - 2 mm - 10 mrm - 10 mm - 11 mrm | 10mm (-] - - - - - 13 mm -
NCEFC f 11 mm| 1 Omm| 2 mm [ 10mm 10 mm |11 mm | 10 mm | 12 mm [ 11 mm | 10mm | 1T mm ] 17 mm | 12 mm | 1T mm 13 mm| 11 mme | 14 mm
b2z - - 9 rmm - 10mm| [ 10 rm - 10 mrm | 11mm (-] - - - - -
Lb3¥p - - & mm - 1W0mm| (- 10 mm - 10 mm | 10mm (-] - - - -
L3p - - & rmm - 10mm| [ (-] - 11 mrn | 10rmm (-] - - -
L1z - - 8 rmm - 11 mm - (-] - 9 mm | 11mm (-] - -
b3z - - & mm - Mmm| [ (-] - 11 mm| 10mm (-] -
4451 (-] (-] - 10 mm - 11 mm | 10 mm - 11 | 10mrm | 11 mm
57A (-] (-] - 10 mm - 11 mm | 10 mm - 10 mrm | 11mm
72 (-] (-] - 10 mirm - 10 mrn | 10 mm - 10 mim
CECT 4155 - - 9 rmm - 11 mm - (-] -
LbEp (-] (-] [-] |10 mm - 9 rm | 10 mm
LbEq [- (- - 9 mm - 11 mm
LPP3 10 mm [ 10 mm | 10 mm | 10 mm | 10 mm
LPoo0 = = 11 mm | & mm
LPE2008 | 2 mm (10 mm| & mm
555 - -
LPCR

o |
ﬁ"’
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Puesto que la cepa L. plantarum NC8-C produce bacteriocinas de forma
constitutiva, se escogio dicha cepa como modelo para realizar estudios posteriores sobre

los fendmenos de interferencia de dicha produccion.

1.1.1.- DISMINUCION DE LA PRODUCCION DE BACTERIOCINAS POR L. plantarum NC8-

C EN COCULTIVO CON OTRAS BAL

Cuando se realizaron cocultivos de la cepa productora constitutiva L. plantarum
NC8-C con cada una de las cepas recogidas en la Tabla 6 se observo que 18 de ellas
producian una disminucién de la produccion de bacteriocinas por dicha cepa productora,
independientemente de si éstas eran a su vez productoras 0 no de bacteriocinas. Estas

cepas fueron las siguientes:

Lactobacillus pentosus LPD5 Lactobacillus plantarum 57/2
Lactobacillus pentosus 55/1 Lactobacillus plantarum 57/1
Lactobacillus pentosus LPS2005 Lactobacillus plantarum 44/1
Lactobacillus plantarum Lb5q Lactobacillus plantarum Lb31g
Lactobacillus plantarum Lb5p Lactobacillus plantarum L11g
Lactobacillus pentosus LPCO10 Lactobacillus plantarum L3p
Lactobacillus pentosus LPP3 Lactobacillus plantarum Lb38p
Enterococcus faecium 6T1a Lactobacillus plantarum Lb20g
Lactobacillus plantarum CECT4185 Lactobacillus sakei MMH(2)19

Como se puede observar en las Figuras 15A y 15C algunas de estas cepas eran
productoras de bacteriocinas en monocultivo. En las Figuras 15B y 15D se aprecian las
diferencias existentes en cuanto a la produccidon de bacteriocinas por L. plantarum NC8-
C en cocultivo respecto la produccion en monocultivo. Dichas diferencias se hacen
evidentes tanto por la disminucién del diametro del halo de inhibicion como por la
nitidez de los mismos, dependiendo también de la cepa presente en el cultivo mixto,
siendo especialmente llamativos los casos de las cepas L. pentosus LPD5, L. pentosus
55/1, L. pentosus LPS2005, L. pentosus LPCO10, E. faecium 6T1a, L. plantarum 57/2 y
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L. plantarum 57/1, en los que la disminucion de la produccion de bacteriocinas por L.
plantarum NC8-C es muy acusada. El resto de cepas interfieren también en dicha

produccion pero en menor medida.

Figura 15. Produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C en cocultivo a las 6 h (A y B) y a las 24
h (C y D). Ay C. Cultivos puros de las cepas cocultivadas con NC8-C: 1.- L. pentosus LPDS5; 2.- L.
pentosus 55/1; 3.- L. pentosus LPS2005; 4.- L. plantarum Lb5q; 5.- L. plantarum Lb5p; 6.- L. pentosus
LPCO10; 7.- L. pentosus LPP3; 8.- E. faecium 6T1a; 9.- L. plantarum CECT4185; 10.- L. plantarum
57/2; 11.- L. plantarum 57/1; 12.- L. plantarum 44/1; 13.- L. plantarum Lb31g; 14.- L. plantarum L11g;
15.- L. plantarum L3p; 16.- L. plantarum Lb38p; 17.- L. plantarum Lb20g; 18.- L. sakei MMH(2)1; 19.-
NC8-C. B y D. Cultivos mixtos de NC8-C con: 1.- L. pentosus LPDS; 2.- L. pentosus 55/1; 3.- L.
pentosus LPS2005; 4.- L. plantarum Lb5q; 5.- L. plantarum Lb5p; 6.- L. pentosus LPCO10; 7.- L.
pentosus LPP3; 8.- E. faecium 6Tla; 9.- L. plantarum CECT4185; 10.- L. plantarum 57/2; 11.- L.
plantarum 57/1; 12.- L. plantarum 44/1; 13.- L. plantarum Lb31g; 14.- L. plantarum L11g; 15.- L.
plantarum L3p; 16.- L. plantarum Lb38p; 17.- L. plantarum Lb20g; 18.- L. sakei MMH(2)19; 19.- NC8-
C en cultivo puro. Bacteria indicadora: L. pentosus 128/2.
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Cuando se cuantificd la actividad antimicrobiana de todos los sobrenadantes
procedentes de los cultivos mixtos a las 6 y 24 h de incubacion, asi como la de sus

respectivos monocultivos, se obtuvieron los resultados que se presentan en la Figura 16.

A 1400
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X b C_@C’ @Q‘\

Figura 16. Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de cultivos mixtos de diferentes BAL con L.
plantarum NC8-C. A. Actividades de los sobrenadantes a las 6 horas de cultivo: (m) L. plantarum NC8-C
en cultivo puro; (m) L. plantarum NC8-C en cultivo mixto con la cepa indicada; (m) actividad de cada una
de las otras cepas en cultivo puro. B. Actividades de los sobrenadantes a las 24 horas de cultivo: (m)
actividad de L. plantarum NC8-C en cultivo puro; (m) actividad en cultivo mixto con la cepa indicada; (m)
actividad de cada una de las cepas indicadas en cultivo puro. Bacteria indicadora: L. pentosus 128/2.

* En A y B, fuera de la escala. En A se corresponde con 20.480 UB/mly en B con 5.120 UB/ml.

A las 6 horas de incubacion se observa como disminuye notablemente la
produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C en cocultivo con practicamente

todas las cepas ensayadas, aunque el fendomeno es menos evidente en los casos de las
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cepas L. plantarum Lb5p, L. pentosus LPP3, L. plantarum L11g y L. sakei MMH(2)19
(Figura 16A). En el caso del cocultivo con E. faecium 6T1a, dicha disminucion queda
enmascarada por la presencia de las enterocinas producidas por la cepa 6T1a. Del
mismo modo, la cepa E. faecium 6T1a se ve notablemente afectada por la presencia de
la cepa L. plantarum NC8-C, pasando de producir 20.480 UB/ml en cultivo puro a tan

so6lo 1.280 UB/ml en cocultivo.

A las 24 horas de incubacion se sigue observando disminucion de la produccién
en todos los casos, aunque éstos son menos evidentes (Figura 16B). Sigue siendo
[lamativa la diferencia entre la produccion de bacteriocinas por E. faecium 6T1a en
cultivo mixto respecto a la del cultivo puro, pasando en este caso de producir 5.120
UB/ml a 320 UB/ml. En ambos casos se redujo la produccion de bacteriocinas del orden
de 16 veces.

1.1.2.- ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES QUE PUEDEN INFLUIR EN LA PRODUCCION DE

BACTERIOCINAS POR L. plantarum NC8-C EN COCULTIVO

1.1.2.1.- DESARROLLO DE LOS MICROORGANISMOS EN LOS COCULTIVOS

La baja tasa de produccién de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C en los
cocultivos podria deberse a un menor crecimiento de las cepas productoras, debido a
fendmenos de competencia por los nutrientes entre cepas, lo cual podria llevar a una
disminucion dréastica en el crecimiento de una, otra, 0 ambas cepas y, por consiguiente,
a la disminucién de la produccion de bacteriocinas. Para comprobar dicha hipétesis, se
realizaron los cocultivos de L. plantarum NC8-C con las cepas que se habian
caracterizado previamente como inhibidoras de la produccion de bacteriocinas. En
dichos cocultivos, ademas de cuantificar la actividad antimicrobiana, se determiné el

namero de UFC/ml a lo largo del tiempo de incubacion de los cocultivos.
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Figura 17. Crecimiento a las 6 h de cocultivo, de cada una de las cepas presentes en el mismo: (m) L. plantarum NC8-C en cultivo puro; (H) L. plantarum NC8-C en
cocultivo con la cepa indicada; (m) cultivo puro de la cepa indicada en el eje X; (&) cocultivo con L. plantarum NC8-C de la cepa indicada en el eje X.
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Figura 18. Crecimiento a las 24 h de cocultivo, de cada una de las cepas presentes en el mismo: (m) L. plantarum NC8-C en cultivo puro; (M) L. plantarum NC8-C en
cocultivo con la cepa indicada; (m) cultivo puro de la cepa indicada en el eje X; (#) cocultivo con L. plantarum NCS8-C de la cepa indicada en el eje X.
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Tal y como muestran los datos, no aparecen diferencias significativas en el
numero de UFC/ml de ninguna de las cepas implicadas en el cocultivo, ni a las 6 horas
(Figura 17) ni a las 24 horas (Figura 18).

1.1.2.2.- INACTIVACION DE LAS CELULAS POR CALOR

Con el fin de determinar si era necesario que las cepas que interferian la
produccion de bacteriocinas en L. plantarum NCB8-C estuviesen metabdlicamente
activas, se procedio a inactivarlas por calor. Como se puede observar en la Figura 19, no
existen diferencias significativas en la produccién de bacteriocinas cuando L. plantarum
NC8-C se encuentra en presencia de las cepas tratadas por calor o cuando crece en

cultivo puro.

Figura 19. Actividad antimicrobiana de L. plantarum NCB8-C en presencia de células inactivadas por
calor. Cultivos mixtos de L. plantarum NC8-C con cepas inactivadas de: 1.- L. pentosus LPD5; 2.- L.
pentosus 55/1; 3.- L. pentosus LPS2005; 4.- L. plantarum Lb5q; 5.- L. plantarum Lb5p; 6.- L. pentosus
LPCO10; 7.- L. pentosus LPP3; 8.- E. faecium 6T1a; 9.- L. plantarum CECT4185; 10.- L. plantarum
57/2; 11.- L. plantarum 57/1; 12.- L. plantarum 44/1; 13.- L. plantarum Lb31g; 14.- L. plantarum L11g;
15.- L. plantarum L3p; 16.- L. plantarum Lb38p; 17.- L. plantarum Lb20g; 18.- L. sakei MMH(2)19; 19.-
L. plantarum NC8-C en cultivo puro. Césped indicador: L. pentosus 128/ 2.
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1.1.2.3.- NECESIDAD DEL CONTACTO CELULA-CELULA

Otra de las hipotesis que se planted fue si era necesaria una interaccion fisica
entre las cepas para que se produjera la interferencia de la produccion de bacteriocinas.
Para ello, se hicieron cocultivos usando placas de microtitulacion con un sistema de dos
compartimentos separados por una membrana de 0,2 um de didmetro de poro, lo cual
evitaba el contacto fisico entre cepas pero permitia el flujo de moléculas entre ambos
cultivos. En la Figura 20A se pueden observar los halos de inhibicién producidos por
todas las cepas en cultivo puro. Mientras, en los cocultivos se aprecia una disminucion
de la produccion de bacteriocinas por L. plantarum NCS8-C (Figura 20B), ya que el
diametro del halo de inhibicién es mucho mas pequefio y difuso puesto que al perder
eficacia las bacteriocinas, el césped indicador crece en velo. El mayor grado de
inhibiciéon de la produccion los producen las cepas L. pentosus 55/1, L. pentosus
LPS2005, L. pentosus LPCO10, L. pentosus LPP3 y E. faecium 6T1a.

En el caso particular del cocultivo de L. plantarum NCS8-C con E. faecium 6T1a,
usando distintos céspedes indicadores se pudo diferenciar entre la inhibicién debido a
las plantaricinas producidas por la cepa L. plantarum NCS8-C y las enterocinas que
produce la cepa E. faecium 6T1a (Tabla 7, Materiales y Métodos). En la Figura 20C se
puede observar como la actividad antimicrobiana de la cepa E. faecium 6T1a disminuye
en el cocultivo (halo 1). En la Figura 20D, donde la cepa indicadora es sensible
unicamente a las plantaricinas producidas por la cepa L. plantarum NC8-C, se observa

de nuevo inhibicion de la produccion en el cocultivo (halo 1).

117



=Ny
& rResuLTaDos ~ CSIC

Figura 20. Produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C en cocultivo con otras cepas de BAL en
placas de microtitulacion, separada fisicamente de éstas mediante una membrana. A. Produccion de
bacteriocinas las cepas en cultivo puro: 1.- L. pentosus LPDS5; 2.- L. pentosus 55/1; 3.- L. pentosus
LPS2005; 4.- L. pentosus LPCO10; 5.- L. pentosus LPP3; 6.- E. faecium 6T1a; 7.- E. faecium 6T1a20; 8.-
L. plantarum NC8-C. Césped indicador: L. pentosus 128/2. B. Produccion de bacteriocinas en el
cocultivo de L. plantarum NC8-C con: 1.- L. pentosus LPD5; 2.- L. pentosus 55/1; 3.- L. pentosus
LPS2005; 4.- L. pentosus LPCO10; 5.- L. pentosus LPP3; 6.- E. faecium 6T1a; 7.- E. faecium 6T1a20.
Césped indicador: L. pentosus 128/2. C. Produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C (halo 2),
E. faecium 6T1a (halo 3) y el cocultivo L. plantarum NC8-C con E. faecium 6T1a (halo 1), usando como
césped indicador la cepa L. pentosus 55/1 (s6lo es sensible a las enterocinas de E. faecium 6T1a). D.
Produccion de bacteriocinas de L. plantarum NC8-C (halo 2), E. faecium 6T1a (halo 3) y el cocultivo L.
plantarum NC8-C con E. faecium 6T1a (halo 1), usando como césped indicador la cepa L. plantarum VI1
(s6lo es sensible a las plantaricinas de L. plantarum NC8-C).

Se realizaron también ensayos utilizando membranas de didlisis para separar las
cepas L. plantarum NCS8-C y E. faecium 6Tla, obteniéndose los resultados que se

exponen en la Figura 21.
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Figura 21. Produccion de bacteriocinas en cocultivos de las cepas L. plantarum NC8-C y E. faecium
6Tla separadas por membrana de didlisis. A. Halos de inhibicion producidos por cultivos puros de E.
faecium 6Tla (izquierda) y L. plantarum NC8-C (derecha). B. Halos de inhibiciéon producidos por
cultivos mixtos de E. faecium 6T1a (arriba) y L. plantarum NC8-C (abajo), con la cepa E. faecium 6T1a
dentro de la membrana de dialisis. C. Halos de inhibicién producidos por cultivos mixtos de E. faecium
6T1a (arriba) y L. plantarum NC8-C (abajo), con la cepa L. plantarum NC8-C dentro de la membrana de
dialisis. Césped indicador: L. pentosus 128/2.

Como se puede observar, se aprecian ciertas diferencias en la produccion de
bacteriocinas en el cocultivo respecto al cultivo puro de cada bacteria,
independientemente de si la cepa se encontraba dentro o fuera de la membrana de
dialisis. Estos datos apoyan a los obtenidos anteriormente, corroborando que no es
necesaria una interaccion fisica entre las cepas para que se produzca interferencia en la

produccion de bacteriocinas.

1.1.2.4.- EFECTO DE LOS SOBRENADANTES DE COCULTIVOS EN LA PRODUCCION DE

BACTERIOCINAS POR L. plantarum NC8-C

Puesto que se observo que la inhibicion de la produccion de bacteriocinas se
producia incluso cuando las bacterias antagonistas estaban separadas fisicamente, se
probo si los SLC procedentes de cocultivos previos de L. plantarum NCS8-C con otras
BAL provocaban el mismo efecto, lo que apuntaria hacia la posibilidad de que hubiera

una sustancia difusible responsable de dicho fendmeno de inhibicion.
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Como se observa en la Figura 22, se detecta cierto grado de inhibicion de la
produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C cuando el SLC se utilizo
inmediatamente después de su obtencién. Por el contrario, se comprob6 que no se
producia inhibiciéon cuando el sobrenadante habia sido congelado antes de su ensayo,
(datos no mostrados), lo que indicaria que el compuesto que provoca la inhibicion seria

una sustancia inestable a los tratamientos de congelacion y descongelacion.

Figura 22. Efecto de la adicion de SLC procedentes de cocultivos de L. plantarum NC8-C con otras BAL
sobre la produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C. Cultivo de L. plantarum NC8-C con SLC
de cocultivos de: 1.- NC8-C con LPD5; 2.- NC8-C con 55/1; 3.- NC8-C con LPS2005; 4.- NC8-C con
Lb5q; 5.- NC8-C con Lb5p; 6.- NC8-C con LPCO10; 7.- NC8-C con LPP3; 8.- NC8-C con 6T1a; 9.-
NC8-C con CECT4185; 10.- NC8-C con 57/2; 11.- NC8-C con 57/1; 12.- NC8-C con 44/1; 13.- NC8-C
con Lb31g; 14.- NC8-C con L11g; 15.- NC8-C con L3p; 16.- NC8-C con Lb38p; 17.- NC8-C con Lb20g;
18.- NC8-C con MMH(H)19; 19.- Cultivo puro de NC8-C. Césped indicador: L. pentosus 128/2.

Por otro lado, se observa que existen ligeras diferencias en la actividad
antimicrobiana del cultivo puro de L. plantarum NC8-C y los respectivos cultivos
cuando se afiadian los SLCs (Figura 22). Estas diferencias son muy evidentes en el caso
de los sobrenadantes procedentes de los cocultivos con las cepas L. pentosus LPS2005,
L. plantarum Lb5q, L. plantarum Lb5p, L. plantarum 57/2, L. plantarum 57/1 y L.
plantarum 44/1, ya que los halos de inhibicion son mucho méas débiles respecto a los del

cultivo puro (Figura 19).
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1.1.2.5.- SINERGIA O ANTAGONISMO ENTRE DIFERENTES BACTERIOCINAS

Para comprobar si los fendmenos de inhibicion de la produccion de bacteriocinas
entre cepas se debian a fendmenos de interaccion entre las propias bacteriocinas, se
combinaron las plantaricinas producidas por la cepa L. plantarum NC8-C con las
enterocinas producidas por la cepa E. faecium 6Tla, previamente purificadas, y se

cuantifico la actividad antimicrobiana de las mezclas.

Como se observa en la Tabla 10, no hubo disminucién ni aumento de la
actividad de las bacteriocinas cuando se mezclaron, lo que indica que en ningun caso las
bacteriocinas de L. plantarum NC8-C y E. faecium 6T1a ni se antagonizan entre si, ni

hay sinergias entre ellas.

Tabla 10. Actividad antimicrobiana, expresada en UB/ml, de plantaricinas y enterocinas juntas y por
separado frente a L. pentosus 128/2, L. pentosus 55/1 y L. plantarum VI1.

S: 128/2 S: 55/1 S: VI1
2 2
Plantaricinas + Enterocinas | 1,06 x107 | 3.2x10° | 4x 10

Plantaricinas NC8-C 8x 10 0 4x10
2 2
Enterocinas 6T1a 1,6x 10" | 3,2x10 0

1.1.2.6.- EFECTO DEL pH

Otra de las posibles causas de la inhibicién de la produccion de bacteriocinas por
las cepas en estudio podrian ser los cambios de pH que se producen en el medio de
cultivo debido al metabolismo microbiano. En los cocultivos, por ejemplo, el pH del
medio de cultivo puede ser distinto al que se genera cuando la bacteria crece en cultivo
puro, pudiendo afectar a la produccion de bacteriocinas. No obstante, como se
comprobd anteriormente (apartado 1.1.2.1) la disminuciéon de la produccion de

bacteriocinas no se debia a una disminucién del crecimiento de las cepas productoras.
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1.1.2.6.a.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS A pH NO REGULADO

Se inoculd6 medio MRS a distintos pHs iniciales con las cepas L. plantarum
NC8-C y E. faecium 6T1a, asi como con cada una de las bacterias en cultivo puro. A
tiempos 6 y 24 h se midieron los pHs, la actividad antimicrobiana y el nimero de
UFC/ml en los cocultivos y en los correspondientes cultivos puros. En la Figura 23A se
puede observar que a las 6 h de incubacion no existen diferencias significativas en el
crecimiento de cada una de las cepas en el cocultivo con respecto a su monocultivo.
También se observa que en algunos cocultivos, L. plantarum NC8-C crece ligeramente
mas que E. faecium 6T1a, (pHs iniciales 6,1-5,0), mientras que por debajo de éstos (pHs
iniciales 4,5-3,0), las diferencias en el nimero total de ambas cepas se hacen mas
patentes. En la Figura 23B se aprecia que ambas cepas, tanto en cultivo puro como en
cocultivo, acidifican el medio hasta alcanzar aproximadamente un pH final de 4,5. Los

medios con pHs iniciales por debajo de ese valor no sufrieron cambio alguno.

Segtn se puede deducir de los experimentos llevados a cabo, la acidez del
cultivo viene marcada principalmente por la cepa L. plantarum NC8-C, puesto que el
cocultivo muestra siempre los mismos valores de pH que el cultivo puro de L.
plantarum NC8-C, mientras que la cepa E. faecium 6T1a en cultivo puro acidifica en
menor medida el medio. En la Figura 23C se observa que la cepa L. plantarum NC8-C,
a pHs 6,1-5,0, produce la misma cantidad de bacteriocina en cultivo puro que en el
cocultivo, aunque dicha cantidad disminuye conforme desciende el pH inicial del
medio. En el caso de E. faecium 6T1a, solo produce bacteriocinas cuando el pH esta
comprendido entre 6,1 y 5,5, disminuyendo de forma sustancial en el cocultivo a esos

mismos pH iniciales.
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Figura 23. Evolucion de los cultivos a las 6 h en funcion del pH inicial del medio. A. Crecimiento de las
cepas en los cultivos: (m) L. plantarum NC8-C en cultivo puro; (m) E. faecium 6T1a en cultivo puro; ()
L. plantarum NC8-C en cocultivo con E. faecium 6T1a; (M) E. faecium 6Tla en cocultivo con L.
plantarum NC8-C. B. pH de los cultivos de: (m) L. plantarum NC8-C; (m) E. faecium 6T1a; (&) Cocultivo
L. plantarum NC8-C- E. faecium 6T1a. C. Actividad antimicrobiana de los SLC de cada cultivo: (m) L.
plantarum NC8-C; (m) E. faecium 6T1a; (M) L. plantarum NC8-C en el cocultivo con E. faecium 6T1a;
(M)E. faecium 6T1a en el cocultivo con L. plantarum NC8-C. El césped indicador para la deteccion de
bacteriocinas de L. plantarum NC8-C fue L. plantarum VI1 y para E. faecium 6T1a fue L. pentosus 55/1.
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Figura 24. Evolucion de los cultivos a las 24 h en funcion del pH inicial del medio. A. Crecimiento de
las cepas en los cultivos: (m) L. plantarum NC8-C en cultivo puro; (m) E. faecium 6T1a en cultivo puro;
(M) L. plantarum NC8-C en cocultivo con E. faecium 6T1a; (H) E. faecium 6Tla en cocultivo con L.
plantarum NC8-C. B. pH de los cultivos de: (m) L. plantarum NC8-C; (m) E. faecium 6T1a; (&) Cocultivo
L. plantarum NC8-C-E. faecium 6Tla. C. Actividad antimicrobiana de los SLC de cada cultivo: (m) L.
plantarum NC8-C; (m) E. faecium 6T1a; (M) L. plantarum NC8-C en el cocultivo con E. faecium 6T1a;
() E. faecium 6T1a en el cocultivo con L. plantarum NC8-C. El césped indicador para la deteccion de
bacteriocinas de L. plantarum NC8-C fue L. plantarum VI1 y para E. faecium 6T1a fue L. pentosus 55/1.
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Cuando los cultivos se mantuvieron 24 h a 30 °C, los resultados obtenidos fueron
similares a los de las 6 h. En cuanto al crecimiento (Figura 24A), los cultivos siguen la
misma tendencia que a las 6 h, siendo la cepa L. plantarum NC8-C la que crece
ligeramente mas que la cepa E. faecium 6T1a, siendo minimas las diferencias entre los
cultivos puros y los cocultivos. Respecto a la evolucion del pH (Figura 24B) después de
24 h la acidificacion es mayor, llegando a alcanzar valores por debajo de 4,0, siendo
este valor nuevamente marcado por la cepa L. plantarum NC8-C. Mientras tanto, a los
pH iniciales de 3,5 y 3,0 no se produce modificacion alguna de pH. Finalmente, en la
Figura 24C se aprecia que la cantidad de bacteriocina producida en el caso de L.
plantarum NCS8-C es menor a las 24 h que a las 6 h de incubacion, disminuyendo
conforme baja el pH, no registrandose diferencias significativas entre la cantidad de
bacteriocina producida en el cocultivo y el respectivo cultivo puro. Sin embargo, en el
caso de E. faecium 6T1a, la concentracion de bacteriocinas en el cultivo puro es muy
alta, siendo indetectable en el cocultivo y despareciendo dicha actividad antimicrobiana

a partir del pH inicial de 4,5.

1.1.2.6.b.- PRODUCCION DE BACTERIOCINAS A pH REGULADO

También se estudio la evolucion del desarrollo de las cepas L. plantarum NC8-C
y E. faecium 6T1a y la produccion de bacteriocinas por las mismas cuando se mantenia
constante el pH del medio. Se eligieron los pH 6,1 y 5,0 puesto que el primero es el pH
inicial del MRS y el segundo, porque a ese pH no se detectaba actividad antimicrobiana

en ciertos cocultivos. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 25 y 26.
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Figura 25. Curvas de desarrollo y produccion de bacteriocinas de L. plantarum NC8-C y E. faecium
6T1a en cultivos puros y mixtos a pH regulado 6,1. A. Crecimiento en cultivo puro de L. plantarum NC8-
C (—) y E. faecium 6T1a (—); crecimiento en cocultivo de L. plantarum NC8-C (---) y E. faecium 6T1a
(---). B. Produccion de bacteriocinas en cultivo puro por L. plantarum NC8-C (—) y E. faecium 6Tla
(=—); produccién en cocultivo por L. plantarum NC8-C (---) y E. faecium 6T1a (---). El césped indicador
para L. plantarum NC8-C fue L. plantarum VI1 y L. pentosus 55/1 para E. faecium 6T1a.

Cuando se realizaron los experimentos a pH controlado 6,1 (Figura 25A), las
diferencias en el crecimiento de las cepas en cocultivo y en monocultivo fueron
insignificantes. Sin embargo, se observa que la produccion de bacteriocinas por ambas
cepas en cocultivo es notoriamente inferior al de sus respectivos monocultivos, siendo

mucho mas patente en el caso de la cepa E. faecium 6T1a (Figura 25B).
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Figura 26. Curvas de desarrollo y produccioén de bacteriocinas de L. plantarum NC8-C y E. faecium
6T1a en cultivos mixtos y puros, a pH regulado 5,0. A. Crecimiento en cultivo puro de L. plantarum
NC8-C (—) y E. faecium 6T1a (—); crecimiento en cocultivo de L. plantarum NC8-C (---) y E. faecium
6T1a (---). B. Produccion de bacteriocinas en cultivo puro por L. plantarum NC8-C (—) y E. faecium
6Tla (—); produccion en cocultivo por L. plantarum NC8-C (---) y E. faecium 6Tla (---). El césped
indicador para L. plantarum NC8-C fue L. plantarum VI1 y L. pentosus 55/1 para E. faecium 6T1a

En la Figura 26A, donde el pH se mantuvo constante a 5,0, se puede observar

que el crecimiento de L. plantarum NC8-C es similar tanto en monocultivo como en
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cocultivo, mientras que en el caso de E. faecium 6T1a existen ciertas diferencias entre
ambos. No obstante, esa diferencia en el crecimiento no explica la drastica disminucion
de la produccion de bacteriocinas cuando E. faecium 6T1a se encuentra en cocultivo con
L. plantarum NC8-C. En la Figura 26B se puede observar como se reduce

considerablemente la produccion de bacteriocinas en ambas cepas.

1.1.2.7.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) DE LOS SLC DE COCULTIVOS Y CULTIVOS PUROS DE
BAL

Con el objetivo de detectar mediante SDS-PAGE la actividad de las
bacteriocinas producidas cuando las cepas se encontraban en cocultivo, se tomaron SLC
de los cocultivos de NC8-C y 6T1a, NC8-C y 6T1a20 (variante de E. faecium 6T1a que
no produce bacteriocinas), asi como de sus monocultivos respectivos, y se examinaron
en geles de poliacrilamida. En cada experimento se hacian cuatro geles: uno de ellos se
tefila con nitrato de plata y los tres restantes se utilizaban para detectar la actividad

antimicrobiana, usando distintos céspedes indicadores.

En la Figura 27A y B (linea 4) se puede observar que el cocultivo de L.
plantarum NC8-C con E. faecium 6T1a propicié un leve descenso en la produccion de
bacteriocinas por L. plantarum NC8-C (180 UB/ml), mientras que en el cocultivo de L.
plantarum NC8-C con E. faecium 6T1a20 (linea 2) aument6 la produccion de
bacteriocinas por L. plantarum NC8-C (360 UB/ml).

La produccion de bacteriocinas por E. faecium 6Tla también se vio afectada
negativamente por la presencia de L. plantarum NC8-C en el cocultivo (Figura 27A y
C, lineas 4 y 5). Teniendo en cuenta que el carril 5 s6lo poseia 1/10 del volumen
correspondiente de SLC, la inhibicion de la produccion de bacteriocinas por E. faecium

6T1a en cocultivo fue muy fuerte.

Por ultimo, en la Figura 27D, se observan bandas de péptidos tefiidas débilmente

a las alturas de los halos de inhibicion. En otros casos no se llega a visualizar porque
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probablemente la cantidad de bacteriocina es demasiado pequefia para teflirse pero no

para mostrar su actividad biologica.

D l

Figura 27. Analisis en geles de poliacrilamida de sobrenadantes de cocultivos: A. Cepa indicadora L.
pentosus 128/2. B. Cepa indicadora L. pentosus 55/1. C. Cepa indicadora L. plantarum VI1. D. Tincion
con nitrato de plata. En cada gel, Linea 1.- SLC de monocultivo de E. faecium 6T1a20; Linea 2.- SLC
de cocultivo E. faecium 6T1a20-L. plantarum NC8-C; Linea 3.- SLC de monocultivo de L. plantarum
NC8-C; Linea 4.- SLC de cocultivo L. plantarum NC8-C-E. faecium 6Tla; Linea 5.- SLC de
monocultivo de E. faecium 6T1a.
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2.- BIOFILMS

2.1.- FORMACION DE BIOFILMS IN VITRO POR BAL

Aplicando la metodologia descrita en el apartado 7.8 de Materiales y Métodos,
se ensayo la capacidad de formacion de biofilms por las cepas de BAL que aparecen en
la Tabla 6. Como se muestra en la Figura 28, de las 159 cepas ensayadas sélo ocho
formaron biofilms en placas de microtitulacion de poliestireno: L. plantarum Lb5p, L.
plantarum L6, L. hilgardii LB76, P. parvulus P339, P. pentosaceus P56, L. fermentum
CNRZ 229, E. hirae CECT279 y E. faecalis CECT481 (Figura 28). Como control se
utilizo E. faecalis 1 (EF 1), una cepa descrita previamente como formadora de biofilms

(Toledo-Arana y col., 2001).
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Figura 28. Formacion de biofilms por diferentes BAL en placas de microtitulacion. Cada columna
muestra la media obtenida de la realizacion de 12 réplicas para cada cepa. La barra de error representa la
desviacion estandar respecto a dicha media.

Comparando los biofilms formados por estas BAL con el de las cepas control E.
faecalis 1 que forma un biofilm de tipo fuerte (DOsogs o, superior a 2), E. faecalis 11262
y E. faecalis 11279 medio (DOsos nm entre 1 y 2) y bajo (DOsos nm entre 0,5 y 1),
respectivamente, y E. faecalis 23 no formadora de biofilms (DOsgs n,, menor de 0,5), se
pudo apreciar que la cepa LB76 forma un biofilm que se puede denominar “fuerte”, las

cepas CECT279 y CECT4185 “débil” y el resto, “intermedio”.
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Estos resultados indicaban que las BAL al menos in Vitro tenian poca capacidad
de adhesion y, por tanto, de formar biofilms. Sin embargo, puesto que se conocia que la
capacidad de formacion de biofilms por los microorganismos puede verse inhibida o
potenciada por numerosos factores, entre los que cabe mencionar el material de la
superficie a colonizar, el estado de ésta, la presencia de otros microorganismos en el
medio, etc., se procedio al estudio de la influencia de algunos de estos factores en la
formacion de biofilms por cepas de L. pentosus, entre otras, aisladas de fermentaciones

de aceitunas.

2.2.- ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES QUE AFECTAN A LA FORMACION DE BIOFILMS

POR CEPAS DE BAL

2.2.1.- INFLUENCIA DE LA NATURALEZA DE LA SUPERFICIE DE ADHESION

Se estudio la capacidad de adhesion de las cepas de L. pentosus que aparecen en
la Tabla 1, a diferentes superficies: poliestireno y polipropileno (material de las placas
de microtitulacion), fibra de vidrio con poliéster y polietileno. Estas dos tultimas
superficies son del material del que estan fabricados los fermentadores de aceitunas que
se utilizan actualmente en la industria. Los resultados se muestran en la Figura 29.
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LPD5 55/1 LPS2005 LPCO10 128/2 LPP3 E.faecalis 1

Figura 29. Formacion de biofilms sobre distintas superficies por cepas de L. pentosus aisladas de
fermentaciones de aceitunas. () Poliestireno; (m) Polipropileno. ( ) Polietileno. (=) Fibra de vidrio con
poliéster. Como control se utilizo la cepa E. faecalis 1. Cada valor se obtuvo con los resultados de 12
réplicas del ensayo.* Saturacion en la medida.
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Como se puede observar, existen diferencias significativas respecto a la
capacidad de formacion de biofilms por las diferentes cepas dependiendo de la
superficie. Las cepas ensayadas apenas si forman biofilms cuando se desarrollan sobre
poliestireno o polipropileno, mientras que todas formaron un biofilm “fuerte” sobre los
materiales de los que estan fabricados los fermentadores industriales: el polietileno y la
fibra de vidrio con poliéster. También se aprecian ciertas diferencias entre las distintas
cepas utilizadas en cuanto a la adhesion a estos dos ultimos tipos de superficie, siendo el
polietileno, en la mayoria de los casos, el soporte mas favorable. La cepa control, E.
faecalis 1, forma un biofilm muy fuerte independientemente de la superficie sobre la

que se desarrolle.

2.2.2.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Un factor importante que puede influir en la mayor o menor formacion de un
biofilm es la temperatura a la que se desarrollan los microorganismos. Para estudiar
dicha influencia, las cepas de BAL se incubaron a tres temperaturas distintas (4 °C, 22-
25 °Cy 30 °C) durante 120 h, en placas de microtitulacion. Transcurrido ese tiempo, se
analiz¢6 la formacion de biofilms por cada una de ellas a cada temperatura, obteniéndose

los resultados que se muestran en la Figura 30.

Como se puede observar, al aplicar el test estadistico de Scheffé, se comprobo
que la formaciéon de biofilms en todos los casos es sustancialmente mayor cuando las
cepas crecian a temperatura ambiente (22-25 °C), siendo algo menor a 30 °C y
practicamente inexistente tras la incubacion a 4 °C, debido probablemente a que a esta
temperatura los microorganismos no deben estar metabolicamente activos. Con la
aplicacion de dicho test estadistico podemos determinar que las cepas L. pentosus
LPCO10 y P. parvulus P339 incrementan de forma significativa la formacion de
biofilms a temperatura ambiente, algo que no ocurre en el resto de cepas ensayadas.
Respecto a la cepa control, E. faecalis 1, existen diferencias entre la formacion de
biofilms a temperatura ambiente y 30 °C. Y atn siendo mayor a temperatura ambiente,

las diferencias no son estadisticamente significativas.
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Figura 30. Valores medios (cuadrados) y limites de confianza (barras verticales, para p=0,95) deducidos
del ANOVA para la formacion de biofilms a distintas temperaturas de incubacién por distintas cepas de
BAL. (m) 4 °C; (m) temperatura ambiente (22-25 °C); (m) 30 °C. Como control del ensayo se utiliz6 E.
faecalis 1. Cada dato representado se obtuvo mediante la ponderacion de 12 réplicas del ensayo.

2.2.3.- INFLUENCIA DEL ACONDICIONAMIENTO DE LAS SUPERFICIES DE ADHESION

Uno de los factores que tienen mayor influencia en la formacion de biofilms es
el grado de acondicionamiento de la superficie a colonizar. El acondicionamiento de
una superficie es la preparacion de ésta para la posterior adhesion de los
microorganismos a la misma. El acondicionamiento de la superficie de un fermentador

se puede llevar a cabo bien por medio de las salmueras que las bafian
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(acondicionamiento fisico) o bien por los microorganismos que las pueblan
(acondicionamiento bioldgico). Generalmente, las superficies son acondicionadas con
una fina pelicula de moléculas organicas que resultan atractivas a los sistemas
quimiotactiles bacterianos, permitiendo asi el desarrollo del biofilm (Reisner y col.,

2005; Vila y col., 2008).

2.2.3.1.- ACONDICIONAMIENTO BIOLOGICO

a) Por Pediococcus

Puesto que esta descrito que cepas del género Pediococcus preceden a L.
pentosus en la colonizacion de las salmueras, se utilizaron diferentes cepas de dicho
género bacteriano para llevar a cabo tal acondicionamiento. Para ello, se realizaron
cultivos sucesivos de distintas cepas de L. pentosus en pocillos de placas de
microtitulacion que habian sido previamente inoculados con las cepas P. parvulus P339,

P. pentosasceus E11 o P. pentosaceus P56 y posteriormente lavados.

Como se observa en la Figura 31, no se aprecian diferencias en la intensidad del
biofilm formado por las diferentes cepas de L. pentosus ensayadas, cualquiera que fuera
la cepa de Pediococcus que colonizara previamente la superficie. En los tres casos, la
progresion de la formacion de biofilms es muy similar, aumentando conforme se repiten
los cultivos sobre el mismo pocillo. En el caso de E. faecalis 1, utilizado como control,
no existe relacion entre el numero de veces que se cultivd sobre la misma placa y la
cantidad de biofilm formado, siendo siempre un biofilm muy fuerte, caracteristico de

esta cepa.
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Figura 31. Formacion de biofilms por cepas de L. pentosus aisladas de fermentaciones de aceitunas en
placas de microtitulacion, cuyos pocillos habian sido colonizados previamente por cepas de Pediococcus.
A. Placa colonizada por P. pentosasceus E11. B. Placa colonizada por P. parvulus P339. C. Placa
colonizada por P. pentosaceus P56. Cada barra se corresponde con el valor medio obtenido al cultivar
cada cepa sobre los mismos pocillos de forma sucesiva, obteniéndose la desviacion estandar a partir de 12
réplicas de la misma.
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De igual forma, se procedié al acondicionamiento bioldgico de portaobjetos con
la cepa P. parvulus P339. Tras la incubacion durante 72 h a 30 °C, se cultivaron en éstos
varias cepas de L. pentosus, tanto en cultivo puro como en cocultivo, durante un periodo
similar y a continuacién se cuantificaron las UFC adheridas a los portaobjetos
(mediante MEB) y las libres en el medio de cultivo por conteo en placa. Los resultados
se muestran en la Figura 32 y ponen de manifiesto que no existen diferencias
significativas entre la adhesion a superficies acondicionadas y no acondicionadas
(como control se utilizaron portaobjetos en los que no habia crecido P. parvulus P339),
siendo ademas el numero de UFC adheridas a los portaobjetos (Figura 32A) menor que
el nimero de lactobacilos libres en el medio de cultivo (Figura 32B).
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Figura 32. Estudio de la adhesion de L. pentosus en cultivo puro y en cocultivos. (A) UFC de las cepas
indicadas adheridas a los portaobjetos (en el cocultivo L. pentosus 128/2-L. pentosus LPCO10 no es
posible diferenciar entre ambas cepas); (B) UFC libres en el medio de cultivo (en el cocultivo de L.
pentosus 128/2-L. pentosus LPCO10 si es posible diferenciar ambas cepas). (=) Superficie sin
acondicionar. (m) Superficie acondicionada. ( ) P. parvulus P339.
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b) Por L. pentosus

Con objeto de comprobar el acondicionamiento aumentaba la capacidad de
formacion de biofilms por aquellas cepas de nuestra coleccion que habian mostrado
previamente una baja capacidad de formacion de los mismos, se compar6d dicha
capacidad sobre placas de microtitulacion nuevas frente a otras acondicionadas

previamente por la cepa L. pentosus 128/2.
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Figura 33. Progresion de la formacion de biofilms por distintas cepas de BAL tras sucesivos cultivos en
el mismo pocillo de placas de microtitulacion (poliestireno). (m) Placa nueva; (m) placa previamente
colonizada por L. pentosus 128/2. La numeracion 1-5 indica el nimero de repeticion del cultivo sobre el
mismo pocillo de la placa de microtitulacion. Los valores representados resultan de la ponderacion entre 6
repeticiones del mismo.

En la Figura 33 se observa que cuando la placa se utiliza por primera vez las
cepas empleadas son incapaces de formar biofilms (lm), pero conforme se va
reutilizando dicha placa, la adhesion va aumentando (2m, 3m, 4= y 5=). No obstante,
cuando se utilizan placas cuyos pocillos han sido previamente colonizados por L.
pentosus 128/2 (m), pero donde previamente se elimind la cepa mediante lavados y
tratamientos con alcohol (ver Materiales y Métodos), se comprobd que la capacidad de
formacion de biofilms por esas BAL era mucho mayor que cuando se utilizaban placas
nuevas, sin acondicionamiento bioldgico, incluso desde la primera inoculacion,
manteniéndose o aumentando incluso dicha capacidad conforme se iban reinoculando

(inoculaciones 1 a 5 m).
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2.2.3.2.- ACONDICIONAMIENTO FISICO

Para llevar a cabo estos estudios, se introdujeron portaobjetos en salmueras
filtradas procedentes de un fermentador industrial tomadas a distintos tiempos del
proceso fermentativo y a continuacién se inocularon las salmueras con 10° UFC/ml de
L. pentosus 128/2, L. pentosus LPCO10, P. parvulus P339 o con un cocultivo de 10°
UFC/ml de L. pentosus 128/2 con 10° UFC/ml de L. pentosus LPCO10. Después de la
inoculacién, las muestras se incubaron a 28 °C durante 3, 6 y 10 dias, tras lo cual se
determinaron las bacterias presentes en la salmuera y las adheridas a los portaobjetos
(UFC/cm?, cuantificadas por MEB, segun lo descrito en el apartado 7.8.1. de Materiales
y Métodos), transformando este nimero en UFC/cm’ para ver las diferencias entre el

numero de bacterias adheridas y no adheridas.
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Figura 34. Cuantificacion de los microorganismos adheridos a los portaobjetos acondicionados con
salmueras, asi como los presentes de forma libre en la salmuera. A. UFC/cm® en los portaobjetos tras 3
dias de acondicionamiento. B. UFC/ml en la salmuera tras 3 dias de acondicionamiento. C. UFC/cm’ en
los portaobjetos tras 30 dias de acondicionamiento. D. UFC/ml en la salmuera tras 30 dias de
acondicionamiento. (=) 3 dias de incubacion, (m) 6 dias de incubacion y ( ) 10 dias de incubacion. Los
datos representados resultan de la media obtenida por el recuento de 5 conteos en placa (expresados como
UFC/ml) o en fotografia (en UFC/cm’).

Como se puede observar en la Figura 34, al aumentar el tiempo de

acondicionamiento de los portaobjetos de 3 a 30 dias, la adhesion a los mismos
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aumentaba en casi dos unidades logaritmicas (Figura 34A y 34C). A los 30 dias de
acondicionamiento, la diferencia existente entre el numero de microorganismos en los
portaobjetos y en el medio se acorta (Figura 34C y 34D). Finalmente, se observa que en
la salmuera las UFC/ml van disminuyendo conforme aumenta el tiempo de incubacion
desde los 3 dias a los 10 dias, mientras que en los portaobjetos el nimero de bacterias

adheridas se mantiene igual o aumenta ligeramente.

2.2.4.- FORMACION DE BIOFILMS SOBRE SUPERFICIES NO ACONDICIONADAS

A la vista de los resultados anteriores, se prob6 si la capacidad de formacion de
biofilms por las BAL se veria afectada si las superficies de adhesion se sometian a
tratamientos de limpieza entre cultivos sucesivos de las mismas cepas en los mismos
pocillos de las placas de microtitulacion. Para ello, se utilizaron las BAL formadoras y
no formadoras de biofilms siguientes: E. faecium T138, L. plantarum MC24, L.
hilgardii LB76 y P. parvulus P339 y como control, la cepa E. faecalis 1, cultivandose a
30 °C durante 24 h. Se realizaron de forma paralela cultivos en dos placas de
microtitulacion, las cuales tras la cuantificacion del biofilm formado se lavaban de dos
formas diferentes: una de ellas con agua caliente y jabon y la otra, ademas, frotando

cada pocillo con un bastoncillo de algodon.

En la Figura 35 se puede apreciar que existen claras diferencias en cuanto a la
capacidad de formacion de biofilms por las diferentes cepas ensayadas, dependiendo del
procedimiento de lavado de los pocillos de la placa de microtitulacion. Asi, en las
lavadas tnicamente con agua y jabon (Figura 35A) se observa una progresion en la
formacion de biofilms, ademas de una mayor capacidad de formarlo tras cada lavado, a
diferencia de los resultados que se presentan en la Figura 35B, donde el lavado es mas
exhaustivo (agua, jabon y bastoncillo de algodén). Esta misma tendencia se observa en
todas las cepas ensayadas excepto en el caso de E. faecalis 1, cuya capacidad de
formacion de biofilms no se ve afectada por ninglin tratamiento de la superficie de

anclaje.
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Figura 35. Progresion de la formacion de biofilms tras sucesivos cultivos y diferentes lavados de los
pocillos de una placa de poliestireno. A. Placa lavada con agua y jabon. B. Placa lavada con agua, jabén y
bastoncillo. Los datos mostrados resultan de la ponderacién del valor obtenido en 12 pocillos de la placa
de microtitulacién en las mismas condiciones.

2.2.5.- FORMACION DE BIOFILMS EN PRESENCIA DE BACTERIOCINAS

Por otro lado, se estudio si la presencia de bacteriocinas en el medio de cultivo
podria afectar a la capacidad de las BAL para formar biofilms. Como modelo, se
escogio la cepa E. faecalis 1 ya que forma un biofilm muy fuerte como se ha mostrado

anteriormente. Para ello se cultivé dicha cepa en una placa de microtitulacion en
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presencia de distintas concentraciones de bacteriocinas previamente prepurificadas,

determinéndose para cada pocillo de la placa de microtitulacion el nimero de UFC/ml

y el biofilm formado en cada uno de ellos.
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Figura 36. Formacion de biofilms y curvas de crecimiento de E. faecalis 1 en placas de microtitulacion
en presencia de bacteriocinas. Control sin bacteriocinas (m). Formacion de biofilms en presencia de:
mundticina (m), enterocinas LS0A y L50B (m), plantaricina S (), plantaricinas NC8, E/F y J/K (m),
bacteriocina RC714 (0), y enterocina A (m) . (—), UFC/ml de E. faecalis 1. Cada pocillo contiene una
dilucién en base 2 de la bacteriocina del pocillo anterior.

Los resultados obtenidos indican que la presencia de determinadas bacteriocinas

en el medio hace disminuir drasticamente la formacion de biofilms por E. faecalis 1.
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Por ejemplo, la mundticina a concentraciones comprendidas entre 640 y 20.480 UB/ml.
Dicha disminucion no es debida a una disminucion del nimero de enterococos (Figura
36B), que se mantiene constante independientemente de la concentracion de
bacteriocina en el medio. Por otro lado, en presencia de enterocinas L50A y L50B
(producidas por E. faecium 6Tla) hay una clara disminucion de la formacion de
biofilms a concentraciones altas de dichas bacteriocinas, debido a una disminucion del

nimero de UFC/ml, tal y como se observa en la Figura 36C.

En presencia de plantaricinas S (de L. pentosus LPCO10) y PLNCS, E/F y J/K
(de L. plantarum NCS8), el comportamiento de la cepa E. faecalis 1 es similar:
disminucioén de la formacion de biofilms a concentraciones elevadas de bacteriocina
pero sin disminuciéon de las UFC/ml en ningin caso (Figuras 36D y 36E
respectivamente). La bacteriocina RC714 (producida por la cepa E. faecium RC714) a
su concentracion maxima provoca una disminucion de la formacion de biofilms que se
correlaciona con una disminucion del nimero de bacterias (Figura 36F). Por ultimo, la
enterocina A (producida por la cepa E. faecium CTC492) afecta a la formacion de
biofilms y al crecimiento de E. faecalis 1 a concentraciones altas pero también actia

inhibiendo el crecimiento de la cepa. (Figura 36G).

2.2.6.- FORMACION DE BIOFILMS EN SUPERFICIES SATINIZADAS CON DIFERENTES

BACTERIOCINAS

Tanto a nivel industrial como a nivel médico, existe un gran interés por el
tratamiento de superficies para evitar la formacion de biofilms. A nivel sanitario pueden
originar problemas de salubridad y a nivel industrial, las cepas presentes en los biofilms
pueden interferir en el desarrollo de cultivos iniciadores en las fermentaciones de
alimentos. Un tratamiento eficaz consiste en tratar las superficies de interés con
bacteriocinas para impedir o dificultar la formacion de dichos biofilms. En este estudio,
se probo si la capacidad de formacion de biofilms por distintas cepas se veia afectada
cuando la superficie a colonizar habia sido expuesta a bacteriocinas producidas por

diferentes BAL.
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Figura 37. Valotes medios v limites de confianza (p= 0,257 deducidos del ANOVA para la formacidn de
biofilms en pocillos de placas de microtitulacidn satindzadas con bacteriocinas, Supetficie satinizada con

etiterocitia & (Ej, plantaricinas 3 (Ij, bactetiocina ECT14 (Ej, tadticitia (Ij, etiterocinas

L50& v L50B ( %), plantaticinas NOE-C, EF v JK (%), supetficie no satirizada ( _¥_). Resultados
obtenddos de la ponderacidn de 6 réplicas en cada caso.
* Baturacion en la medida,

Como se observa en la Figura 37, el efecto producido por las bacteriocinas
empleadas en la satinizacion de las placas sobre la capacidad de formacion de biofilms
por diversas BAL fue ligeramente diferente segin la cepa empleada, observandose en
ciertos casos una aparente estimulacion de la formacion de biofilms, siendo ésta més
Ilamativa en el caso de las cepas LPS2005 y 55/1. Estadisticamente, se observan
diferencias significativas de aumento de la formacion de biofilms en los cultivos de L.

pentosus 55/1 y LPCO10 sobre superficies satinizadas con plantaricinas NC8-C, EF y
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JK, en L. pentosus LPS2005 con plantaricina S y en L. pentosus LPP3, sobre superficies
tratadas con plantaricinas NC8-C, EF y JK y enterocinas L50A y L50B. Es en la cepa
control, E. faecalis 1, donde encontramos los dos tipos de comportamiento frente a
superficies satinizadas, existiendo tanto disminuciéon como incremento significativo de
la formacion de biofilms. Asi, las superficies satinizadas con pantaricinas S o bien con
bacteriocina RC714 estimulan la formacién de biofilms, aunque este efecto no es
demasiado llamativo. Por el contrario, es muy llamativa la disminucion en la formacion
de biofilms, llegando a ser casi nula, cuando la superficie se encuentra satinizada con la

enterocina A (Figura 37).

2.2.7.- FORMACION DE BIOFILMS EN PRESENCIA DE EXOPOLISACARIDO

Se estudio también la influencia que puede ejercer el exopolisacarido extraido de
las salmueras de fermentacion sobre la formacion de biofilms por diferentes cepas de
BAL. Para ello, se ensayaron distintas concentraciones de dicho compuesto. Como se
puede observar en la Figura 38, no existen diferencias significativas en cuanto a la
capacidad de formacion de biofilms ni en presencia ni en ausencia de dicho producto en

el medio.

DO595 nm

EF1 P339 LB76 LPS2005 EF1 P339 LB76 LPS2005

Figura 38. Formacién de biofilms en pocillos de una placa de poliestireno en presencia de
exopolisacarido extraido de las salmueras de fermentacion de aceitunas verdes. Las columnas con colores
sin rayar se corresponden con los cultivos en presencia de exopolisacarido, mientras que las columnas con
los colores rayados se corresponden a cultivos en ausencia de exopolisacarido. Cada columna se
corresponde con un pocillo y cada uno contiene una dilucion en base 2 del exopolisacarido que contenia
el pocillo anterior. Los resultados mostrados resultan de la ponderacion entre 4 repeticiones del ensayo.
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2.2.8.- FORMACION DE BIOFILMS POR CULTIVOS MIXTOS DE BAL

En algunos casos descritos en la bibliografia, la capacidad de formacion de
biofilms se puede ver potenciada o inhibida cuando las BAL se encuentran en cocultivo
con otros microorganismos de su misma o diferente especie. Para investigar tal extremo,
se realizaron distintos cocultivos en placa de microtitulacion previamente colonizadas

por Pediococcus.

A L. pentosus 55/1 B L. pentosus LPS2005
15
[=
0
]
LFS2005 LPCC10 LFP3 MCE-C 541 LPCO10 LFP3 MCE-C
C L. pentosus LPCO10 D L. pentosus LPP3
0,25 r 0,25 1
02 r 0,2
Eois Eois
g &
SRR SRR
a0 a
54N LPS2005 LFP3 MCE-C a5M LPS2005 LPCO10 MCE-C
E L. plantarum NC8-C F E. faecalis 1
0258 r 0,25 r
02 r 0,2
E0i5 1 SR
& &
2 01 a 01 r
0 a . . . .
54N LPS2005 LPCO10 LPP3 a5M LPS2005 LPCO10 LPP3 MNCE-C

Figura 39. Formacion de biofilms en cocultivos de distintas cepas de BAL. (=) Monocultivo de la cepa
indicada en la parte superior (m) Cocultivo de la cepa indicada en la parte superior con la correspondiente
cepa del eje X () Monocultivo de la cepa indicada en el eje X. Las barras de error se obtuvieron
mediante la realizacion de 6 réplicas.
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Figura 40. Crecimiento bacteriano y formacion de biofilms en cocultivos de E. faecalis 1 con cepas de
Lactobacillus. A. Crecimiento de E. faecalis 1 en cultivo puro (=) y en cocultivo (&), con cada una de las
cepas indicadas en abscisas. Cultivos puros de las cepas 55/1 (m), LPS2005 ( ), LPCO10 (=), LPP3 (m) y
NC8-C (»); en rayado los cocultivos de éstas (mismos colores) con E. faecalis 1. B. Analisis de los
valores medios y limites de confianza (p= 0,95) deducidos del ANOVA para la formacion de biofilms por
E. faecalis 1 en cultivo puro y en cultivos mixtos.

Como se puede observar en la Figura 39, existen dos pautas diferentes en la

formacion de biofilms por las cepas de BAL ensayadas. Comparado con su monocultivo
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respectivo, en unos casos se produce un incremento de la formacion de biofilms, como
en los cocultivos 55/1-LPS2005 y 55/1-LPCO10 (Figura 39A). Sin embargo, en la
mayoria de los casos se produce una disminucion de la formacion de biofilms en el
cocultivo, siendo uno de los casos mas llamativos el de la cepa utilizada como control,
E. faecalis 1 (Figura 39F). Esto podria deberse a una disminucion del numero de

bacterias, por lo que se procedio a su determinacion.

Como se observa en la Figura 40A, no existen apenas diferencias entre el
crecimiento de E. faecalis 1 en cultivo puro (monocultivo) y en cocultivo. Sin embargo,
la formacion de biofilms disminuye sustancialmente en algunos de los cultivos mixtos
(Figura 40B), siendo tnicamente en el caso del cocultivo con L. plantarum NCS8-C

donde esta disminucion es estadisticamente significativa.

2.2.9.- FORMACION DE BIOFILMS EN CULTIVOS MIXTOS L. pentosus-LEVADURAS

Puesto que las poblaciones de L. pentosus y levaduras coexisten a lo largo de
todo el proceso fermentativo, se estudio in vitro si la interaccion entre ambos grupos de

microorganismos tenia alguna influencia en la formacion de biofilms mixtos.

Utilizando levaduras aisladas de fermentadores industriales, se realizaron
cocultivos en placa de microtitulacion de éstas con cada una de las dos de cepas L.
pentosus, 128/2 y LPCO10, utilizando como medio de cultivo salmuera filtrada de un
fermentador industrial. Ademas, antes de la cuantificacion del biofilm, se tomaron
muestras de cada una de las combinaciones y se depositaron sobre un portaobjetos, los

cuales se procesaron para su visualizacion por microscopia electronica de barrido.

En la Figura 41 se observa que Pichia galeiformis y la levadura A (aun por
identificar) en monocultivo forman un biofilm fuerte, mientras que en el caso de
Candida tropicalis éste es débil. Cuando L. pentosus 128/2 se cocultivd con cada una de
las tres cepas de levaduras (Figura 41A), en todos los casos disminuy6 la formacion de
biofilms, siendo mas llamativo en el caso del cocultivo con la levadura A. De forma

similar sucede en los cocultivos de L. pentosus LPCOI10 con las tres especies de
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levaduras (Figura 41B). Igualmente, cuando se cocultivaron las dos cepas 128/2 y
LPCOI10 a la vez con cada una de las levaduras, se produjo una drastica disminucion de
la formacion de biofilms de las levaduras respecto a sus respectivos controles. (Figura

410).
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Figura 41. Formacion de biofilms en cultivos mixtos BAL/levaduras. A. L. pentosus 128/2 en
monocultivo (=), cultivo mixto 128/2-levadura (m), monocultivo de la levadura indicada ( ). B. L.
pentosus LPCO10 en monocultivo (=), cultivo mixto LPCO10-levadura (m), monocultivo de la levadura
indicada ( ). C. L. pentosus 128/2 y LPCO10 en cocultivo (i), cultivo mixto de 128/2-LPCO10-levadura
(m), monocultivo de la levadura indicada ( ). Los datos representados se obtuvieron de la ponderacion de
6 réplicas del ensayo.

En la Figura 42 se muestra en micrografias al MEB el mismo experimento,

pudiéndose corroborar de forma visual los resultados obtenidos.
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Figura 42. Fotografias al MEB de la formacion de biofilms en cultivos mixtos BAL/levaduras. A. L.
pentosus 128/2 en monocultivo. B. L. pentosus LPCO10 en monocultivo. C. Levadura A en monocultivo.
D. Cultivo mixto 128/2-levadura A. E. Cultivo mixto LPCO10-levadura A. F. P. galeiformis en
monocultivo. G. Cultivo mixto 128/2-P. galeiformis. H. Cultivo mixto LPCO10-P. galeiformis. I. C.
tropicalis en monocultivo. J. Cultivo mixto 128/2-C. tropicalis. K. Cultivo mixto LPCO10-C. tropicalis.
L. Cultivo mixto 128/2-LPCO10. M. Cultivo mixto 128/2-LPCO10-levadura A. N. Cultivo mixto 128/2-
LPCO10-P. galeiformis. N. Cultivo mixto 128/2-LPCO10-C. tropicalis.

Finalmente, a fin de comprobar si las diferencias observadas en la formacion de
biofilms en los cocultivos de L. pentosus con levaduras eran significativas, se aplico al
mismo ensayo el test estadistico de Scheffé, obteniéndose los resultados representados
en la Figura 43. En dicha figura podemos observar que la disminucion de la formacion
de biofilms por la “levadura A” y por Pichia galeiformis cuando se encuentra en
cualquiera de los cocultivos es significativa. Sucede lo mismo en el cocultivo de

Candida tropicalis con el cultivo mixto de L. pentosus 128/2 y LPCO10.
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Figura 43. Valores medios y limites de confianza (p= 0,95) deducidos del ANOVA para la formacion de
biofilms mixtos BAL-levaduras.
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2.2.10.- ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES QUE AFECTAN A LA FORMACION DE

BIOFILMS MIXTOS L. pentosus-LEVADURAS

2.2.10.1.- INFLUENCIA DE LA CAPACIDAD DE COAGREGACION DE L. pentosus

En ciertos casos, cuando levaduras y bacterias se encuentran en cocultivo, se
produce coagregacion, que se define como la agregacion entre microorganismos
genéticamente diferentes. Puesto que se ha demostrado la importancia de que los
microorganismos probidticos posean esta propiedad (Castagliuolo y col., 2005), se

ensayo si dicha capacidad estaba relacionada con la formacion de biofilms.

Para estos ensayos se escogieron diversos géneros de levaduras que se
encuentran habitualmente en las fermentaciones de aceitunas, asi como cepas de L.
pentosus aisladas de fermentadores industriales y de la nave experimental del
Departamento de Biotecnologia del Instituto de la Grasa, cuya capacidad de
coagregacion, segun el método descrito por Pretzer y col., 2005, se habia comprobado
previamente. Las levaduras utilizadas fueron: Candida boidinii, Issatchenkia
occidentalis, Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces cerevisiae y Debayomyces
etchellsii. Y las cepas de L. pentosus, 2, 13, 43, 57, 209 y 13B4, las 5 primeras aisladas

de salmuera y la tltima, de un biofilm de aceitunas fermentadas tipo Gordal.
Se ensayo la formacion de biofilms de cada una de las levaduras y de las cepas

de L. pentosus, tanto por separado como en cocultivo, a lo largo de 7 dias de

incubacion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 44.
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Figura 44. Formacion de biofilms mixtos L. pentosus-levaduras, ambas aisladas de fermentaciones de
aceitunas. En rayado con el fondo blanco, cultivo puro de la levadura y en color liso, cultivo puro de la
cepa de L. pentosus correspondiente. En rayado y color, cocultivo de las cepas indicadas. Cada columna
se corresponde con un dia de incubacion. Los datos obtenidos resultan de la ponderacion de 6 réplicas
para cada caso.

* Saturacion en la medida.

Como se observa, por regla general, a partir del tercer dia de incubacion es
cuando el biofilm se hace mas evidente, incrementandose levemente a lo largo de los
dias sucesivos o disminuyendo, dependiendo de la pareja L. pentosus-levadura
ensayada. Por ello, en las pruebas siguientes se ensayo la formacion de biofilms tras 3

dias de incubacion.

Por otro lado, es evidente que ninguna de las cepas de L. pentosus tiene la
capacidad de formar biofilms cuando estdn en cultivo puro (como se comprobd

anteriormente), lo mismo que las levaduras, excepto en los casos de C. boidinii, I.
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occidentalis y W. anomalus, donde se observa la formacion de un leve biofilm. Por el
contrario, cuando se realizaron cultivos mixtos entre estas levaduras y las BAL, se
aprecio un incremento muy notable en la formacion de biofilms en los cocultivos con C.
boidinii y W. anomalus (Figuras 44A y 44C). Sin embargo, en el caso de los cocultivos
con S. cerevisiae y D. etchellsii, se observa el mismo patrén de formacion de biofilms
tanto en los cultivos puros como en los cultivos mixtos, en los que en ambos casos es

practicamente nula (Figuras 44D y 44E).

DO595 nm

DO595 nm

Figura 45. Formacion de biofilms en cocultivos BAL-levaduras en presencia de manosa. En rayado,
cocultivo de las cepas BAL-levaduras; en rayado con el fondo blanco, levadura en cultivo puro; y en
color liso, BAL en cultivo puro. Cada columna se corresponde con un dia de incubacion. Los datos
representados resultan de la ponderacion de 6 réplicas.

* Saturacion en la medida.
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Segun lo descrito por Pretzer y col., 2005, en ciertos casos la coagregacion
BAL-levaduras se puede ver inhibida por la presencia de manosa, debido a que dicho
fendmeno estd mediado por receptores dependientes de éste azlcar. Por ello, se
comprobo si la adicion de este azucar afectaba a la formacion de biofilms por aquellas
levaduras en las que se habia demostrado previamente que formaban biofilms en
cocultivo con BAL. Para ello, se procedié de forma similar a la descrita en el apartado
7.9.2 de Materiales y Métodos, afiadiendo ademas manosa a una concentracion final de

0,1 M, siguiéndose la evolucion del biofilm formado a lo largo de 7 dias de incubacion.

Como se puede observar en la Figura 45, ninguna de las dos cepas de levaduras
experimentaron cambios en su capacidad de adhesion a superficies en presencia de
manosa, ya que se obtuvieron resultados similares a los de en ausencia de manosa, tal y
como se puede apreciar al compararlos con los de la Figura 44. La adicion de manosa
inhibe la coagregacion BAL-levadura, como se comprobd al observar los cocultivos
bajo el microscopio 6Optico, correspondiéndose con lo descrito por Pretzer y col., 2005,
por lo que se puede deducir que en nuestro caso, la coagregacion no esté relacionada

con la formacion de biofilms.

2.2.10.2.- INFLUENCIA DE COMPUESTOS FENOLICOS PRESENTES EN LAS
FERMENTACIONES:  TIROSOL,  HIDROXITIROSOL,  HIDROXITIROSOL-OH Y

OLEUROPEINA

Tanto el tirosol como el hidroxitirosol, el hidroxitirosol-OH y la oleuropeina,
son compuestos polifendlicos presentes en las fermentaciones de aceitunas, por lo que
se estudio si éstos tenian alguna influencia sobre la capacidad de formacién de biofilms

mixtos BAL-levaduras.

Segun la pareja L. pentosus-levadura de que se tratase, el tirosol tuvo distintos
efectos. Asi, en todos los cocultivos de C. boidinii con las diferentes cepas de L.
pentosus (Figura 46A) se produjo una disminucion en la formacion de biofilms cuando
el tirosol se encontraba a altas concentraciones, viéndose tal efecto al ser comparados

con los formados en ausencia de éste (Figura 44A). Conforme la concentracion de
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polifenol disminuye, aumenta la formacion de biofilms, llegando a ser superior a la
observada en ausencia completa de tirosol y alcanzando su maximo a concentraciones

por debajo de 0,054 g/l, donde se saturan las medidas para la formacién de biofilms.

Por el contrario, en los cocultivos de L. pentosus con |. occidentalis (Figura
46B) no se observaron grandes diferencias en el grado de formacion de biofilms en
presencia o en ausencia de tirosol (Figura 44B), excepto en el caso del cocultivo con L.

pentosus 209, donde para todas las concentraciones ensayadas el biofilm formado era

muy fuerte.
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Figura 46. Formacion de biofilms en los cocultivos L. pentosus-levaduras en presencia de distintas
cantidades de tirosol, tras 72 h de incubacion. En rayado aparece el cocultivo de las cepas indicadas, en
rayado con el fondo blanco la levadura en cultivo puro y en color liso las cepas de L. pentosus indicadas.
Cada columna se corresponde con una dilucién en base 2 de la concentracién de tirosol existente en el
pocillo anterior, siendo la concentracion inicial de 1,73 g/l.

* Saturacion en las medidas.
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Por otro lado, cuando se afiadieron diferentes concentraciones de hidroxitirosol,
se observaron variaciones en la formacién de biofilms en los cocultivos con las
levaduras C. boidinii, I. occidentalis y W. anomalus. En los cocultivos de C. boidinii
con las cepas de L. pentosus ensayadas se observa una disminucion en la formacion de
biofilms cuando la concentracion de hidroxitirosol es elevada (Figura 47A). Este efecto
se observa al comparar con los resultados obtenidos en ausencia de hidroxitirosol
(Figura 44A). No obstante, la presencia de dicho compuesto polifendlico a
concentraciones inferiores a 0,1081 g/l favorecio de forma general la formacion de

biofilms en los cocultivos, llegando a producir saturacion en las medidas.

Los biofilms procedentes de los cocultivos de I. occidentalis con las diferentes
cepas de L. pentosus en presencia de hidroxitirosol (Figura 47B) experimentaron un
incremento respecto a los formados en ausencia dicho compuesto (Figura 44B). En esta
ocasion, el hidroxitirosol parece favorecer ligeramente la formacion de biofilms a
concentraciones altas, de forma que cuando ésta baja, la formacion de biofilms también

lo hace.

Finalmente, en los cocultivos W. anomalus-L. pentosus (Figura 47C) se observa
un notable incremento en la formacion de biofilms respecto a los mismos cocultivos en
ausencia de hidroxitirosol (Figura 44C), viéndose claramente favorecida la formacién
de biofilms a concentraciones altas del polifenol y disminuyendo conforme la

concentracion del hidroxitirosol lo hace.
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Figura 47. Formacion de biofilms en cocultivos L. pentosus-levaduras en presencia de distintas
concentraciones de hidroxitirosol tras 72 h de incubacién. En rayado, cocultivo de las cepas indicadas, en
rayado con fondo blanco la levadura en cultivo puro y en color liso, cada una de las cepas de L. pentosus
en cultivo puro. Cada columna se corresponde con una dilucion en base 2 del hidroxitirosol presente en el
pocillo anterior, siendo la concentracion de partida de 1,73 g/l.

* Saturacion en las medidas.
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En presencia de hidroxitirosol-OH se observaron variaciones en la formacion de
biofilms en los cocultivos con las levaduras C. boidinii y W. anomalus. En el primer
caso, las elevadas concentraciones de hidroxitirosol-OH provocaron una disminucion de
la capacidad de formacion de biofilms de los cocultivos (Figura 48A). A medida que la
presencia del polifenol es menor, la formacion de biofilms aumenta hasta llegar a los
valores observados en ausencia de hidroxitirosol-OH e incluso superandolos (Figura

44A).
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Figura 48. Formacion de biofilms en cocultivos L. pentosus-levaduras en presencia de distintas
concentraciones de hidroxitirosol-OH tras 72 h de incubacion. En rayado, cocultivo de las cepas
indicadas, en rayado con fondo blanco la levadura en cultivo puro y en color liso, cada una de las cepas
de L. pentosus en cultivo puro. Cada columna se corresponde con una dilucion en base 2 del
hidroxitirosol-OH existente en el pocillo anterior, siendo la concentracion inicial de 1,73 g/l.

* Saturacion en las medidas.
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En el caso de los cocultivos con W. anomalus (Figura 48B) se observa un
aumento de la capacidad de formacién de biofilms en presencia del hidroxitirosol-OH
respecto a los cocultivos en ausencia del polifenol (Figura 44C) Dicha formacion de
biofilms es mayor a elevadas concentraciones del hidroxitirosol-OH, existiendo una

enorme diferencia entre la concentracion inicial (1,73 g/l) y la dilucion 1:2 de la misma.

Finalmente, la adicion de oleuropeina afectd de forma diferente a la formacion
de biofilms de los cocultivos con C. boidinii, W. anomalus o S. cerevisiae. En los
cocultivos con C. boidinii (Figura 49A) se observa una clara disminucion de la
formacion de biofims respecto a los cocultivos en su ausencia (Figura 44A). Esta
disminucion es muy evidente a altas concentraciones del polifenol, recuperandose la
capacidad de formacion de biofilms a medida que es mas baja la concentracion de dicho

compuesto.

En los cocultivos de W. anomalus con las cepas de L. pentosus no se apreciaron
grandes diferencias en el grado de formacion de biofilms en presencia o en ausencia de
oleuropeina (Figuras 49B y 44C, respectivamente). Sin embargo, volvio a ser llamativa
la alta capacidad de formacién de biofilms entre W. anomalus y L. pentosus 209 en
presencia de oleuropeina, independientemente de la concentracion a la que se encontrara

ésta.

Por ultimo, la oleuropeina parece favorecer la formacion de biofilms en los
cocultivos de S. cerevisiae con los distintos L. pentosus ensayados (Figura 49C)
respecto a los cocultivos realizados en asuencia de oleuropeina (Figura 44D), fendbmeno
que no hemos podido observar en dicha levadura con ningun otro polifenol ensayado.
Asi, se observa que bajas concentraciones de oleuropeina en el medio potencian la
formacidn de biofilms en los cocultivos, siendo el caso més llamativo el observado en el

cocultivo de S. cerevisiae con L. pentosus 209.
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Figura 49. Formacion de biofilms en cocultivos BAL-levaduras en presencia de distintas concentraciones
de oleuropeina tras 72 h de incubacion. En rayado, cocultivo de las cepas indicadas, en rayado con fondo
blanco la levadura en cultivo puro y en color liso, cada una de las BAL en cultivo puro. Cada columna se
corresponde con una dilucion en base 2 de la oleuropeina presente en el pocillo anterior. Concentracion

de partida: 1,73 g/l.
* Saturacion en las medidas.
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2.2.10.3.- INFLUENCIA DE LOS SOBRENADANTES LIBRES DE CELULAS PROCEDENTES DE

COCULTIVOS L. pentosus-LEVADURAS

Para investigar si el contacto célula-célula era condicion indispensable para que
se formaran los biofilms mixtos, se procedi6 a realizar un ensayo con sobrenadantes
libres de células (SLC). Dichos SLC se obtuvieron de cocultivos de C. boidinii con
diferentes cepas de L. pentosus separados por membranas de didlisis. Las cepas
empleadas fueron L. pentosus 13, L. pentosus 209 y L. pentosus 13B4.

.
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C. boidinii + SLC 13 C. boidinii + SLC 209 C. boidinii + SLC 13B4 C. boidinii + SLC C. boidinii C. boidinii

Figura 50. Formacién de biofilms por C. boidinii en presencia de SLC de cocultivos entre ésta y L.
pentosus 13 (&), L. pentosus 209 (&) y L. pentosus 13B4 (#). Como control se cultivo a C. boidinii con
SLC de un cultivo de ella misma (£) y C. boidinii sin afiadir ningiin SLC (%). Cada columna representa
una dilucion en base 2 del SLC respecto al anterior. Los datos mostrados resultan de la ponderacion de 3
réplicas de cada ensayo.

En la Figura 50 se observa que la adicion dichos SLC no estimula la formacién

de biofilms por C. boidinii, ya que la cantidad de éstos es similar en todos los casos.

2.2.10.4.- FORMACION DE BIOFILMS EN PORTAOBJETOS

Se ensay¢ la capacidad de formacion de biofilms por C. boidinii en presencia de
cepas de L. pentosus sobre portaobjetos de cristal a fin de visualizarlos por microscopia
electronica de barrido (MEB) en vez de cuantificarlos mediante la técnica del cristal

violeta.
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Figura 51. Formacion de biofilms mixtos C. boidinii—L. pentosus sobre portaobjetos de cristal. A. C.
boidinii en cultivo puro. B. Cocultivo C. boidinii-L. pentosus 2. C. Cocultivo C. boidinii-L. pentosus 13.
D. Cocultivo C. boidinii-L. pentosus 13B4. E. Cocultivo C. boidinii-L. pentosus 43. F. Cocultivo C.
boidinii-L. pentosus 57. G. Cocultivo C. boidinii-L. pentosus 209.
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Como se observa en la Figura 51, se produce un aumento de la capacidad de
formacion de biofilms por cada uno de los cocultivos respecto a la del cultivo puro de
C. boidinii (Figura 51A). En ciertos casos como en los cocultivos con L. pentosus 13 y
L. pentosus 57, este incremento es relativamente pequefio (Figuras 51C y 51F), mientras
que el biofilm es muy fuerte en el caso de los cocultivos con L. pentosus 43 y L.
pentosus 209 (Figuras S1E y 51G). El los cocultivos con L. pentosus 2 y L. pentosus
13B4 se produce un incremento de la formacion de biofilms intermedio entre los

anteriores (Figuras 51B y 51D)

2.3.- ESTUDIO SOBRE LA FORMACION DE BIOFILMS EN FERMENTACIONES DE

ACEITUNAS DE MESA. PLANTA PILOTO

Ademas de estudiar en el laboratorio la capacidad de formacion de biofilms por
los microorganismos que pueblan las salmueras de fermentaciones de aceitunas, se
llevaron a cabo también estudios a nivel de planta piloto. Nos interesaba conocer si las
poblaciones de levaduras y lactobacilos eran capaces de formar biofilms en su habitat
natural y si éstos se desarrollaban en las distintas superficies que ofrece esta
fermentacion (paredes del fermentador y superficie de los frutos). Como se especifica
en el apartado de Materiales y Métodos, se utilizaron cultivos iniciadores de cepas

tecnologicamente contrastadas.

2.3.1.- DESARROLLO MICROBIANO DURANTE LA FERMENTACION
En paralelo al estudio de la formacion de biofilms se siguid la evolucion del

desarrollo de las poblaciones de microorganismos presentes en el proceso, tanto en las

salmueras de fermentacién como sobre la piel de los frutos.
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2.3.1.1.- DESARROLLO MICROBIANO EN LAS SALMUERAS DE FERMENTACION

En la Figura 52 se observa que en cada uno de los fermentadores estudiados, el
crecimiento del cultivo iniciador inoculado es exponencial en los primeros dias de
fermentacion, tras lo cual disminuye paulatinamente a medida que transcurre el proceso
de fermentacion. Las levaduras comienzan a aparecer en los fermentadores entre los 4-
19 dias de fermentacion, siendo en el caso del fermentador inoculado con un cultivo
mixto de las cepas L. pentosus 128/2 y LPCOI10 en el que la presencia de aquellas fue
mas tardia (Figura 52C).

A
10
9 I
8 L
L
g o
S 5¢ ———
g 4r \
- 3L
2
1
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Dias de fermentacién
B
10
9 I
8 I
_Tr
€
e o
g ——
ST
3L
2
1
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Dias de fermentacion
C
10
9 I
8 I
-_— 7 B
S 5 ¢
S 4r
-
3L
2
1
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Dias de fermentacion

Figura 52. Evolucién de las poblaciones microbianas presentes en los fermentadores en planta piloto. A.
Fermentador inoculado con L. pentosus 128/2. B. Fermentador inoculado con L. pentosus LPCO10. C.
Fermentador inoculado con las cepas 128/2 y LPCO10. (—) L. pentosus 128/2; (—) L. pentosus LPCO10;
(—) levaduras totales. Cada fermentador fue inoculado a una concentracion final de 10° UFC/ml con cada
cepa.
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2.3.1.2.- DESARROLLO DE MICROORGANISMOS EN LA SUPERFICIE DE LOS FRUTOS

Para el célculo de los microorganismos adheridos a la superficie de los frutos se

tuvo en cuenta que la superficie exterior de una aceituna gordal (Weisstein, 2011) se

estima en 23,25 + 4,34 cm”. En la Tabla 11 se puede observar la elevada presencia de

lactobacilos adheridos a las superficies de las aceitunas desde el séptimo dia del inicio

de la fermentacion, disminuyendo ligeramente dicho ntimero a lo largo del proceso. Las

. . 4 2 ,
levaduras por el contrario, comienzan en 10" UFC/cm” y aumentan su niimero a lo largo

de la fermentacion hasta las 10® UFC/cm?.
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2.3.2.- FORMACION DE BIOFILMS SOBRE SUPERFICIES ABIOTICAS

Para ello, los portaobjetos extraidos de los fermentadores a distintos tiempos se

procesaron para su observacion mediante MEB. Los resultados de la progresion de la

formacion de biofilms se muestran en la Figura 53.

<. S Sgpade ) 3 e

Figura 53. Desarrollo de biofilms mixtos levaduras-L. pentosus sobre p(;raobjetos durante la
fermentacion de aceitunas de mesa. Las fotografias A, B, C y D, tomadas en un microscopio de barrido,
se corresponden con 10, 37, 57 y 80 dias de fermentacidn, respectivamente.

Como se puede apreciar en la Figura 53A, a los 10 dias de fermentacion los
microorganismos comienzan a adherirse a la superficie del cristal, posiblemente
acondicionada por otros microorganismos o por las condiciones fisico-quimicas de la
propia salmuera, empezando a formarse microcolonias mixtas de levaduras y bacterias.
A medida que la fermentacion avanza, las microcolonias aumentan de tamafio para
formar finalmente macrocolonias que cubren la mayor parte de la superficie del

portaobjetos de vidrio (Figuras 53B y 53C, a los 37 y 57 dias de fermentacion). Al final
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del proceso (aproximadamente 80 dias) se observa un biofilm ininterrumpido que cubre
toda la superficie de los portaobjetos (Figura 53D). Independientemente del indculo
utilizado se pudo constatar que la dindmica de la formacién y desarrollo de los biofilms

fueron similares en todos los fermentadores.

En todas las micrografias realizadas se podia apreciar que los diferentes
microorganismos aparecian unidos entre si como si parte de sus paredes celulares se
hubieran fusionado (Figura 53A). La Figura 54 muestra con mayor detalle dos de las

microcolonias de la Figura 53A, donde se aprecia la union entre los distintos

microorganismos que forman parte del biofilm.

Figura 54. Fotografias al MEB de microcolonias adheridas a portaobjetos a los 10 dias de la
fermentacion de aceitunas de mesa, donde se pueden apreciar las uniones entre levaduras y bacterias. A.
Plano del portaobjetos a 1.900 aumentos. B. Microcolonia de la imagen A a 8.500 aumentos. C.
Microcolonia de la imagen A a 5.000 aumentos.

2.3.3.- FORMACION DE BIOFILMS SOBRE SUPERFICIES BIOTICAS

Al igual que en el caso de los portaobjetos, se siguid la evolucion de la

formacion de los biofilms en la epidermis de los frutos.
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Figura 55. Desarrollo de biofilms mixtos levaduras-L. pentosus en la epidermis de la aceituna durante la
fermentacion de aceitunas de mesa. Fotografias Al y A2: biofilms formados después de 37 y 55 dias de la
inoculacion de las salmueras con L. pentosus LPCO10; B1 y B2: biofilms formados tras 37 y 55 dias de la
inoculacion de las salmueras con L. pentosus 128/2; C1 y C2: superficies de aceitunas después de 37 y 55
dias de fermentacion espontanea.

En la Figura 55 se visualizan distintos planos de superficies de aceitunas en
varios momentos del proceso fermentativo. En ellos se puede observar que la epidermis
del fruto estd totalmente recubierta por microorganismos. Ademas, la arquitectura de
estos biofilms es totalmente diferente a la de los portaobjetos, observandose biofilms

maduros tras 37 dias de fermentacion (Figura 55-Al, B1 y C1) que se mantienen

169



u# REsULTADOS ~ CSIC

durante todo el proceso (Figura 55-A2, B2 y C2). Estas asociaciones polimicrobianas
presentan todas las caracteristicas tipicas de un biofilm, embebidas por una matriz,
donde resulta dificil adivinar la apariencia externa de los microorganismos que lo

componen.

: -
Figura 56. Fotografias al MEB de fragmentos de biofilms extraidos de la superficie de aceitunas
fermentadas. En A, las flechas blancas sefialan las levaduras y bacterias; en B y C, las flechas sefialan
uniones entre bacterias y levaduras. M: matriz que envuelve a bacterias y levaduras.
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En la Figura 56 se pueden observar fragmentos de biofilms extraidos de las
epidermis de los frutos analizados por MEB, tal y como se describe en Materiales y
Métodos. En contraste con lo observado en los biofilms de la superficie de aceitunas
intactas (Figura 55), se puede distinguir con mayor claridad la morfologia de los
microorganismos que los componen, L. pentosus y levaduras (Figura 56A), asi como la
matriz que los rodea. Ademas, se pueden observar claramente las conexiones entre los

diferentes microorganismos (Figuras 56B y 56C).

En andlisis realizados al MEB de aceitunas procedentes de fermentadores
industriales se pudo observar la presencia en alguna de las muestras de estructuras
semejantes a hifas en determinadas zonas de la superficie de los frutos (Figura 57A). En
algunos casos, entre estas zonas se pueden apreciar los biofilms de lactobacilos como

los anteriormente observados (Figura 57B y 57C), mientras que en otros casos, estas

hifas enmascaran practicamente la superficie de la aceituna (Figura 57D).
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Figura 57. Fotografias a

171



=~
o

RESULTADOS C S lc

2.3.4.- CAPACIDAD DE COLONIZACION DE LA EPIDERMIS DE LOS FRUTOS POR LOS

CULTIVOS INICIADORES

Con objeto de evaluar la capacidad tecnoldgica de los cultivos iniciadores
utilizados, se determind el perfil de RAPD-PCR de colonias al azar procedentes de los
biofilms extraidos de la superficie de las aceitunas a distintos tiempos de fermentacion.
Los dendogramas que se obtuvieron en los fermentadores inoculados con las cepas L.
pentosus LPCO10 6 L. pentosus 128/2, asi como en los no inoculados (fermentacion
espontanea) se muestran en las Figuras 58, 59 y 60, respectivamente.

Los resultados obtenidos, considerando de forma arbitraria que a partir del 80%
de similitud no podemos distinguir entre cepas, ponen de manifiesto que ninguna de
estas cepas fue capaz de dominar completamente en los biofilms sobre las cepas
autoctonas de L. pentosus, ya que se obtienen grupos diferentes a ellas dentro de cada
dendograma, tanto en los fermentadores inoculados con L. pentosus LPCO10 como en
los inoculados con L. pentosus 128/2 (Figuras 58 y 59 respectivamente). En el caso del
fermentador inoculado con la cepa L. pentosus LPCO10 se observa que algo mas de la
mitad de las colonias son muy similares entre si y su perfil se corresponde con el de esta
cepa (Figura 58). Sin embargo, en el caso del fermentador inoculado con la cepa L.
pentosus 128/2 (Figura 59), la mayoria de los perfiles RAPD-PCR obtenidos eran
diferentes al de ésta. Finalmente, en la fermentacion espontanea se obtuvieron varios

claster correspondientes a distintas cepas silvestres de L. pentosus (Figura 60).
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Figura 58. Analisis por RAPD-PCR de colonias de L. pentosus aisladas de la epidermis de los frutos
durante la fermentacion de aceitunas gordal al estilo sevillano inoculadas con L. pentosus LPCO10. A
partir del 80% de similitud no se pueden asignar perfiles diferentes.
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Figura 59. Analisis por RAPD-PCR de colonias de L. pentosus aisladas de la epidermis de los frutos
durante la fermentacion de aceitunas gordal al estilo sevillano inoculadas con L. pentosus 128/2. Grado de

similitud considerado del 80%.
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Figura 60. Analisis por RAPD-PCR de colonias de L. pentosus aisladas de la epidermis de los frutos
durante la fermentacion espontanea de aceitunas gordal al estilo sevillano. A partir del 80% de similitud
no se pueden asignar perfiles diferentes.
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Por otro lado, se realizaron fermentaciones de aceitunas gordal estilo sevillano
utilizando como cultivo iniciador a la cepa L. pentosus LPCO10 resistente espontanea a
estreptomicina y a rifampicina, con el objetivo de seguir de forma mas precisa la
implantaciéon de dicho inoculo, asi como observar la posible variabilidad genética de
dicha cepa a lo largo de la fermentacion. Para ello, tras el muestreo de los fermentadores
se aislaban colonias en placas de MRS con estreptomicina y rifampicina y las colonias
se analizaban mediante RAPD-PCR, obteniéndose los resultados que se muestran en las

Figuras 61, 62y 63.
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Figura 61. Analisis por RAPD-PCR de colonias de L. pentosus LPCO10 aisladas en medio
MRS+Sm+Rif a los 6 dias de fermentacion de aceitunas tipo Gordal al estilo sevillano. La nomenclatura
asignada a cada colonia fue la siguiente: d: fermentador del que proviene; 1-5: nimero de la colonia; S o
B: colonia aislada de salmuera o biofilm, respectivamente; T6: colonia aislada a los 6 dias de
fermentacion. A partir del 80% de similitud no se pueden distinguir perfiles diferentes.
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Figura 62. Analisis por RAPD-PCR de colonias de L. pentosus LPCO10 aisladas en medio
MRS+Sm+Rif a los 41 dias de fermentacion de aceitunas tipo Gordal al estilo sevillano. La nomenclatura
asignada a cada colonia fue la siguiente: d: fermentador del que proviene; 1-5: numero de la colonia; S o
B: colonia aislada de salmuera o biofilm, respectivamente; az: colonia aislada en primer lugar en medio
MRS+azida y después comprobada su resistencia en MRS+Sm+Rif; T41: colonia aislada a los 41 dias de
fermentacion. A partir del 80% de similitud no se pueden distinguir perfiles diferentes.
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Figura 63. Analisis por RAPD-PCR de colonias de L. pentosus LPCO10 aisladas en medio
MRS+Sm+Rif al finalizar la fermentacion (87 dias) de aceitunas tipo Gordal al estilo sevillano. La
nomenclatura asignada a cada colonia fue la siguiente: d: fermentador del que proviene; 1-5: nimero de la
colonia aislada; S o B: colonia aislada de salmuera o biofilm, respectivamente; az: colonia aislada en
primer lugar en medio MRS+azida y después comprobada su resistencia en MRS+Sm+Rif; T87: colonia
aislada a los 87 dias de fermentacion. A partir del 80% de similitud no se pueden distinguir perfiles
diferentes.

En esta fermentacidn se observa una clara separacion entre las colonias aisladas
de la salmuera y las aisladas del biofilm. Al inicio de la fermentacion (Figura 61) el
analisis por RAPD-PCR separa dos grupos con un grado de similitud del 98,8%, el
primero de ellos formado por colonias aisladas del biofilm y el otro de la salmuera.
Conforme avanza la fermentacion -a los 41 dias- (Figura 62), se mantiene dicha
separacion, practicamente con el mismo grado de similitud (94,4%). Es ya al concluir la
fermentacion cuando se deja de observar esa tendencia tan marcada, viéndose una ligera
mezcla entre cepas aisladas en salmuera y en biofilms (Figura 63). No obstante, en

todos los casos el nivel de semejanza fue superior al 92 %, por lo que si tomamos como
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referencia un 80 % de semejanza para decir que son cepas diferentes, tenemos entonces

que asumir que todas las colonias encontradas pertenecen a la misma cepa.

2.3.5.- DETECCION POR PCR DE MICROORGANISMOS Y GENES DE INTERES EN LOS

ACIDOS NUCLEICOS AISLADOS DE LOS BIOFILMS

La matriz polimérica que envuelve a los microorganismos en los biofilms esta
formada, entre otras macromoléculas, por proteinas y acidos nucleicos, especialmente
ADN (Branda y col., 2005; Battin y col., 2007). Dichos &cidos nucleicos proceden, en
unos casos, de la lisis de los microorganismos que se encuentran en los biofilms y en
otros, del ADN que liberan aquellos como una etapa del proceso natural de
transformacion. Utilizando diferentes cebadores especificos (ver Materiales y Métodos),
analizamos la presencia de distintos generos y especies de BAL en los biofilms a lo
largo del proceso de fermentacion. Para ello utilizamos el exopolisacarido (EPS) del
biofilm, previamente purificado, y el sobrenadante y el precipitado obtenidos de la

extraccién de dicho biofilm.

Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas 12, 13 y 14. La Figura 64
ilustra algunos ejemplos obtenidos en las distintas muestras.

En la Tabla 12, donde se analiza la presencia de genes en los sobrenadantes de
los biofilms extraidos de las superficies de aceitunas, se puede observar que en todos los
muestreos realizados a cada fermentador aparece ADN procedente del género
Lactobacillus. Asi, el gen Lpdnak, que es especifico de este género, da positivo en casi
todas las muestras y en las que no, el par de cebadores R16-1F y LbMA1-R (especificos
también de Lactobacillus) si lo hace, ademas de volver a confirmar los resultados
obtenidos al usar los cebadores para el Lpdnak. Utilizando PCR con los cebadores
especificos plant/pent/paraplant o por restriccién del amplificado del gen dnaK con la
enzima TSP5091 se pudo determinar la presencia de la especie L. pentosus, con
excepcion de las muestras del fermentador G6, en los muestreos de 13 y 27 dias y en el
muestro de 27 dias del fermentador G7. En esta misma tabla se observa que los géneros
Enterococcus y Leuconostoc aparecen ya avanzada la fermentacién: en el fermentador

G3 (inoculado con L. pentosus LPCO10) a partir del dia 27 de fermentaciéon, en el G6
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(sin inocular) aparecen al final de la fermentacion (dia 73) y en el fermentador G7
(inoculado con L. pentosus 128/2), a partir del dia 46 de fermentacion. En ninglin caso
se encontr6 material genético procedente del género Pediococcus. Finalmente, se
detectaron genes codificantes de plantaricina S y de exopolisacarido en el fermentador
G3 desde principios de la fermentacion y en los fermentadores G6 y G7 justo al final de

la misma.

H
.
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Figura 64. Fragmentos de ADN resultantes de distintas reacciones de PCR sobre muestras de biofilms
obtenidos de la epidermis de los frutos durante el proceso de fermentacion. A. Cebadores para la
deteccion de L. pentosus, L. plantarum y/o L. paraplantarum sobre muestras del sobrenadante de la
extraccion del biofilm. B. Cebadores para detectar el gen GT-priming, especifico de L. pentosus,
empleados sobre una muestra del sobrenadante de la extraccion del biofilm. C. Cebadores especificos del
género Pediococcus en muestras de EPS previamente purificado. D. Cebadores especificos del género
Lactobacillus en muestras del pellet de la extraccion del biofilm. Lineas 1-8, fermentador inoculado con
una mezcla de L. pentosus LPCO10 y L. pentosus 128/2; linea 10, marcador de 1 Kb; lineas 10-17,
fermentador inoculado con L. pentosus LPCO10. Cada numero indica una muestra de un tiempo
diferente. C+, control positivo: amplificacion de ADN previamente purificado y comprobado que posee
unidén especifica con el cebador utilizado; C-, control negativo: reaccion de PCR sin ADN para
amplificar.
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Tabla 12. Presencia (+)/ ausencia (-) de especies y géneros de BAL, asi como de genes de dichas bacterias en los sobrenadantes de los biofilms extraidos de la superficie de
aceitunas fermentadas utilizando cultivos iniciadores (campaiia 2010). G3, fermentador inoculado con L. pentosus LPCO10; G6, fermentador con fermentacion espontanea (sin
inocular); G7, fermentador inoculado con L. pentosus 128/2.

DIAS DE dnak plant/pent/paraplant TSP509I R16-1F
FERMENTADOR|FERMENTACION] |Lactobacillus|L. plantarum L. pentosus L. paraplant. |L. plantarum L. pentosus L. paraplant. | |Enterococcus| [Lactobacillus | JLeuconostoc| |Pediococcus| |Plantaricina s GT-priming

G3 6 + - - - - + - - + - - - -
G3 13 + - - - - + - - + - - - -
G3 27 + - + - + + + - + +
G3 46 + - + - + + + - + +
G3 62 + - + - + + + - + +
G3 73 + - + - + + + - + +
G6 6 + - + - - + - - + -
G6 13 - - - - - ¥ N N N B
G6 27 - - - - - ¥ N N N B
G6 46 + - - - - + - - + - - - -
G6 62 + - + - - + - - + -
G6 73 + - + - + + + - + +
G7 6 + - - - - + - - + - - -

G7 13 + - - - - + - - + - - - -
G7 27 - - - - - + - - - -
G7 46 + - + - + + + - - -
G7 62 + - + - + + + - + -
G7 73 + - + - + + + - + +

DISDO

o |
e

SOAV.LINSAY



Tabla 13. Presencia (+)/ ausencia (-) de especies y géneros de BAL, asi como de genes de dichas bacterias en el exopolisacarido de los biofilms extraidos de la superficie
de aceitunas fermentadas utilizando cultivos iniciadores (campafia 2010). G3, fermentador inoculado con L. pentosus LPCO10; G6, fermentador con fermentacion
espontanea (sin inocular); G7, fermentador inoculado con L. pentosus 128/2.

DIAS DE dnak plant/pent/paraplant R16-1F
FERMENTADOR|FERMENTACION| |Lactobacillus JL. plantarum L. pentosus L. paraplant. | |Enterococcus| |Lactobacillus | |Leuconostoc| |Pediococcus| [Plantaricina S GT-priming
G3 6 - - - - - + - - - -
G3 13 - - - - - + - - - _
G3 27 - - - - - + - - - _
G3 46 - - - - - + - - - -
G3 62 - - + - + + - - - -
G3 73 - - + - + + - - + -
G6 6 - - - - - + - - -
G6 13 - - - - - + - - - -
G6 27 - - - - - + - - - .
G6 46 - - - - - + - - - -
G6 62 - - - - - + - - - -
G6 73 - - + - - + - - - -
G7 6 - - - - - + - - - -
G7 13 - - - - - + - - - -
G7 27 - - - - - + - - - -
G7 46 - - - - - + - - - _
G7 62 - - - - - + - - - -
G7 73 - - + - - + - - - -

DISD

o |
e

SOAV.LINSAY



Tabla 14. Presencia (+)/ ausencia (-) de especies y géneros de BAL, asi como de genes de dichas bacterias en el precipitado de los biofilms extraidos de la superficie de
aceitunas fermentadas utilizando cultivos iniciadores (campafia 2010). G3, fermentador inoculado con L. pentosus LPCO10; G6, fermentador con fermentacidon espontanea
(sin inocular); G7, fermentador inoculado con L. pentosus 128/2.

DIAS DE dnak plant/pent/paraplant R16-1F
FERMENTADOR]FERMENTACION Lactobacillus |L.plantarum L.pentosus L. paraplant. Enterococcus| [Lactobacillus | JLeuconostoc| [Pediococcus | |Plantaricina S GT-priming

G3 6 - - + - - + - - + -
G3 13 - - + - + + - - + -
G3 27 + - + - + + - - + -
G3 46 + - + - - + - - + +
G3 62 + - + - - + - - + -
G3 73 + - + - - + - - + +
G6 6 + - + - - + - - +

G6 13 + - + - - + - - + -
G6 27 + - + - - + _ _ T N
G6 46 + - + - - + - - + -
G6 62 + - + - + + - - + +
G6 73 + - + - - + - - + +
G7 6 - - + - - + - - - -
G7 13 - - + - - + - - - -
G7 27 - - + - - + - - - -
G7 46 - - + - - + - - - -
G7 62 - - + - - + B _ T _
G7 73 - - + - - + - - + +

DISDO

—
7

SOAV.LINSAY
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La Tabla 13, donde se analiza el ADN encontrado en el exopolisacarido extraido
de los biofilms, se observa que todos los fermentadores y muestreos presentan ADN
procedente de Lactobacillus (utilizando el par de cebadores R16-1F y LbMAI1-R),
mientras que s6lo se pudo confirmar la presencia de L. pentosus justo al final de la
fermentacion. Ademads, se encontr6 ADN de Enterococcus asi como genes de
plantaricina S en el fermentador G3 (inoculado con L. pentosus LPCO10) al final de la

fermentacion.

En la Tabla 14, donde se reflejan los resultados obtenidos del andlisis del pellet
del biofilm, se observa nuevamente la presencia del género Lactobacillus en los
muestreos realizados, confirmandose ademas en todos los casos la presencia de L.
pentosus. En esta ocasion, aparecen enterococos a mediados de la fermentacion en el
fermentador G3 y a finales de la misma en el fermentador G6. Ademads, se amplifican
los genes codificantes de plantaricina S a lo largo de la fermentacion en los
fermentadores G3 (inoculados con L. pentosus LPCO10) y G6 (sin inocular), mientras
que en el fermentador G7 (inoculado con L. pentosus 128/2), estas secuencias aparecen
al final de la fermentacion. Por tltimo, se detectan genes implicados en la sintesis de

exopolisacaridos en todos los fermentadores al final del proceso fermentativo.
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1.- SUPRESION DE LA PRODUCCION DE BACTERIOCINAS POR BAL EN

COCULTIVOS

A fin de conseguir mejorar la calidad final y la seguridad de los alimentos
fermentados es frecuente utilizar cultivos iniciadores, consistentes en una o varias cepas
de BAL, normalmente aisladas del mismo proceso fermentativo al que se van a aplicar
(Plumed-Ferrer y col., 2004; Di Cagno y col., 2007; 2008; Giraffa y col., 2010; Ruiz-
Barba y col., 1994; 2010; Ruiz-Barba y Jiménez-Diaz, 2012). Muchas de estas
fermentaciones estan basadas en procesos tradicionales en los que se desarrolla una
microbiota natural, que es dominada por el cultivo iniciador inoculado (Giraffa y col.,
2010; Ruiz-Barba y col., 2010; Ruiz-Barba y Jiménez-Diaz, 2012). Ademas de su
contribucion al desarrollo de las propiedades sensoriales especificas del producto final,
los cultivos iniciadores de BAL previenen el deterioro de los alimentos y prolongan la
vida 0til de los mismos mediante la produccion de una amplia gama de sustancias
antimicrobianas. Entre éstas, las bacteriocinas han demostrado ser muy utiles para
permitir a la cepa productora controlar el proceso fermentativo (Ruiz-Barba y col.,
1994; Ruiz-Barba y Jiménez-Diaz, 2012).

Entre las bacteriocinas mas interesantes desde el punto de vista de su regulacion
se encuentra la plantaricina NC8 (PLNCS8), una bacteriocina de clase Ilb cuya
produccion esté regulada mediante quorum sensing. Esta bacteriocina es producida por
Lactobacillus plantarum NC8 durante el cocultivo con otras bacterias Gram-positivas
especificas (Maldonado y col., 2004a). Un fendmeno similar se ha descrito para
Lactobacillus acidophilus La-5 (Tabasco y col., 2009). Ademéas de PLNCS, la cepa
NCS8 produce otras dos bacteriocinas de clase I1b, denominadas plantaricinas EF (PLEF)
y JK (PLJK), cuya produccién también esta regulada (Maldonado y col., 2004a). En los
cocultivos de la cepa NC8, ademas de bacteriocinas se produce un péptido autoinductor
(PLNCS8IF) que regula la produccién de las bacteriocinas de 2 péptidos. Mas
recientemente se ha demostrado que el crecimiento y supervivencia de L. plantarum
NC8 en fermentaciones de aceitunas mejora en gran medida cuando se coinocula con

bacterias que inducen la produccién, posiblemente debido al estimulo que implica la
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mejora de dicha produccion de bacteriocinas, entre otras causas (Ruiz-Barba y col.,
2010). Ello llevé a postular que las cepas productoras de bacteriocinas y las cepas
inductoras podrian asociarse en cultivos iniciadores mixtos para la fermentacion de los
alimentos. Dado que los microorganismos crecen en comunidades polimicrobianas en la
naturaleza, es posible que las interacciones entre los miembros que la forman influyan
en su comportamiento (Paramithiotis y col., 2006; Sieuwerts y col., 2010; Smith y col.,
2004). Tales interacciones podrian implicar sefializacion entre especies debido a
moléculas difusibles (di Cagno y col., 2007, 2010). Existen trabajos que tratan la
interaccion de BAL y levaduras en la fermentacion de alimentos (Kakarai y col., 2007;
Tada y col., 2007). La mayoria de las interacciones descritas tienen efectos beneficiosos
sobre las cepas implicadas -tales como el aumento de los niveles de produccion de
proteinas relacionadas con el estrés, facilitar la formacion de biofilms, etc.- y por
consiguiente, para el proceso de fermentacion. Sin embargo, en algunos casos, estas
interacciones pueden producir efectos secundarios indeseables, influyendo
negativamente en el proceso de fermentacion (Savard y col., 2002; Smith y col., 2004;
Girafa y col., 2010). Por ejemplo, y a pesar de utilizar cultivos iniciadores con
caracteristicas tecnoldgicas adecuadas, entre ellas la anteriormente comentada
produccion de sustancias antimicrobianas, en algunas ocasiones se puede producir un
fallo en la implantacion del inéculo, lo que puede originar la aparicion de caracteristicas
no deseables en el producto final (Somers y col., 2001; Georges y col., 2008). Los datos
recogidos en esta Memoria de Tesis Doctoral sugieren que la relacion entre los
microorganismos inoculados y la microbiota espontanea podria ser trascendente para el
desarrollo de la fermentacion, afectando al resultado final del proceso tal y como se ha
demostrado en la fermentacion de otros muchos alimentos (Somers y col., 2001; Charlet
y col., 2008; Georges y col, 2008; Di Cagno y col., 2010). Probablemente, esto podria
ser consecuencia de las multiples interacciones microbianas que suceden de forma
natural en los consorcios microbianos formados durante la fermentacion. En nuestro
caso, describimos un tipo de interaccion entre BAL que probablemente tiene lugar en
condiciones naturales. Por ello, es necesario prestar atencion a las interacciones entre
los indculos utilizados y la microbiota natural que se desarrolla durante la fermentacion,
asi como estudiar previamente la conveniencia de utilizar determinados cultivos

iniciadores mixtos, por la posible aparicion de interacciones negativas.
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En este estudio mostramos que el cocultivo de dos cepas productoras de
bacteriocinas, L. plantarum NC8-C y E. faecium 6Tla, da lugar a una importante
reduccién o supresion de la produccion de bacteriocinas. Ademas, observamos que este
fendmeno no se limita a estas dos cepas y sino que también se produce en otros
cocultivos con BAL aisladas a partir de diferentes fermentaciones de alimentos. Cuando
se cocultivaron distintas cepas de BAL, encontramos con frecuencia que aquellas que
producian bacteriocinas en cultivo puro, bien producian menos cantidad, bien dejaban
de producir dichos compuestos antimicrobianos (Tabla 9). Por ejemplo, la cepa L.
plantarum NC8-C, productora constitutiva de las plantaricinas de clase Ilb,
PLNC8a/PLNC8B, E/F y J/K, disminuia en mayor o menor medida su produccion
dependiendo de que una u otra cepa estuviera presente en el cocultivo. Este fendbmeno
era independiente de si la otra bacteria coinoculada producia o no bacteriocinas. En
ciertos casos, cuando ambas cepas eran productoras, dicha reduccion o abolicion de la
produccidn de bacteriocinas se producia en una, otra, 0 ambas cepas (Tabla 9).

El caso mas llamativo lo constituyd la interaccion L. plantarum NC8-C/E.
faecium 6Tla. Ambas cepas producen sus correspondientes bacteriocinas en
monocultivo pero cuando se cocultivan, disminuyen dréasticamente su produccién. Sin
embargo, la cepa E. faecium 6T1a20 no productora de enterocinas | y J, derivada de la
cepa 6T1a, induce la produccién de bacteriocinas en L. plantarum NC8-C en cocultivo
(Maldonado y col., 2004a). La Unica diferencia que existe entre E. faecium 6T1a y E.
faecium 6T1a20 es que esta ultima cepa carece del plasmido pEF1, que codifica las
enterocinas. Por lo tanto, se puede deducir que E. faecium 6T1a también estimula la
produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C. En ese caso, la disminucion de la
produccion de bacteriocinas por la cepa NC8-C se hace mas evidente debido a que la
actividad inhibidora que se detecta deberia ser la diferencia entre la cantidad de
bacteriocinas inducidas y reprimida. De hecho, como se muestra en la Figura 27A y
27B (carril 4), el cocultivo de L. plantarum NC8-C con E. faecium 6T1a dio como
resultado una ligera disminucién en la produccion de bacteriocinas por parte de L.
plantarum NC8-C (180 UB/ml), mientras su produccion en los cocultivos con E.
faecium 6T1a-20 (360 UB/ml) (Figura 27A 'y 27B, carril 2). Esto sugiere que el nivel de
bacteriocinas producidas por L. plantarum NC8-C en un cocultivo con E. faecium 6T1a

es el resultado de un equilibrio entre la induccion e inhibicién ejercida por el

189



u# piscusion - CSIC

enterococo. También, L. plantarum NC8-C afecta negativamente a la produccién de
enterocinas por E. faecium 6T1a, como se muestra en la Figura 27A y 27C (carriles 4 y
5). Teniendo en cuenta que so6lo se cargd 1/10 del volumen correspondiente de SLC en
el carril 5, la inhibicion de la produccion de bacteriocinas en E. faecium 6Tla en
cocultivo se puede considerar como muy fuerte. Por otro lado, el plasmido ha sido
secuenciado y no se han encontrado homologias con ninguna proteasa conocida (Ruiz-
Barba y col., 2007), por lo que, no se podria atribuir la disminucién de la produccion de
bacteriocinas por L. plantarum NC8-C ni por E. faecium 6Tla en cocultivo a la
presencia de dicha proteasa.

Existen numerosos factores que podrian influir en la disminucién o abolicion de
la produccién de bacteriocinas por las BAL. Uno de ellos seria la dinamica poblacional
de los cocultivos. En éstos se podrian dar fendmenos de competencia por los nutrientes
entre las diferentes cepas, lo cual podria llevar a una disminucion drastica del
crecimiento de una, otra, 0 ambas y, por consiguiente, a un descenso de la produccién
de bacteriocinas. Sin embargo, esta hipétesis se descartd al observar que las diferencias
de UFC/ml entre las cepas creciendo en cultivo puro o en cocultivo no eran
significativas, por lo que ello no explicaria la drastica disminucién de la produccion de
bacteriocinas. De igual forma, se descarté la posibilidad de que la disminucién de la
produccion de bacteriocinas se debiese Unicamente a la presencia fisica de otra cepa en
el mismo cultivo que la cepa productora. Efectivamente, L. plantarum NC8-C seguia
produciendo bacteriocinas en presencia de aquellas cepas que inhibian su produccién
pero, en este caso, inactivadas por calor, lo que indicaba que era necesario que las cepas
causantes de la disminucidén de la produccion de bacteriocinas estuvieran vivas. Por otro
lado, se comprobd que no era necesario que las cepas que interfieren en la produccion
estuviesen en contacto directo con la productora, ya que si se cultivaban éstas
separandolas mediante una barrera que impidiese su contacto fisico, pero no el paso de
moléculas, los efectos observados eran similares que cuando se cocultivaban sin
barreras fisicas (Figuras 20 y 21). Maldonado y col. observaron igualmente que para
inducir la produccién de bacteriocinas por L. plantarum NC8 era necesaria la presencia
de otras bacterias Gram positivas en el mismo medio y que éstas podian estar 0 no en

contacto directo con ella para inducir la produccion de bacteriocinas (Maldonado y col.,
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2003; Maldonado y col., 2004a, 2004b; Maldonado-Barragan, 2005; Rojo-Bezares y
col., 2008; Maldonado y col., 2009; Ruiz-Barba y col., 2010).

A la luz de estos resultados se podrian vislumbrar varias posibles causas de la
abolicion de la produccion de bacteriocinas. Una de ellas podrian ser los cambios en las
condiciones fisico-quimicas del medio de cultivo que se producen cuando se desarrolla
un cultivo puro o cuando lo hace un cultivo mixto. Otra posibilidad seria la presencia de
alguna molécula en los cocultivos, producida por la cepa inhibidora, que llevase en
ultimo término a una disminucion o abolicién de la produccion de bacteriocinas. Como
factor fisico-quimico se estudio la influencia del pH, ya que se pueden observar
variaciones de este pardmetro dependiendo de si se trata de un cultivo puro o de un
cocultivo. Dicho estudio se abordd de dos formas diferentes: a) utilizando medio de
cultivo con distintos pHs de partida (pHi), y b) manteniendo un valor de pH constante a
lo largo de todo el cultivo. Cuando se utilizaron distintos pHi para cocultivar las cepas
L. plantarum NC8-C y E. faecium 6T1a se pudieron observar diferencias en produccion
de bacteriocinas por ambas cepas tras 6 y 24 h de incubacion. Independientemente del
pH inicial del medio y el tiempo de cultivo no se observaron diferencias significativas
en el crecimiento de cada una de las cepas en el cocultivo con respecto a su respectivo
monocultivo. También se puso en evidencia que el pH final del medio en el cocultivo
venia marcado por la cepa L. plantarum NC8-C, la cual acidificaba el medio hasta un
valor de 4,5 a las 6 h y ligeramente inferior a 4,0 a las 24 h. En estas condiciones se
observo que L. plantarum NC8-C producia las mismas UB/ml en monocultivo que en
cocultivo en el rango de pHi de 6,1-5,0 y que dicha actividad disminuia conforme el pHi
del medio era menor. Sin embargo E. faecium 6T1a sélo producia enterocinas cuando el
pHi estaba comprendido entre 6,1 y 5,5, disminuyendo de forma sustancial en cocultivo
a esos mismos pHi. Estos resultados indicaban que dicha disminucién podria deberse a
la acidificacion del medio provocada por L. plantarum NC8-C y que afectaria al
crecimiento de E. faecium 6T1a, por lo que se procedid a estudiar la produccion de
bacteriocinas a pH regulado el pH del medio durante el cocultivo.

Manteniendo el pH constante a 6,1 6 5,0 se observd que las diferencias entre el

namero de UFC/ml de cada una las cepas en monocultivo 0 en cocultivo no eran

significativas, mientras que la diferencia en las UB/ml era muy notable, siendo
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particularmente ostensible en el caso de E. faecium 6Tla (Figuras 25 y 26). Estos
resultados descartaban la posibilidad de que la disminucion de la producciéon de
bacteriocinas por ambas cepas en cocultivo fuera consecuencia directa del pH del medio

de cultivo.

En la mayoria de los casos estudiados la disminucion de la produccion de
bacteriocinas se daba en cocultivos de cepas productoras. Cabria entonces la posibilidad
de que el efecto observado no se debiese a una disminucion de la produccion de
bacteriocinas, sino a un enmascaramiento de su accion sobre la cepa indicadora
utilizada para cuantificar la cantidad de las mismas. Es decir, que la presencia de dos
bacteriocinas juntas disminuyera la capacidad de ambas de inhibir a la cepa sensible,
mediante un fendmeno de antagonismo entre ellas. Para comprobarlo, se hicieron
mezclas de las plantaricinas producidas por L. plantarum NC8-C y las enterocinas
producidas por E. faecium 6T1a, poniéndose de manifiesto que en ningun caso se

producia una interferencia en la actividad inhibidora de las mismas (Tabla 10).

Descartados los factores fisico-quimicos, se podria especular que la presencia de
algun tipo de molécula en los cocultivos seria la causa del fendmeno descrito. Cuando
se afiadieron sobrenadantes libres de células (SLC) procedentes de cocultivos de cepas
que afectaban a la produccion de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C, se observo
(Figura 22) que ésta presentaba un patron de produccion de bacteriocinas muy parecido
al producido cuando L. plantarum NCB8-C crecia en cocultivo con las cepas de las que
procedian los SLC (Figura 15B). Por otro lado se comprobd que, cuando los SLC
habian sido congelados antes de su utilizacion, no se veia afectada la produccion de
bacteriocinas por la cepa NC8-C, lo que indicaria que el compuesto que provoca dicho

efecto seria una sustancia inestable a la congelacion/descongelacion.

Todos estos resultados apuntan a que la abolicion de la produccion de
bacteriocinas es debida a la presencia de alguna sustancia liberada al medio durante el
crecimiento en el cocultivo. Esta hipdtesis se basa en la necesidad de que la cepa
causante de la disminucion de la produccién de bacteriocinas por L. plantarum NC8-C
esté viva, aunque no sea necesario un contacto directo entre las cepas, y a que los SLC
obtenidos durante los cocultivos tienen el mismo efecto sobre las cepas productoras de
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bacteriocinas. De hecho, existen descritas distintas enzimas capaces de actuar como
inhibidores del quorum sensing, al degradar las sefiales necesarias para que se produzca
éste (Park y col., 2003; Kang y col., 2004; Dong y Zhang, 2005; Uroz y col., 2009;
Huma'y col., 2011; Kaliay Purohit, 2011; Romero y col., 2011)
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2.- BIOFILMS

En la bibliografia aparecen descritas numerosas especies de BAL con capacidad
de formar biofilms. Entre ellas, se incluyen las especies L. plantarum, L. brevis, L.
acidophilus, L. fermentum y L. fructivorans (Millsap y col., 1997; Somers y col., 2001;
Sturme y col., 2005; Tannock y col., 2005; Kawarai y col., 2007; Lebber y col., 2007;
Kubota y col., 2008; Kubota y col., 2009) pero hasta el momento, ninguna perteneciente
a la especie L. pentosus. En esta Memoria de Tesis Doctoral se describe la capacidad de

formar biofilms por cepas de BAL aisladas de alimentos, tanto in vitro como in vivo.

Dependiendo de la naturaleza de la superficie de adhesion, las cepas de BAL
presentaban mayor o menor capacidad de formar biofilms. Mientras que en superficies
de poliestireno la adhesion era muy débil, cuando se utilizaron materiales de fibra de
vidrio con poliéster o de polietileno, la capacidad de adhesion aumentaba
considerablemente. Si tenemos en cuenta que en la industria de la aceituna de mesa se
utilizan fermentadores fabricados con estos dos tipos de materiales, aparentemente éstos
representarian una buena superficie de anclaje para los diferentes microorganismos que
contribuyen al proceso de fermentacion. Esto puede afectar a la fermentacion lactica
que tiene lugar durante la elaboracion de la aceituna de mesa, ya que los biofilms
formados sobre la cara interna de los fermentadores, en contacto con los frutos y la
salmuera, podrian constituir un reservorio de microorganismos que servirian de indculos
o cultivos iniciadores “naturales” de una camparia a otra. En este sentido, existen varias
evidencias que apuntan al papel clave que podrian jugar los biofilms en este proceso

fermentativo.

Por un lado, en las fermentaciones espontaneas (donde no se utilizan cultivos
iniciadores), a pesar de que la carga microbiana del material de partida es muy escasa, al
cabo de unos dias la poblacion de L. pentosus es muy numerosa, dominando el proceso
fermentativo junto a las levaduras (Garrido-Fernandez y col., 1997; De Castro y col.,
2002; Kulisic y col., 2005; Campaniello y col., 2005; De Bellis y col., 2010). Por otro,

estudios realizados anteriormente en nuestro grupo indican que en cada planta de
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procesado de aceitunas persisten afio tras afio las mismas cepas de L. pentosus
(Maldonado y col., 2002). Y finalmente, que en aquellos fermentadores donde se
inocularon cultivos iniciadores de cepas de L. pentosus en el pasado, aparecen de nuevo

dichos lactobacilos.

Un aspecto importante, no sélo en la formacion de biofilms, sino también en el
desarrollo microbiano, es la temperatura 6ptima de crecimiento de los microorganismos.
Al estudiar la formacion de biofilms utilizando distintas temperaturas de incubacion se
pudo observar que a baja temperatura (4 °C) la formacion de biofilms era préacticamente
nula, debido seguramente al bajo desarrollo microbiano. Sin embargo, a temperatura
ambiente (22-25 °C) y a 30 °C la formacion de biofilms aumentaba, siendo dicha
capacidad mayor al primer rango de t& Este dato resulta interesante, ya que las
fermentaciones en la industria de la aceituna se realizan a temperatura ambiente
(Garrido-Fernandez y col., 1995; Arroyo-Lopez y col., 2012), lo que a priori, podria

favorecer la formacion de biofilms.

Otro aspecto importante en la formacion de biofilms es el acondicionamiento de
las superficies, debido al crecimiento previo de otros microorganismos, ya que en la
industria, los fermentadores se reutilizan afio tras afio para la elaboracion de la aceituna
de mesa. En este sentido, en los ensayos realizados por nosotros se aprecia que la
capacidad de formacion de biofilms por las cepas de L. pentosus es mucho mayor
cuando la superficie ha sido colonizada previamente por otras BAL, comparado con la
misma superficie sin acondicionar. Ademas, la adhesion va aumentando conforme se
repiten los cultivos de las cepas sobre la misma superficie. Por ejemplo, cuando las
cepas que acondicionaban la superficie pertenecian al género Pediococcus, la adhesion
inicial era baja, aumentando paultinamente conforme se repetian los cultivos de las
cepas sobre la misma superficie. También son destacables las diferencias observadas
dependiendo del modo de lavado de las superficies; cuando el lavado era exhaustivo, la
adhesion de las cepas entre cultivo y cultivo no se veia favorecida, mientras que si éste

era liviano, la capacidad de formacién de biofilms iba aumentando progresivamente.

Esta descrito que la inmersion de un sustrato solido en casi cualquier liquido

acuoso conduce a la fijacion rapida de moléculas organicas en su superficie, para formar
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lo que se conoce como una “pelicula de acondicionamiento” (Zottola y Sasahara, 1994;
Costerton, 2009; Wimpenny, 2009). Dichas “peliculas” facilitan la union de los
microorganismos a dichas superficies y que, después de un periodo de tiempo, forman
una asociacion fuerte y especifica mediada por los productos adhesivos generados por
los propios microorganismos (Kumar y Anand, 1998; Davey y O’Toole, 2000; Beer y
Stoodley, 2006; Kolter y Greenberg, 2006; Nobile y Mitchell, 2007; Reid y col., 2007;
Wimpenny, 2009; Remis y col., 2010; Karunakaran y col., 2011). En este sentido, la
salmuera de fermentacion de las aceitunas de mesa proporciona un entrono muy rico en
nutrientes procedentes de los frutos, lo que posiblemente contribuye a formar “peliculas
de acondicionamiento” en las diferentes superficies sdlidas del entorno de la
fermentacion. De este modo, cuando se acondicionaron portaobjetos con salmuera
procedente de la industria se observd que al aumentar el tiempo de acondicionamiento
de 3 a 30 dias, la adhesion a los mismos se veia favorecida, aumentando en casi dos
unidades logaritmicas las UFC adheridas. Ademaés, conforme aumentaba el tiempo de
incubacion, los microorganismos presentes en el medio de cultivo tenian una tendencia
a disminuir en namero, mientras que en los portaobjetos la tendencia era opuesta, lo que
indicaria que aumentaba en nimero de microorganismos adheridos formando colonias

que conducirian a la formacidn de biofilms.

La formacion de biofilms sobre superficies abioticas pueden entrafiar ciertos
riesgos a nivel industrial y médico, por lo que es preciso evitar su formacién ya que
pueden crear problemas de indole sanitario. Las BAL son conocidas también, ademas de
por ser organismos beneficiosos, por ser contaminantes de productos alimentarios, lo
que provoca una preocupacion constante en la industria de la alimentacion (Naitou,
1999). Pueden ocasionar contaminacion o deterioro de productos carnicos (Niven y col.,
1949; Bjorkroth y Korkeala, 1997; Aymerich y col., 2003), encurtidos (Naitou, 1999;
Sheneman y Costilow, 1955), mayonesa (Kurtzman y col., 1971), aderezo para
ensaladas (Kurtzman y col., 1971), queso (Somers y col., 2001), pasta fermentada de
soja (Nikkuni y col., 1996), salsa de soja (Suezawa y col., 1993; Naitou, 1999), sake o
vino de arroz (Naitou, 1999) y cerveza (Sakamoto y Konings, 2003). En la mayoria de
los casos el deterioro originado por las BAL se origina en las lineas de produccién o en
las materias primas, siendo dichas bacterias resistentes al estrés ambiental. Aunque

existen muchos estudios sobre resistencia al estrés de las BAL, la mayoria de ellos se
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centran en la resistencia a los acidos estomacales y a los biofilms que constituyen la
placa dental, pero solo algunos en el deterioro de los alimentos (Imai, 1989; Suezawa y
col., 1993; Nikkuni y col., 1996; Naitou, 1999; Entani y col., 2000; Kubota y col.,
2008).

No obstante, los biofilms de BAL pueden ser una herramienta eficaz en la lucha
contra otros contaminantes de alimentos. En este sentido Guerrieri y col. (2009),
demostraron que los biofilms formados por diferentes BAL, tanto productoras de
bacteriocinas como no productoras, eran capaces de influir en la supervivencia de
Listeria monocytogenes, patdogeno que se desarrolla en alimentos. Guerrieri y col.
(2009) observaron ademas que los biofilms formados por las BAL eran capaces de
reducir la supervivencia de L. monocytogenes tanto en estado plantonico como cuando
se encontraba formando biofilms. Por ello, en nuestro estudio se ensayd el efecto del
tratamiento de las superficies con distintas bacteriocinas producidas por BAL, asi como
la adicion de bacteriocinas al medio de cultivo, en la formacion de biofilms por
diferentes bacterias. Cuando la superficie habia sido tratada con bacteriocinas, por regla
general se producia un ligero aumento de la capacidad de formacién de biofilms, siendo
especialmente llamativos los casos de las cepas L. pentosus 55/1 y L. pentosus
LPS2005. Por otro lado, cuando las bacteriocinas se afiadieron al medio de cultivo, se
solia producir una bajada significativa de la capacidad de formacion de biofilms a altas
concentraciones de las mismas, no debiéndose en la mayoria de los casos a un retardo
del crecimiento de la cepa ensayada. Esto se pudo observar en el caso de la cepa E.
faecalis 1, la cual en presencia de altas concentraciones de mundticina, enterocinas
L50A y L50B, plantaricinas NC8, EF y JK y enterocina A, vio mermada su capacidad
de formaciéon de biofilms, mientras que el crecimiento no se afecté de forma

significativa.

La capacidad de formacion de biofilms puede verse afectada por la presencia de
otros microorganismos en el mismo medio de cultivo. En este sentido se dan situaciones
opuestas: en unos casos, la capacidad de formacion de biofilms por ciertas bacterias se
ve potenciada, mientras que en otros, por el contrario, se ve inhibida. Esta situacion se
da tanto en cultivos mixtos entre BAL como en cocultivos BAL-levaduras. Kawarai y
col. (2007) observaron que el cocultivo de BAL con levaduras procedentes de la bebida
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alcohdlica sake conducia a la formacion de biofilms mixtos, a pesar que ninguno de
ellos era capaz de formarlos en monocultivo. La Figura 41 pone de manifiesto que las
cepas de L. pentosus LPCO10 y L. pentosus 128/2 no son capaces de formar biofilms
cuando se encuentran en monocultivo, mientras que las levaduras aisladas de la
fermentacion de aceitunas si lo son y, cuando se ambas encuentran en cocultivo, la
capacidad de formacion de biofilms de dichas levaduras disminuye. Por el contrario,
cuando se cocultivaron distintas cepas de BAL entre ellas, la tendencia general fue a
aumentar ligeramente la formacion de biofilms en el cocultivo (Figura 39). Sin
embargo, en este mismo ensayo se encontr6 un caso llamativo, donde la cepa E. faecalis
1 (utilizada como control en este estudio) vio disminuida su capacidad de formacién de
biofilms cuando se encontraba en cocultivo con otras BAL, todo ello a pesar de no verse

afectada su capacidad de crecimiento en el mismo.

Aunque los primeros estudios sobre la formacion de biofilms se centraron en
aquellos formados por una sola especie de microorganismo, estudios mas recientes
estudian la formacion de biofilms mixtos, ya que en la préactica, en entornos naturales y
en alimentos hay més de una especie presente (Adam y col., 2002; Hogan y Kolter,
2002; Egland y col., 2004; Rao y col., 2005; Romano y Kolter, 2005; An y col., 2006;
Burmolle y col., 2006; Gibson y col, 2009; Furukawa y col., 2010). Hogan y Kolter
(2002) pusieron de manifiesto que la congregacion de bacterias y levaduras resultaba en
una interaccion patdgena (Gibson y col., 2009). Kawarai y col. (2007) encontraron
combinaciones de BAL y levaduras capaces de formar biofilms cuando se encontraban
juntas en el medio de cultivo. Asi, observaron que ninguna de las cepas de S. cerevisiae
ni de las BAL ensayadas, entre las que se encontraban cepas de L. mesenteroides, P.
acidilactici, L. paracasei, L. sakei, L. acidophilus o L. casei, eran capaces de formar
biofilms en monocultivo, mientras que algunas si tenian dicha capacidad cuando se
cocultivaron con distintas cepas de S. cerevisiae (Kawarai y col., 2007). En este sentido,
cuando en nuestro estudio ensayamos la capacidad de formacion de biofilms en cultivos
mixtos de aquellas levaduras capaces de coagregar con determinadas BAL, se pudieron
observar resultados bien distintos de los obtenidos anteriormente en nuestro estudio. Por
ejemplo, mientras que las levaduras C. boidinii, I. occidentalis y W. anomalus formaban
biofilms débiles cuando se encontraban en cultivo puro, y las BAL eran totalmente
incapaces de formarlos (Figura 44), cuando se encontraban en cocultivo estas levaduras
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y las BAL se producia un incremento importante de la formacion de biofilms, muy
acusado en el caso de los cocultivos con C. boidinii 0 W. anomalus. Issatchenkia
occidentalis mantuvo su patron de formacion de biofilms con independencia de la BAL
presente en el cocultivo. Esta capacidad de formacion de biofilms en cocultivo se podria
atribuir directamente a la capacidad de coagregacion de las cepas ensayadas. Sin
embargo, segun Pretzer y col. (2005) la coagregacion se puede inhibir en presencia de
manosa. Efectivamente, al afiadir manosa se observo que en ningun caso se producian
cambios en la capacidad de adhesion de los cocultivos a las superficies. De estos
resultados se deduce que la manosa inhibe la coagregacién entre BAL y levaduras, pero

no impide la formaciéon de biofilms.

Existen muchos compuestos naturales capaces de afectar al desarrollo de los
biofilms formados por una Unica cepa, aunque no se ha demostrado que suceda lo
mismo en biofilms mixtos (Shank y Kolter, 2009). Puesto que durante la fermentacion
de la aceituna de mesa aparecen multitud de compuestos en la salmuera de
fermentacion, se ensay0 la capacidad de formacién de biofilms en cocultivos de BAL
con levaduras en presencia de distintos polifenoles presentes durante la elaboracion de
la aceituna de mesa. Aunque el contenido en polifenoles de las aceitunas verdes al estilo
espafol es bajo, es deseable que las BAL presenten un grado de resistencia moderada a
ellos, ya que inhiben el desarrollo bacteriano. En este sentido, los resultados obtenidos
fueron muy diversos: el tirosol facilito la formacion de biofilms en los cocultivos con
las levaduras C. boidinii e I. Occidentalis, mientras que el hidroxitirosol influy6é de
forma diferente segun de qué cocultivo se tratara. Asi, mientras que en los cocultivos
con C. boidinii inducia un aumento considerable de la formacion de biofilms cuando el
polifenol se encontraba a bajas concentraciones, en los cocultivos con I. occidentalis y
W. annomalus dicha estimulacion se producia a altas concentraciones del mismo. El
hidroxitirosol-OH tuvo los mismos efectos que el hidroxitirosol, y la oleuropeina
produjo un incremento en la formacion de biofilms en los cocultivos con C. boidinii, I.

occidentalis y S. cerevisiae, aumentando conforme la dilucion del polifenol era mayor.
Por otro lado, se pudo comprobar la necesidad del contacto célula-célula para

que formaran biofilms mixtos C. boidinii y distintas BAL, ya que al afadir SLC

procedentes de cocultivos de ambas no se vio en ningln caso estimulacién de la

199



.

U piscusion ~ CSIC

formacion de dichas estructuras. Furukawa y col. (2010) comprobaron que era necesario
el contacto celula-célula para la formacion de biofilms, ya que en un estudio previo
observaron que L. plantarum y S. cerevisiae en cocultivo eran capaces de formarlo
(Kawarai y col., 2007), mientras que al afadir al cultivo de la levadura SLC procedentes
de la bacteria, no se producia aquél.

En el estudio que realizamos a nivel de plantas piloto se puso de manifiesto por
microscopia electronica de barrido la presencia de biofilms tanto en superficies bidticas
como abidticas. Tipicamente, los microorganismos que forman un biofilm estan
incrustados en una sustancia polimérica extracelular denominada matriz, que es
excretada por las propias células (Beer y Stoodley, 2006; Nobile y Mitchell, 2007;
Karunakaran y col, 2011). Asi, en las superficies de portaobjetos introducidos en los
fermentadores se observd una progresiva adhesion de microorganismos formando en
primer lugar microcolonias, luego crecian conforme se adherian mas microorganismos,
formando macrocolonias y conforme avanzaba la fermentacion, complejos biofilms,
constituidos por bacterias y levaduras. En ellos se podia observar que las paredes
celulares de los microorganismos se encontraban unidas y, ademas, en el caso de las
levaduras sus paredes celulares mostraban numerosas protuberancias/rugosidades.
Kawarai y col. (2007) describieron una situacion similar en cepas de levaduras que
forman parte de biofilms mixtos con bacterias lacticas aisladas de yogurt tales como L.
mesenteroides. P. acidilactici, L. paracasei, L. sakei, L. casei, L. helveticus y L.
bulgaricus. Su hipotesis era que las bacterias excretarian una sustancia que provocaria
en la levadura una serie de alteraciones en la pared celular, lo que favoreceria su anclaje

a una superficie donde se desarrollaria un biofilm.

A principios de los afios setenta las investigaciones apuntaban a que los
microorganismos podrian adherirse a los alimentos y a las superficies en contacto con
ellos (Hood y Zottola, 1995). En el caso especifico de la aceituna de mesa, la presencia
de bacterias y levaduras presentes en la superficie de la aceituna fue descrita por
primera vez por Nychas y col. (2002) durante la fermentacion de aceitunas negras.
Utilizando MEB observaron que las levaduras tendian a predominar en la superficie de
la aceituna y en los estomas, mientras que las bacterias predominaban en los espacios

intercelulares de las camaras sub-estomaticas. En nuestro trabajo, cuando se analizaron
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directamente las epidermis de los frutos al MEB se observd que la arquitectura de las
comunidades microbianas era completamente diferente a la observada en los
portaobjetos de vidrios antes estudiados. Se comprobd la existencia de biofilms mixtos,
al contrario de lo descrito por Nychas y col. (2002), cubriendo toda la superficie de los
frutos y manteniéndose a lo largo de toda el periodo de fermentacion. Estos presentaban
las caracteristicas propias de un biofilm, es decir, asociaciones polimicrobianas
embebidas en una matriz, donde a medida que avanza la fermentacién se hace mas
dificil discernir entre unos microorganismos y otros. Aunque la mayoria de los
microorganismos se desarrollaban en el interior de los biofilms, se observo que existian
bacterias y levaduras fuera de la matriz. Esta descrito que los microorganismos que
forman parte de comunidades microbianas (Davey y O’Toole, 2000; Costerton, 2009;
Wimpenny, 2009) son capaces de producir células planténicas ocasionales que se
desprenden de la matriz y migran para establecer nuevas comunidades en las diferentes

superficies disponibles en el entorno.

Por otro lado, al analizar la epidermis de aceitunas procedentes de fermentadores
industriales se visualizaron unas estructuras semejantes a hifas en determinadas zonas
de los frutos (Figura 57). Aunque no entramos en su estudio, éstas guardan cierto
parecido a las estructuras formadas por Candida albicans cuando forma biofilms. Esta
descrito que cuando los biofilms de C. albicans alcanzan la madurez, el crecimiento
celular se reprime pero a su vez se potencia la formacion de hifas, lo que favorece su
dispersion (Blankenship y Mitchell, 2006). Curiosamente, el tirosol juega un papel
importante en el quorum sensing para la formacion de biofilms por C. albicans (Chen'y
col., 2004; Alem, y col., 2006), polifenol que se encuentra en las aceitunas y que
produjo en nuestro estudio un aumento en la formacion de biofilms mixtos BAL-

levaduras.

Mediante una combinacién de métodos, quimico y mecéanico (Bockelmann y
col., 2003; Weber y Legge, 2010), fue posible separar los biofilms de la epidermis de
las aceitunas y estimar asi el nimero de las diferentes poblaciones de BAL y levaduras
durante la fermentacion. De esta forma, se pudo comprobar gque, tanto BAL como las
levaduras se encontraban en un nimero muy elevado ya desde el séptimo dia después de

la inoculacion, siguiendo asi hasta el final del proceso. Teniendo en cuenta que la
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superficie exterior de una aceituna gordal (Weisstein, 2011) se estima en 23,25 + 4,34
cm?, el nimero medio de bacterias y levaduras por fruto al final de la fermentacion es
de 10" y 10 log UFC/mI, respectivamente. Por lo tanto, si el peso de una aceituna
gordal se estima en 9,6 = 0,4 g y un fermentador industrial contiene aproximadamente
9.500 kg de aceitunas, el nimero total de bacterias y levaduras por fermentador es
mayor de 14 unidades logaritmicas de UFC. Por otro lado, las poblaciones de L.
pentosus y levaduras presentes en las salmueras de fermentacion de aceitunas al estilo
espafiol suelen ser de 10° y 10° log UFC/ml, respectivamente (Garrido-Fernandez y col.,
1995; 1997; Panagou y Tassou, 2006; Panagou y col., 2008; Hurtado y col., 2008; 2010;
Hurtado, 2010). Teniendo en cuenta que los fermentadores industriales poseen unos
5.500 litros de salmuera, el total podria estimarse en aproximadamente 16 y 13 unidades
logaritmicas de UFC la presencia de L. pentosus y levaduras respectivamente. Estas
estimaciones llevan a la conclusion de que los frutos y las salmueras son fuentes de un

numero similar de BAL, pero las aceitunas contienen un mayor numero de levaduras.

Ademas de estudiar como se desarrollaban los biofilms a lo largo del proceso
fermentativo, se estudid también la capacidad de implantacion de los cultivos
iniciadores en la epidermis de las aceitunas, asi como el desarrollo de posibles cepas
indigenas. En un principio, los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que ni la
cepa L. pentosus 128/2 ni L. pentosus LPCO10 fueron capaces de dominar sobre las
cepas de L. pentosus autéctonas en el biofilm, ya que se obtienen grupos diferentes a
ellas dentro de cada dendograma. En el caso del fermentador inoculado con la cepa L.
pentosus LPCO10 se observa que algo mas de la mitad de las colonias aisladas de la
superficie de los frutos son muy similares a esta cepa. Sin embargo, en el caso del
fermentador inoculado con de la cepa L. pentosus 128/2 la mayoria de los perfiles
obtenidos son diferentes a ésta. En la fermentacion espontanea, como control, se
obtuvieron varios cluster correspondientes a distintas cepas silvestres de L. pentosus.
Por otro lado, cuando los fermentadores se inocularon con L. pentosus LPCO10
marcado con una doble resistencia a str y rif, se observo una clara separacion entre las
colonias aisladas de la salmuera y las aisladas del biofilm, siendo muy marcada desde el
inicio de la fermentacion hasta mediados de ésta, a los 41 dias de fermentacion. Sin
embargo, al final de la fermentacion se dejo de observar esa tendencia, no observandose

una separacion clara entre cepas aisladas en salmuera y en biofilms. No obstante, en
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todos los casos el nivel de semejanza era superior al 92%, por lo que si tomamos como
referencia un 80% de semejanza para decir que eran cepas diferentes, en este caso,
tenemos que asumir que todas las colonias encontradas pertenecian a la misma cepa. En
este ensayo por el contrario, la implantacion del indculo fue correcta, ya que se impuso
frente a las cepas silvestres presentes en la salmuera. La diferente implantacion de los
indculos entre las distintas experiencias puede ser debida a la carga microbiana inicial
de la aceituna de partida, pudiendo ésta afectar en algunos casos a la correcta

implantacion del indculo.

En el seguimiento de los fermentadores inoculados con L. pentosus 128/2 y con
L. pentosus LPCO10 de las plantas piloto no se evalué Unicamente la formacién de
biofilms a lo largo de todo el proceso, sino que se estudié también la presencia de
diferentes microorganismos en los fermentadores. Los resultados muestran que, ademas
de las cepas utilizadas como cultivos iniciadores, se desarrollaron otras cepas
pertenecientes a diversos géneros. Asi, en el ADN purificado del sobrenadante de
extraccion de los biofilms de la epidermis de los frutos, del expolisacérido y del
precipitado de los biofilms de las aceitunas, pudimos constatar la presencia de material
genético correspondiente a L. pentosus en todos ellos, exceptuando el encontrado en el
exopolisacarido, donde se determind la presencia de Lactobacillus, pero sélo se pudo
confirmar que perteneciese a L. pentosus, probablemente debido a una baja calidad del
material purificado. La presencia de las cepas utilizadas como cultivos iniciadores se
puso de manifiesto a través de este andlisis, ya que se aisl6 ADN codificante para
plantaricina S, bacteriocina producida por la cepa L. pentosus LPCO10. Ademas del de
lactobacilos, se encontrd6 material genético de Enterococcus, al poco tiempo de
comenzar la fermentacion en el precipitado y mas tarde en el sobrenadante de
extraccion del biofilm. También se encontré ADN de Leuconostoc a partir del primer
mes de fermentacion, aungue s6lo en el sobrenadante de extraccién. Por el contrario, no
se encontraron rastros de ADN de Pediococcus en ninguna de las muestras tomadas.
Finalmente, también se detectd la presencia de genes codificantes de exopolisacarido
especifico de L. pentosus en todos los fermentadores, aunque de forma maés tardia en

algunos de ellos.
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Durante décadas se habia asumido que las diferentes poblaciones microbianas de
L. pentosus y levaduras, microoganimos mayoritarios en las fermentaciones de
aceitunas al estilo espafiol, aparecian exclusivamente en estado plantonico (Ruiz-Barba
y col., 1994; Garrido-Fernandez y col., 1995; 1997; Panagou y Tassou, 2006; Panagou y
col., 2008; Hurtado y col., 2008; 2010) debido a que hasta ahora, el desarrollo de las
poblaciones microbianas se habia seguido exclusivamente en las salmueras de
fermentacion. Por primera vez, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
claramente la capacidad de L. pentosus y de las levaduras para colonizar tanto
superficies bidticas como abidticas en contacto con la salmuera, formando biofilms
mixtos en la fermentacion de aceitunas al estilo sevillano o espafiol. La propia
arquitectura del biofilm, donde los microorganismos se encuentran envueltos en una
matriz de exopolisacaridos, podria ayudar a los microorganismos a sobrevivir durante
largos periodos de tiempo o resistir a factores ambientales que normalmente rigen la
fermentacion de la aceituna de mesa (pH bajo, alta concentracion de sal, presencia de
compuestos polifendlicos). Hood y Zottola (1995) sefialaron que los microorganismos
que forman parte de biofilms podian ser mas resistentes a los desinfectantes que los de
vida libre. Afios més tarde, Kubota y col. (2008) demostraron que una cepa de L.
plantarum era mas resistente a factores ambientales cuando formaba biofilms que
cuando se encontraba en estado plancténico. Behrendt y col. (2012) estudiaron la
diversidad microbiana a distintos niveles del biofilm formado en la cloaca de
Lissoclinum patella, describiendo cémo un biofilm puede proporcionar distintos
micronichos, favoreciendo asi una enorme diversidad bacteriana en un area muy
reducida. En nuestro caso, la formacion de biofilms sobre la superficie de aceitunas,
ademas de la funcion protectora, podria deberse a que los frutos son fuente de sustratos
(vitaminas, aminoacidos, azucares, etc) que los microorganismos necesitan para crecer,
asi que la colonizacion de la epidermis de los frutos por ciertas cepas podria significar

una adaptacién ventajosa frente a otras incapaces de formar biofilms.

Aungue existen algunas publicaciones sobre la adhesion microbiana a la piel de
las aceitunas (Nychas y col., 2002; Lavermicocca y col., 2005; Lavermicocca, 2006;
Lavermicocca y col., 2010; De Bellis y col., 2010), los resultados presentados en este
trabajo representan avances sustanciales con respecto a éstos. En estos trabajos previos
solo aparecian BAL unidas a las superficies de aceitunas, no apareciendo interaccion
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alguna con levaduras y mas importante ain, los microorganismos no parecen vivir
incrustados en la matriz del biofilm, lo contrario de lo que demuestran nuestros
resultados. Podria especularse que la ausencia de biofilms verdaderos en estos casos fue
causada por la adicién de bacterias a las aceitunas ya procesadas y, ademas, porque
estas bacterias (L. rhamnosus, L. paracasei, Bifidobacterium bifidum y B. longum) no
son habitantes naturales de la fermentacion de aceitunas de mesa (De Bellis y col.,
2010; Lavermicocca y col., 2005; 2010). De este modo serian capaces de adherirse a la
epidermis de las aceitunas pero no podrian interactuar con la microbiota espontanea
para formar biofilms verdaderos. En el caso de las fermentaciones esponténeas, tales
como las descritas por Nychas y col. (2002) las aceitunas no se trataron previamente
con lejia para alterar la permeabilidad de la cuticula como ocurre en las aceitunas al
estilo espafiol con lo que, en estos casos, actuaria como barrera para la liberacion de
nutrientes desde el interior de los frutos. En nuestro trabajo, los microorganismos se
encontraban en contacto directo con la fuente de nutrientes y esta circunstancia
probablemente juega un papel esencial en la formacién de biofilms sobre la superficie
de las aceitunas. Estas comunidades microbianas desempefian, sin duda, un papel

importante en el proceso, garantizando asi una correcta fermentacion del fruto.
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La fermentacion de aceitunas es un proceso microbioldégico sumamente
complejo, en el que juegan un papel muy importante las interacciones entre las
diferentes poblaciones de microorganismos que se desarrollan en ese nicho ecoldgico.
En esta Memoria de Tesis Doctoral se han estudiado algunos casos de interrelaciones

microbianas que pueden tener gran influencia en el éxito final del proceso fermentativo.

1.- La pugna entre bacterias del acido lactico por ocupar el entorno de la
fermentacion de aceitunas podria conducir, en ciertos casos, a la eliminacién o
atenuacion de determinadas caracteristicas ventajosas desde el punto de vista ecoldgico,
por ejemplo, la produccion de bacteriocinas. Por ello, cuando se utilicen cultivos
iniciadores de dichas bacterias, productoras de bacteriocinas, es necesario tener en
cuenta esas posibles interacciones negativas entre los indculos y la microbiota natural

que se desarrolla en dicho proceso fermentativo.

2.- Los microorganismos que pueblan el entorno de la fermentacion de aceitunas
-principalmente, determinadas especies de levaduras y diversas cepas de Lactobacillus
pentosus- son capaces de formar comunidades polimicrobianas en las diferentes
superficies que ofrece el ambiente fermentativo: paredes del fermentador y epidermis de
los frutos. Por tanto, la forma de vida de estos microorganismos no es exclusivamente

plantonica, tal y como se concebia previamente.

3.- Esas comunidades mixtas Lactobacillus pentosus-levaduras son mucho maés
complejas cuando se edifican en la epidermis de las aceitunas que cuando lo hacen en
las superficies sélidas del fermentador. En el primer caso, se puede hablar de verdaderos
biofilms, en el que los microorganismos que los componen estan embebidos en una
matriz polimérica compleja, formada por polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos. En
el segundo, aun cuando se pueden apreciar zonas de interaccion entre levaduras y
lactobacilos, no existe tal matriz envolvente y se puede distinguir la morfologia de los

microorganismos que componen la comunidad.
4.- Al menos in vitro, la capacidad de adhesion a las diferentes superficies

abidticas del entorno de la fermentacion se ve condicionada por diferentes factores, tales

como la naturaleza de las mismas -preferentemente se adhieren a los materiales de los
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que estdn fabricados los fermentadores, fibra de vidrio y polietileno-, el
acondicionamiento bioldgico -superficies colonizadas previamente por cepas del género
Pediococcus u otras BAL, que preceden a L. pentosus en la fermentacion-, por la
presencia de otras bacterias y/o levaduras, y/o por la existencia de compuestos fenolicos

en el medio de cultivo, compuestos fendlicos que se encuentran en los frutos.

5.- Puesto que tanto levaduras como L. pentosus estan presentes y viables en la
cuticula de las aceitunas hasta el final del proceso fermentativo, este alimento podria
constituir un magnifico y eficiente vehiculo de transporte de dichos microorganismos al

tracto gastrointestinal humano.
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ABSTRACT

In this work, the establishment of polymicrobial communities on the surfaces which come into contact with
the brine during Spanish style Gordal cv. green olive fermentation when subjected to spontaneous or
controlled processes (inoculated with Lactobacillus pentosus LPCO10 or 128/2) was studied. Scanning elec-
tron microscopy showed that L. pentosus and yeast populations were able to form mixed biofilms throughout
the fermentation process on both abiotic (glass slide) and biotic (olive skin) surfaces. The biofilm architec-
tures in both supports were completely different: on the glass slides only aggregates of L. pentosus and yeasts
without any polymeric matrix surrounding them were found while on the skin of the fruits, true mature
biofilms were observed. During fermentation, the lactic acid bacteria (LAB) population on the olives
remained similar while that of yeasts increased progressively to reach similar levels at the end of the process
(8-9 log CFU/cm?). Molecular analysis showed that different populations of L. pentosus and yeasts were the
only microbial members of the biofilm formed during fermentation, regardless of inoculation. Hence, the
green olive surface provides an appropriate environmental condition for the suitable development and

formation of complex biofilms during controlled or natural table olive processing.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In natural environments, microorganisms do not live as dispersed
single cells. Instead, they attach onto solid surfaces which come into
contact with a liquid to form polymicrobial aggregates called biofilms.
Biofilms are defined as functional, complex microbial communities,
generally composed of more than one species, attached to abiotic or
biotic surfaces and embedded in extracellular polymeric substances
(EPS) produced by microorganisms (Beer and Stoodley, 2006;
Costerton, 2009; Davey and O'Toole, 2000; Kolter and Greenberg,
2006; Nobile and Mitchell, 2007; Remis et al., 2010; Wimpenny,
2009). In food systems, microorganisms are attracted to solid surfaces
conditioned with nutrients which are sufficient for their viability and
growth. These substrates offer the opportunity for the occupation of a
particular ecological niche to specific strains, for instance, through the
utilization of different carbon, vitamin or amino acid sources
(Karunakaran et al., 2011; Kumar and Anand, 1998; Reid et al.,
2007; Wimpenny, 2009; Zottola and Sasahara, 1994).

Spanish-style green olives are of great economical importance in
the international market of fermented vegetables (I00C, 2010) and
have been subjected to numerous studies (Garrido Fernandez et al.,

* Corresponding author. Tel.: +34 00 954692516; fax: + 34 00 954691262.
E-mail address: rjimenez@cica.es (R. Jiménez-Diaz).

0168-1605/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2012.05.011

1995, 1997; Hurtado et al, 2008, 2010; Hurtado, 2010; I00C
(International Olive Oil Council), 2010; Panagou and Tassou, 2006;
Panagou and Katsaboxakis, 2006; Panagou et al., 2008). Their elabora-
tion is a well established process based on a traditional method using
non-sterilized raw material in which both the fruits and the environ-
mental conditions are manipulated in order to favor the development
of a lactic fermentation. In short, after harvesting, the olives are treat-
ed with an NaOH solution (1.8-2.2%, vol/vol) in order to hydrolyze the
phenolic compounds which are bactericidal for lactic acid bacteria
(LAB), washed to eliminate the excess NaOH and finally, placed into
10,000-15,000 kg glass fiber containers. Then, the debittered fruits
are covered with brine (8-10% NaCl, wt/vol) in which a population of
LAB progressively develops. Initially, the most abundant microbiota is
composed of Enterobacteriaceaes while LAB are present as a contami-
nant at very low initial numbers. Later, yeasts initiate their growth
(Garrido Fernandez et al., 1997). However, due to environmental
conditions, 2-3 weeks after olive brining, Lactobacillus pentosus usually
becomes dominant over Gram-negative bacteria and other LAB. Usually,
Lactobacillus coexists in the cover brine with a diverse yeast population
during the fermentation process (Garrido Fernandez et al., 1997).
However, technological control procedures such as the systematic use
of suitable L. pentosus starter cultures are often necessary to prevent
the development of undesirable bacteria and to preserve the quality of
the final product (Hurtado et al., 2008, 2010; Hurtado, 2010; Jiménez-
Diaz et al,, 1993; Panagou and Tassou, 2006; Panagou et al., 2008;
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Ruiz-Barba and Jiménez-Diaz, 2012; Ruiz-Barba et al, 1994). By
fermenting the sugars contained in the fruits, L. pentosus provides the
large amount of lactic acid needed for olive preservation (Garrido
Fernandez et al, 1997; Ruiz-Barba et al., 1994; Ruiz-Barba and
Jiménez-Diaz, 2012).

Apart from contributing to the sensorial attributes of the final
product, yeasts have been shown to play a role in encouraging the
growth of L. pentosus in brines through the production of essential
B-group vitamins to this bacterial species (Ruiz-Barba and Jiménez-
Diaz, 1995). Some interactions between yeasts and LAB in table
olive fermentations have already been described (Arroyo-Lopez
et al., 2008; Nychas et al., 2002; Ruiz-Barba and Jiménez-Diaz, 1995)
but their interactions during fermentation are still an unexplored
field. Moreover, no information is currently available about the spatial
distribution of LAB and yeasts on the numerous solid surfaces provid-
ed by the fermentation environment (e.g. inner fermenter walls and
olive surface).

The aim of this work was to investigate the formation of mixed-
species (LAB and yeast populations) biofilms for developing a stable
environment to assure their survival during processing in the natural
ecological niche of inoculated or spontaneous table olive fermentations.

2. Materials and methods
2.1. Bacteria and culture medium

The L. pentosus LPCO10 and 128/2 strains used in this work were
originally isolated from Spanish-style green olive fermentations in
two different factories in southern Spain (Ruiz-Barba, 1991; Ruiz-
Barba et al., 1991). They were grown at 30 °C in an MRS ((De Man
et al,, 1960); Oxoid, Unipath Ltd., Basingstoke, Hampshire, England)
medium as static cultures and they were maintained as frozen stocks
at —20 °Cin distilled water plus glycerol (20%, vol/vol).

2.2. Brining procedure of the olives

Small-scale fermentations at the pilot plant of the Instituto de la
Grasa were carried out. The traditional Spanish-style green olive brin-
ing procedure was followed (Garrido Fernandez et al., 1995, 1997).
Whole green olives (ca. 14 kg), Gordal cv., were treated with an
NaOH solution (1.8% NaOH [wt/vol]) for 8 h, followed by two washes
in tap water for 18 h to remove the excess alkali and then covered
with ca. 10 L of brine (10% NaCl [wt/vol]). They were then immediately
divided into six equal portions and placed into 5L polyethylene
fermenters. Then, 14 glass slides for microscopy were placed in plastic
bags and submerged into each fermenter.

2.3. Preparation of bacterial inocula for olive fermentation

L. pentosus LPCO10 and 128/2 strains were subcultured overnight
at room temperature in a 50 mL MRS broth containing 4% NaCl
(wt/vol) to allow for adaptation to the saline environment. After pre-
incubation in MRS broth plus NaCl, cultures in the log phase of growth
(Asoo = 1.0 to 1.2) were centrifuged, washed in a saline solution, and fi-
nally resuspended in brine. The inoculation of brined olives proceeded
as follows: two fermenters were inoculated with L. pentosus LPCO10 to
a final concentration of ca. 10° CFU/mL; two other fermenters were
inoculated with L. pentosus 128/2 (final concentration of ca. 10> CFU/
mL); and finally two other fermenters were left to ferment spontane-
ously. The fermenters were maintained at room temperature (which
ranged from 20 to 27 °C throughout the fermentation process) at the
pilot plant of the Instituto de la Grasa, Seville, for ca. 3 months. At
specific time intervals during the fermentation (from day 10 to day
80), two slides were taken from each fermenter and processed for anal-
ysis by scanning electron microscopy (SEM) as described in Section 2.7
below.

2.4. Detachment of microorganisms from olive skin

The protocol for this analysis was adapted from the methods de-
veloped by Bockelmann et al. (2003) and Weber and Legge (2010).
Briefly, 200 g of olives (about 8-10 olives) were withdrawn at specific
time intervals during the fermentation, washed three times in a
phosphate-buffer solution (PBS) of 10 mM, pH 7.0, and then placed in
a 1L Erlenmeyer flask containing 250 mL of PBS with a mixture of en-
zymes which included per mL: lipase (50 U), 3-galactosidase (10 U),
and a-glucosidase (1U) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Germany). For a complete detachment and suspension of the biofilms,
the flasks were shaken at 100 rpm for 16 h at 20 °C. After that, the
suspensions were centrifuged (10.000xg, 10 min, 4 °C) the pellets
were washed twice in PBS and finally resuspended into 10 mL of the
same buffer.

2.5. Plate counts

To determine the number of CFU per cm? of the different microbial
populations of LAB and yeasts in the biofilms formed on the surface of
the olives, detached biofilms were vortexed for 30 s, diluted in a sterile
saline solution and then spread on solid culture media with a Spiral
Plater model Wasp 2 (Don Whitley Sci. Ltd., Shirpley, U.K.). Yeasts
were counted at 25°C in an oxytetracycline-glucose-yeast extract
(OGYE) agar (Oxoid, Unipath Ltd., Basingstoke, Hampshire, England)
and LAB at 30 °C on MRS (Oxoid) agar plus 0.02% (wt/vol) sodium
azide (MRS-sa) (Sigma-Aldrich). All the samples were analyzed in
triplicate and the plate counts averaged.

2.6. Molecular identification and characterization of the lactobacilli isolates

To monitor the populations of L. pentosus in each treatment
throughout the fermentation process, ten isolated colonies were ran-
domly selected for each plate at time intervals (see Table 1) and their
genomic DNA was extracted according to Ruiz-Barba et al. (2005).
Briefly, single colonies growing on solid media were picked up with
a sterile plastic tip and resuspended into 100 pl of sterile deionized
water plus 100 pl of chloroform/isoamyl alcohol (24:1), the mixture
was vortexed for a few seconds and then centrifuged at 16,000 xg
for 5 min at 4 °C. For PCR or RAPD-PCR applications, 5-10 pl of the
upper aqueous fraction was used.

For the identification of the isolates at the species level, the recA-
based method (Torriani et al., 2001), and the dnaK-based method
(Huang et al., 2010) were followed. In addition, in order to reliably
distinguish between strains, the Randomly Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) fingerprint technique using the primer OPL5 (5’-ACG-
CAGGCAC-3’) (Rodas et al., 2005) was used and the resulting profiles
were analyzed with the Bionumerics 6.6™ software package (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) for the cluster analysis. Similar-
ities among digitalized profiles were calculated using the Pearson
correlation and an average linkage (UPGMA) dendrogram was de-
rived from the profiles.

2.7. Scanning electron microscopy

At different time intervals, the olives and glass slides were removed
from fermentation and processed for analysis by scanning electron mi-
croscopy (SEM). The suspension of biofilms detached from the surface
of the olives and the olives after detaching the biofilms were processed
for SEM.

For observation of the detached biofilms and the biofilms on the
glass slides, the method of Kubota et al. (2008) was followed with mod-
ifications. Prior to fixation, detached biofilms were spread onto the sur-
face of a glass slide. Then, the glass slides were rinsed twice for 15 min
each in PBS and then fixed in 2.5% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich) in
PBS for 16 h at 4 °C. The fixed bacteria were rinsed twice for 15 min in
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Colony forming units of Lactobacillus pentosus and yeast populations® detached from the olive surface throughout the fermentation of Spanish-style green olives in both inoculated
and spontaneous processes.

Time Inoculated with LPCO10 strain Inoculated with 128/2 strain Spontaneous
(days)

L. pentosus yeasts L. pentosus yeasts L. pentosus yeasts
0 0 0 0 0 0 0
7 5.50 (+0.12) x 10° 1.10 (£0.16) x 10* 220 (+£0.44)x 10° 9.70 (£1.01)x10* 6.90 (+£0.11)x 10° 1.10 (+£1.61)x 10*
14 1.20 +(0.67) x 10® 1.80 (£0.30) x 10° 6.14 (+0.61)x 107 270 (£0.25) x 107 1.00 (+0.32) x 10® 8.50 (+0.44) x 10°
19 1.45 (+2.34)x 10% 1.20 (£1.79) x 107 1.45 (4+1.94) x 10® 3.60 (+£0.95)x 107 9.40 (+0.88) x 107 3.05 (+0.29) x 10°
28 2.00 (£1.07)x10® 330 (+£0.91)x10° 8.90 (+0.73) x 10° 7.40 (+1.65)x 10° 1.50 (£0.95)x 107 8.80 (+0.27)x 10°
47 4.90 (40.46)x 107 8.10 (+0.77)x 107 1.25 (+£0.50)x 107 7.60 (£0.58) x 108 1.20 (+0.18)x 107 1.70 (+0.23)x 107
62 9.00 (+0.55)x10° 6.75 (£0.74) x 10% 4.90 (£0.39)x 107 1.26 (£0.51)x 10® 9.00 (+0.22) x 10° 5.10 (£0.49) x 10®
81 1.05 (£0.70) x 10® 2.90 (+0.42) x 10% 1.70 (+0.46) x 10° 2.90 (+£0.67)x 10% 1.50 (4+1.82)x 10® 6.40 (+£0.33)x 10®

@ Mean of the populations of 8-10 fruits, expressed as CFU/cm?. The olive area was calculated as described by Weisstein (2011) for the surface of a prolate spheroid. All samples

were analyzed in triplicate and the plate counts averaged.

PBS by gentle mixing at room temperature and then dehydrated
through a graded ethanol series as follows: 15 min each at 50%, 70%,
80%, 90%, 95%, and 100%. Finally, slides were treated three times
(15 min each) in t-butyl alcohol (Sigma).

The methodology of Kroupitski et al. (2009) was used with slight
modifications for visualization of the biofilms on the olive surface.
Whole fruits (one piece at every time interval) were washed twice in
PBS and fixed in 2.5% glutaraldehyde in PBS for 2 h. The pieces were
washed five times (5 min each) in PBS, dehydrated by washing with
increasing concentrations of ethanol (5 min each at 50%, 70%, 80%,
90%, 95%, and 100%), and treated for 20 min in t-butyl alcohol. For
SEM observation, 2-mm? slices were taken and placed on glass slides.

All samples were coated with gold in a Scancoat Six SEM sputter coat-
er (Edwards, Crawley, England) and images were taken with a JEOL [SM-
6460LV scanning electron microscope (JEOL USA, Inc., Peabody, MA) in
the Centro de Investigacion, Tecnologia e Innovacion de la Universidad
de Sevilla (CITIUS), Seville, Spain.

3. Results and discussion
3.1. Biofilm development on abiotic surfaces during fermentation

After 10 days of olive brining, microorganisms irreversibly attached
to the surface of the glass slides were observed (Fig. 1A). Although most

of the bacteria and yeasts appeared to be individually adhered to the
surface, mixed-species microcolonies composed of both microorgan-
isms were often found. As the fermentation progressed, the micro-
colonies grew in number to finally form macrocolonies which covered
most of the glass slide surface (Fig. 1B and C, at 37 and 57 days of fer-
mentation, respectively). At the end of the process (ca. 80 days), the
biofilms appeared disrupted and only a few mixed-species colonies
could be observed (Fig. 1D). Regardless of inoculation, no differences
in the biofilm formation rate or in its shape and components were
noticed.

How lactobacilli and yeasts start to adhere to the glass slide surface,
what kind of sticky substance is produced and which microorganism is
producing it, remain unknown at the moment. It has been extensively
shown that immersing a solid substrate into almost any aqueous liquid
leads to a rapid attachment of organic molecules to the surface to form
what is known as a “conditioning film” (Costerton, 2009; Wimpenny,
2009; Zottola and Sasahara, 1994). These “conditioning films” facilitate
the binding of microorganisms which, after a period of time, form a
strong association as a specific adhesion which is mediated by adhesive
cell products generated by the microorganisms themselves (Beer
and Stoodley, 2006; Davey and O'Toole, 2000; Karunakaran et al,
2011; Kolter and Greenberg, 2006; Kumar and Anand, 1998; Nobile
and Mitchell, 2007; Reid et al., 2007; Remis et al.,, 2010; Wimpenny,
2009).

Fig. 1. Development of mixed microbial communities of Lactobacillus pentosus and yeasts on an abiotic surface (glass slides) during the fermentation of Spanish-style Gordal green
olives in L. pentosus LPCO10-inoculated fermenters. SEM micrographs A, B, C and D are from olive surface biofilms after 10, 37, 57 and 80 days of fermentation, respectively.
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The olive brine is a very rich environment in which a wide range of
nutrients is discharged from the fruits. They possibly contribute to
forming a “conditioning film” on the surface of the glass. In fact, the
glass slides appeared to be opaque when they were removed from
the fermenters and were rinsed in PBS prior to fixation. Typically
the microorganisms forming a biofilm are embedded in an extracellu-
lar polymeric substance called matrix, which the cells themselves
excrete (Beer and Stoodley, 2006; Karunakaran et al., 2011; Nobile
and Mitchell, 2007). However, no matrix surrounding the biofilms
was observed on the slides. Interestingly, a sort of sticky material join-
ing the microorganisms in the microcolonies was observed, suggesting
that an adhesive substance is being produced by the microorganisms to
allow the cells to remain stuck to each other and perhaps fix the
colonies to the solid substrate (Fig. 1A).

3.2. Biofilm development on biotic surfaces during fermentation

The architecture of the microbial biofilm communities on the
surface of the olives was completely different from those observed on
the glass slides. True mature biofilms on the whole surface of the fruits
could be observed by SEM after 37 days of fermentation (Fig. 2A1, B1,
and C1) and remained throughout the fermentation process (Fig. 2A2,
B2, and C2, at day 55 of fermentation). The morphology of the resulting
biofilms was fluffy looking, where bacteria and yeasts appeared embed-
ded in a matrix which keeps them in close proximity, perhaps even

attached to each other. Also, the morphology of the microorganisms in
this community would be very different from the bacteria and yeasts
in the biofilms on the glass slides. In fact, whereas the appearance of
the cell surface was smooth on the slides, with yeasts showing few
fruity bodies in some cases (Fig. 1), the morphology of the matrix-
embedded microorganisms did not always allow for differentiating
yeasts from bacteria (Fig. 2). Although the microorganisms were
predominantly seen growing in the biofilm, it was also noted that indi-
vidual yeasts and bacteria occasionally appeared outside of the matrix
(Fig. 2). As was described for a number of microorganisms growing in
microbial communities (Costerton, 2009; Davey and O'Toole, 2000;
Wimpenny, 2009), it seems that sessile cells on the skin of the olives
probably produce occasional planktonic cells which detach from the
matrix and then migrate to establish new communities on the different
surfaces available in the environment.

No differences among biofilms were noticed regardless of inocula-
tion, as was also observed for the biofilms developed on the glass
slides.

3.3. Plate counts, characterization and visualization of detached
microorganisms from olive skin

By combining both chemical and mechanical methods (Costerton,
2009; Davey and O'Toole, 2000; Wimpenny, 2009), it was possible to
detach the biofilms from the surface of the olives and number the

Fig. 2. Development of mixed microbial communities of Lactobacillus pentosus and yeasts on a biotic surface (olive epidermis) during the Spanish-style Gordal green olive fermen-
tation in L. pentosus LPCO10-inoculated fermenters. SEM micrographs Al and A2 are olive surface biofilms, after 37 and 55 days of fermentation respectively, from L. pentosus
LPCO10-inoculated fermented fruits; SEM micrographs B1 and B2 are olive surface biofilms from L. pentosus 128/2-inoculated fermented fruits, after 37 and 55 days of fermentation,
respectively; SEM micrographs C1 and C2 are olive surface biofilms from spontaneous fermented fruits after 37 and 55 days of fermentation, respectively.



234

different populations of LAB and yeasts throughout the fermentation
process in both inoculated and spontaneous fermenters. In all cases,
7 days after olive brining, a high number of LAB and yeasts were recov-
ered from the surface of the olives and both populations appeared togeth-
er throughout fermentation till the end of the process (Table 1). Taking
into account that the external area of one Gordal olive (Weisstein,
2011) was estimated to be ca. 23.35+4.34 cm?, the average number
of bacteria and yeasts per fruit at the end of the fermentation was higher
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than 10 and 11 log CFU, respectively. Thus, if the weight of one Gordal
olive is estimated to be 9.64-0.4 g and one fermenter contains ca.
3.7 kg of fruits, the total number of bacteria and yeasts per fermenter
is higher than 13log CFU. L. pentosus and yeast populations in
Spanish-style green olive brines have been reported to be of about 10
and 6 CFU/mL, respectively (Garrido Fernandez et al, 1995, 1997;
Hurtado et al., 2008, 2010; Hurtado, 2010; Panagou and Tassou, 2006;
Panagou et al, 2008); therefore, considering that there were about
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Fig. 3. Cluster analysis of RAPD-PCR profiles of Lactobacillus pentosus strains isolated from Spanish-style Gordal green olive fermentations. Graph A corresponds to the L. pentosus
LPCO10-inoculated fermenter; graph B to the L. pentosus 128/2-inoculated fermenter; and graph C to the spontaneous fermenter.
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Fig. 3 (continued).

2.5 L of brine per fermenter, the total L. pentosus and yeast populations
could be estimated at about 13 and 9 log CFU, respectively. These esti-
mations lead to the conclusion that fruits and brines are similar sources
of LAB but olives are a higher source of yeasts.

Using both the recA-based method developed by Torriani et al.
(2001) and the dnaK-based method developed by Huang et al.
(2010) PCR approaches for ten selected LAB isolates detached from
the surface of the olives at different fermentation times, it was
confirmed that all LAB strains belonged to the L. pentosus species
(data not shown). Hence, the only species present in the olive bio-
films was L. pentosus, regardless of the type of fermentation process.
The homology between the L. pentosus strains from each fermenter

(Fig. 3) was studied by analysis of the RAPD-PCR fingerprinting profiles
obtained from these isolates by the Bionumerics 6.6™ software, which
built the corresponding dendrogram. After arbitrarily selecting a simi-
larity coefficient of 80%, the results indicated that in the inoculated
sets, neither the LPCO10 nor the 128/2 strains were able to dominate
over the indigenous L. pentosus strains in the biofilms because different
clusters were obtained (Fig. 3A and B, respectively). Furthermore,
differences between both dendrograms were highly marked. LPCO10
belongs to a cluster with about half the number of total profiles but
128/2 was not similar to the majority of profiles. In the spontaneous
fermenters, different separated clusters of wild L. pentosus strains
were also obtained (Fig. 3C).
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SEM micrographs of the extracted biofilms from olive epidermis
(Fig. 4) showed that in contrast to that observed for intact biofilms
on the skin of the olives (Fig. 2), here it was possible to distinguish
the morphology of the microorganisms as being part of the biofilms,
L. pentosus and yeasts (Fig. 4A, solid white arrows). In addition, the
biofilm matrix surrounding the microorganisms could be displayed
(Fig. 4A). Bacteria and yeasts, apart from sticking to the biofilm
matrix, clearly appeared to be attached to each other (Fig. 4B and C).

These connections between L. pentosus and yeasts were more evident
than those observed in the glass slide biofilms, perhaps contributing
to maintaining both microorganisms in close proximity while embed-
ded into the biofilm matrix.

For decades, it has been assumed that the different microbial
populations of L. pentosus and yeasts, the main microorganisms present
in the Spanish-style green olive fermentation, exclusively appeared in a
planktonic state (Garrido Fernandez et al., 1995, 1997; Hurtado et al.,
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Fig. 4. SEM micrographs of pieces of biofilms detached from the olive skin. Solid white
arrows indicated junctions among microorganisms. M, matrix surrounding yeasts and
lactobacilli.

2008, 2010; Hurtado, 2010; Panagou and Tassou, 2006; Panagou et al.,
2008; Ruiz-Barba et al., 1994) because, until now, the development of
these populations had been mainly monitored in the cover brines. For
the first time, the results obtained in this work clearly demonstrate
the ability of L. pentosus and yeasts to colonize both the abiotic and bi-
otic surfaces which are in contact with the brine, establishing true
mixed species biofilms in Gordal Spanish table olive fermentations.
Some reports about microbial adherence to the skin of olives have
been published to date (De Bellis et al., 2010; Lavermicocca et al.,
2005, 2010; Lavermicocca, 2006; Nychas et al., 2002). However, the
results presented in this study represent substantial advances with
respect to the others. In these previous works only LAB appeared
attached to the surface of the olives but no association or physical
interaction between bacteria and yeasts had been communicated and,
more importantly, the microorganisms did not appear to live embed-
ded in a biofilm matrix as was observed here. It might be speculated
that the absence of true biofilms in such cases was caused by the

addition of the bacteria to already processed table olives and that
those bacteria (L. rhamnosus, L. paracasei, Bifidobacterium bifidum, and
B. longum) were not natural inhabitants of the olive fermentation envi-
ronment (De Bellis et al., 2010; Lavermicocca et al., 2005, 2010). Thus,
they were adhered to the skin of the olives but they could not interact
with the spontaneous microbiota to form true biofilms. In the case of
spontaneous fermentations such as those described by Nychas et al.
(2002), the olives were not pre-treated with lye to disrupt the cuticle
as that which occurs in the Spanish-style method. In these cases, the
cuticle of the olives could act as a barrier for the release of nutrients
from the fruits. In our work, the microorganisms were in direct contact
with the source of nutrients and this circumstance probably plays an
essential role in constructing microbial biofilms on the olive skin.
These microbial communities probably play an important role in the
process thus providing a guarantee of proper fermentation.

4. Conclusion

The environment of olive fermentation provides plenty of solid
surfaces. Supposedly, L. pentosus and yeasts take advantage of this
circumstance to establish complex, multi-species associations in both
abiotic and biotic supports, particularly on the external surface of the
fruits. The reason why the structure of these biofilms appears to be
more complex and consistent on the skin of the fruits than on slides
remains unknown at the moment. However, it might be speculated
that the explanation for the enhanced attachment of the microorgan-
isms among themselves and to the olive surface would be due to a
high availability and concentration of nutrients, e.g., sugars, amino
acids and vitamins, at the olive/brine interface. Probably, the microor-
ganisms would sense this concentration gradient and migrate toward
the surface thus establishing such complex communities. Further
research is needed to investigate the signals which lead to the develop-
ment of these microbial associations, the mechanisms that favor
adhesion between L. pentosus and yeasts and to the surfaces, as was
recently described for L. casei subsp. rhamnosus and Saccharomyces
cerevisiae (Kawarai et al., 2007), and the nature and authorship of the
biofilm matrix. This would contribute to a better understanding of
the formation of biofilms in this natural ecological niche and, particu-
larly, their role in the development of proper table olive fermentation
procedures.
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This work examines the formation of poly-microbial communities adhered to the surface of Manzanilla
olive fruits processed according to the Spanish style. The experimental design consisted of four pilot
fermenters inoculated with four Lactobacillus pentosus strains, plus another fermenter which was not
inoculated and fermented spontaneously. Lactic acid bacteria and yeasts were analysed in depth on olive
epidermis throughout fermentation by plate count, molecular techniques and scanning electron
microscopy. Data show that in all cases high population levels (above 8 logio CFU per olive) were reached
for both groups of microorganisms at the second week of fermentation and that these counts never fell

Keywords: . . . . .

Bi(J)/ﬁlms below 6 logqg CFU per olive during the 3 months that fermenters were monitored. In situ observation of
Olive surface olive epidermis slices revealed a strong aggregation and adhesion between bacteria and yeasts by the
Yeasts formation of a matrix which embedded the microorganisms. Geotrichum candidum, Pichia galeiformis and

Candida sorbosa were the main yeast species isolated from these biofilms at the end of fermentation
(confirmed by RFLP analysis of the 5.8S-ITS region), while molecular characterization of lactobacilli
isolates by means of RAPD-PCR with primer OPLs showed in many cases a high similarity in their banding
profiles with the inoculated strains. Results obtained in this survey show the importance of studying the

Lactic acid bacteria
Spanish-style fermentation

olive epidermis throughout fermentation, because ultimately, olives are ingested by consumers.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Table olives are probably the main fermented vegetable of the
food industry, with an estimated production of 2,200,000 tonnes
per year (I00C, 2010). The elaboration of this food is mainly related
to the Mediterranean Basin, but there are also important producer
regions in Australia, USA and South-America. Thus, table olive
elaboration is widespread around the world and represents an
important economic source for producing countries.

There are several ways to elaborate table olives, but the most
prominent industrial elaboration is the green Spanish style, which
accounts for about 50—60% of the world-wide production. Briefly,
fruits meant for this type of elaboration (Manzanilla, Gordal or
Hojiblanca, among other cultivars) are picked at the green ripening
stage and treated with lye for debittering (1.8—2.2% NaOH) until the
solution reaches 2/3 of the flesh. The process produces hydrolysis of
the glucoside oleuropein. Then, fruits are washed to remove excess
alkali and brined in 8—10% NaCl, where they usually undergo

* Corresponding author. Tel.: +34 954 692 516; fax: +34 954 691 262.
E-mail address: fnarroyo@cica.es (E.N. Arroyo-Lépez).

0740-0020/$ — see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.fm.2012.07.003

a spontaneous lactic acid fermentation (Garrido-Fernandez et al.,
1997).

Biofilms are superficial microbial colonies found on solid
surfaces, mainly at the solid—liquid interface (Davey and O’Toole,
2000; Beer and Stoodley, 2006; Kolter and Greenberg, 2006;
Nobile and Mitchell, 2007; Costerton, 2009; Wimpenny, 2009;
Remis et al., 2010). The biofilm not only includes microorganisms,
but also describes all of the extracellular material produced by them
on the surface and any material trapped within the resulting matrix.
Whereas bacteria may adhere to a surface within minutes, it is
generally assumed that true biofilms take days to develop (Hood
and Zottola, 1995). Although studies of biofilm formation were
primarily focused on biofilms formed by a single species of micro-
organism, several recent studies have been pioneering in the study
of the formation of mixed-species biofilms because, in practice, in
natural environments and foods more than one species is present
(Adam et al., 2002; Kawari et al., 2007; Furukawa et al., 2010).

This is also true for table olive fermentations where diverse
groups of microorganisms play an important role during fermen-
tation determining the quality and flavour of the final product.
Lactic acid bacteria (LAB) and yeasts, which coexist during practi-
cally all the process, are among the most relevant microorganisms
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found in this fermented vegetable. It is generally accepted that
yeasts are able to produce compounds with important organoleptic
attributes (Querol and Fleet, 2006). Homofermentative LAB
(Lactobacillus species) metabolize the sugars available during
fermentation, producing lactic acid which originates the rapid and
safe acidification of brines (Fernindez Diez et al., 1985; Garrido-
Fernandez et al., 1997). The necessity to have a certain level of
assurance in the identification and characterization of both LAB and
yeasts involved in food fermentation, has promoted the develop-
ment of several molecular methods for this purpose. Among others
techniques, like sequencing of 26S and 16S ribosomal genes for
eukaryotic and bacteria, respectively, RFLP analysis of the 5.8.S-1TS
region in the case of yeasts (Esteve-Zarzoso et al., 1999) and
multiplex-PCR of the recA gene with specific primers for Lactoba-
cillus pentosus, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus para-
plantarum (Torriani et al., 2001a), have been widely used for species
identification. For LAB characterization, RAPD-PCR analysis is also
commonly applied (Rossi et al., 1998; Rantsiou et al., 2006; Torriani
et al., 2001b; Urso et al., 2006).

Microbial monitoring of table olive fermentations is mainly
carried out by spreading of the cover brines onto appropriate
culture media. But olives are, in the end, the food ingested by
consumers, so the analysis of the microbiota adhered to fruits
(population levels, species, associations, etc.) is also very important.
Incomprehensibly, this point has received scarce attention by
researchers. In this sense, Nychas et al. (2002) reported the pres-
ence of endogenous bacteria and yeasts on and within naturally
fermented black olives, which was accomplished by scanning
electron microscopy (SEM). Lavermicocca et al. (2005) studied the
ability of exogenous lactobacilli and bifidobacteria species to
adhere and survive in olive samples. More recently, De Bellis et al.
(2010) studied the dynamics of the microbiota adhered to the
surface of debittered green olives cv. Bella di Cerignola in fermen-
tation sets inoculated with the probiotic strain of human origin
Lactobacillus paracasei IPMC2.1. In all these studies, the olive surface
proved to be a good substrate to support microbial growth.

Thus, the main goal of the present work was an in-depth anal-
ysis of the olive epidermis in order to study: a) the evolution
throughout fermentation of the main group of microorganisms
associated to this food, and b) the formation of mixed-species
biofilms among them. For this purpose, molecular (for identifica-
tion and characterization of microorganisms) and SEM analyses (for
in situ observations) were performed.

2. Material and methods
2.1. Olive fermentations

Manzanilla fruits (4.05 4 0.49 g size) were obtained during the
2009/2010 season at the green ripening stage from JOLCA, S.A.
(Huévar del Aljarafe, Seville, Spain), and transported to the labo-
ratory, where they were debittered according to the Spanish style
(lye treatment with 2.3% NaOH). After washing (12 h) to remove
excess alkali, the fruits were brined in polyethylene fermenters
with a capacity for 5.2 kg of fruits and 3.4 L of brine (10% NaCl). After
2 days to reach equilibrium, CO, was bubbled into fermenters to
lower the initial pH to below 6.0 units. Then, four fermenters were
independently inoculated at approximately 5 logio CFU mL~! with
the following L. pentosus strains: TOMC LAB2, TOMC LAB3, TOMC
LAB4 and TOMC LABS5 (henceforth LAB2, LAB3, LAB4 and LAB5). All
the LAB strains were previously isolated from diverse table olive
processing brines and they belong to the Table Olive Microorgan-
isms Collection (TOMC) of Instituto de la Grasa (CSIC, Seville, Spain).
They were selected as a function of diverse phenotypical tests
related to their probiotic potential, such as auto-aggregation,

hydrophobicity, antibiotic and bile resistance, inhibition of patho-
gens, haemolytic activity and resistance to pancreatic and gastric
digestions. Table 1 shows the most promising results obtained from
these assays. At the same time, another fermenter was not inocu-
lated and left to ferment spontaneously. Thus, a total of 5 different
treatments (F1, F2, F3, F4 and F5, for LAB2, LAB3, LAB4, LAB5 and
spontaneous control, respectively) were carried out. Each
fermenter was analysed at least in duplicate.

2.2. Study of the microbial populations

Brine samples were taken at different times throughout
fermentation and diluted, if necessary, in a sterile saline solution
(0.9% NaCl, wt/vol). Then, they were plated using a Spiral System
model dwScientific (Dow Whitley Scientific Limited, England) on
appropriate media. Enterobacteriaceae were counted on Crystal-
violet Neutral-Red bile glucose (VRBD) agar (Merck, Darmstadt,
Germany), LAB were spread onto de Man, Rogosa and Sharpe (MRS)
agar (Oxoid) supplemented with 0.02% (wt/vol) sodium azide
(Sigma, St. Luis, USA), and yeasts were grown on
yeast—malt—peptone—glucose medium (YM) agar (Difco, Becton
and Dickinson Company, Sparks, MD, USA) supplemented with
oxytetracycline and gentamicin sulphate (0.005%, wt/vol) as selec-
tive agents. The plates were incubated at 30 °C for 48—72 h and
counted using a CounterMat v.3.10 (IUL, Barcelona, Spain) image
analysis system. Brine counts were expressed as logjg CFU mL™,

At the same time, to determine microorganisms adhered to olive
epidermis, the protocol developed by Bockelmann et al. (2003) was
slightly adapted to the specific case of table olives. Briefly, two fruits
from each fermenter were randomly taken at different sampling
times and washed for 1 h with 250 mL of a sterile PBS buffer
solution. Then, olives were transferred to 50 mL of a PBS solution
with the following enzymes: 14.8 mg L' lipase (L3126),
12.8 mg L' B-galactosidasa (G-5160) and 21 uL L~! a-glucosidasa
(G-0660) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). To achieve biofilm disin-
tegration and removal of the adhered cells, the fruits were incu-
bated at 30 °C in this enzyme cocktail with slight shaking
(150 rpm). After 12 h, the olives were removed and the resulting
suspension was centrifuged at 9000x g for 10 min at 4 °C. Finally,
the pellet was re-suspended in 2 mL of PBS and spread onto the
different culture media described above. Olive counts were
expressed as logio CFU per olive.

Changes in the microbial populations versus time in both brines
and olive surface were assessed by estimating the area under the
corresponding growth/decline curves. Areas were calculated by
integration using OriginPro 7.5 software (OriginLab Corporation,
Northampton, USA). This parameter has proven to be a good indi-
cator of the overall microbial growth due to its relationship with
the biological growth parameters maximum specific growth rate,

Table 1

Main ‘in vitro’ phenotypic characteristics related to the probiotic potential of the
Lactobacillus pentosus strains isolated from table olives and used in the present work
to inoculate fermenters.

Strain Survival to Auto-aggregation Hydrophobicity
gastric and (%) (%)
pancreatic
digestions (%)

*Lactobacillus 0.001 39.1 0.2

rhamnosus
GG

LAB2 0.003 53.3 52

LAB3 0.008 76.5 8.5

LAB4 0.004 58.1 25.7

LAB5 0.007 27.0 13

*Note: L. rhamnosus GG was used as reference strain because of its well known
probiotic characteristics.
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lag phase and maximum population level (Bautista-Gallego et al.,
2008; Arroyo-Lépez et al., 2009).

2.3. Molecular identification and characterization of the microbial
populations

For identification of the yeast biodiversity present on the olive
surface at the end of fermentation, ten isolates were picked
randomly for each treatment from the suspension obtained after
detachment of biofilms. Identification was based on the RFLP
analysis of the 5.8S-ITS region with endonucleases Cfol, Haelll and
Hinfl (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) according to the
protocol described by Esteve-Zarzoso et al. (1999). The obtained
banding profiles (a total of fifty) were compared for homology in
the Yeast-id database (https://yeast-id.com, University of Valencia
and IATA—CSIC, Spain).

For characterization of the lactobacilli strains, a RAPD-PCR
analysis with primer OPL5; was followed according to the protocol
described by Rossi et al. (1998). This methodology was used to
assess the percentage of similarity of the LAB population at the end
of fermentation with the inoculated strains. As in the previous case,
ten LAB isolates (named from A to J) were randomly picked from
the suspension obtained after detachment of biofilms and their
banding profiles (from 100 up to 4000 bp) compared with the
inoculated strain for each treatment. For this purpose, PCR products
were electrophoresed in a 2% agarose gel and visualized under
ultraviolet light by staining with ethidium bromide. The resulting
fingerprints were digitally captured and analysed with the Bio-
Numerics 6.6 software package (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).
The similarity among digitalized profiles was calculated using the
Pearson product—moment correlation coefficient. The dendrogram
was generated by means of the Unweighted Pair Group Method
using the Arithmetic Average (UPGMA) clustering algorithm. All
LAB isolates obtained at the end of fermentation, a total of fifty,
were also identified by multiplex PCR of recA gene with species-
specific primers for L. pentosus, L. plantarum and L. paraplantarum
(Torriani et al., 2001a) to corroborate that they also belonged to the
inoculated L. pentosus species.

2.4. Scanning electron microscopy

For “in situ” observations of the microbiota adhered to olive
epidermis, the method developed by Kubota et al. (2008) was
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followed. Olives were taken from each fermenter at the end of
fermentation and washed twice for 1 h with a 100 mM phosphate
buffer (pH 7.0). Then, the fruits were placed for 2 h in the same
phosphate buffer with 5% glutaraldehyde and then washed several
times. Slices (0.5 cm?) of the olive epidermis were dehydrated in
increasing concentrations of ethanol (50, 70, 80, 90, 95 and 100%)
and fixed onto glass slides. Finally, samples were sputtered with
gold using a Scancoat Six SEM sputter coater equipment (Edwards,
Gat, Israel) for 180 s and observed with a scanning electron
microscopy model JSM-6460LV (Jeol Ltd, Tokyo, Japan).

3. Results

In this work, the in-depth formation of mixed-species biofilms
on the olive epidermis of Manzanilla fruits processed according to
the Spanish style was examined. To prove that the formation of
these biofilms was a generalized process, we adopted the strategy
to carry out five different and independent fermentation processes
inoculated with four L. pentosus strains (all of them isolated from
diverse table olive processing), while the other fermentation was
left to ferment spontaneously. The formation of biofilms on fruits
is an important finding, because olives could be the vehicle of
entry of probiotic microorganisms to the human body. Below, the
main results obtained from the microbial, molecular and SEM
analyses independently performed for each treatment are shown,
identifying and characterizing the microbial populations on the
olives at the end of fermentation when fruits are ready for
consumption.

3.1. Evolution of the microbial populations in both fermentation
brines and olive surface

Fig. 1 shows the changes in the LAB and yeast populations in the
cover brines of the five treatments. LAB population showed a lag
phase of approximately 5 days in the spontaneous and non-
inoculated fermentation. After this period, LAB began to actively
grow. However, in the inoculated fermenters, the inocula showed
a first phase of inactivation (more evident in the case of F3 with
areduction of 3 decimal logarithm), followed by a vigorous phase of
growth after this adaptation period. In any case, the maximum
population level reached (~8.5 logjo CFU mL™!) was noticed at
the same time (around day 10 of fermentation) for all fermenters.
Then, the population slightly decreased, but a level above 6
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Fig. 1. Lactic acid bacteria (a) and yeast (b) counts in the cover brine of the different treatments analysed in the present study. Values are the average of duplicate measurements.
Measurement errors were intentionally omitted to favour readability of the graphs but they were always below 10%.
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logip CFU mL~! was always noticed even after three months of
fermentation (Fig. 1a). In the case of yeasts, the growth in brine was
more variable with marked serrated peaks (Fig. 1b). A lag phase of
approximately 10 days was found in all treatments, and the
maximum population level reached was lower than LAB (around 6
logig CFU mL~}, except for F4 which was even lower with ~4
logio CFU mL™'). These maximum population levels were kept
constant between approximately the 15th and the 40th day of
fermentation, with a slight trend to decrease later. These data
clearly show that yeast growth in the fermentation brines was less
vigorous than LAB. Finally, Enterobacteriaceae growth was not
significant in the present study, and only at the beginning of
fermentation low population levels (<3 logig CFU mL™!) were
detected in the cover brines, which rapidly disappeared at the end
of the second week of fermentation because of the low pH obtained
(data not shown).

Fig. 2 shows the evolution of the LAB and yeast populations
versus time on the olive epidermis for the five assayed treatments.
Olive surfaces were completely absent of microorganisms at the
beginning of fermentation for both LAB (Fig. 2a) and yeasts (Fig. 2b).
However, at day 10 of fermentation, a considerable number of
microbial cells had already colonized the olive epidermis, reaching
their maximum population levels at day 20 of fermentation with
approximately 9 logio CFU per olive for LAB, and 8 logip CFU per
olive for yeasts. Even after 3 months of fermentation, a high
number of microorganisms could still be recovered from the olive
skin. From Fig. 2a and b, it can be clearly deduced that LAB and yeast
growth on the olive surface was much more homogeneous (similar
population levels and growth evolution) compared to the fermen-
tation brines. This was possible because of the fact that yeasts grew
much better on the olive skin than in the cover brines. No Enter-
obacteriaceae were recovered from the olive epidermis.

Unfortunately, it was not possible to fit any primary model to the
microbial growth in brine or adhered to the olive surface data. For
this reason, the study of the evolution of LAB and yeast populations
in both brines and olive epidermis was analysed by means of the
area obtained under their respective counts versus time curves as
a valuable parameter to compare among microorganism pop-
ulations. Fig. 3a shows how, overall, LAB growth in the cover brines
was statistically more vigorous (higher areas, mean value of 870)
than yeasts (499) and Enterobacteriaceae (45), but on the contrary,
the area values obtained for the olive surface for both LAB and
yeasts were rather similar and not statistically different (801 vs. 741,
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Fig. 3. Areas under microbial growth/curves for lactic acid bacteria (LAB), yeasts and
Enterobacteriaceae in the cover brines (a) and olive epidermis (b) of the different
treatments analysed in the present study.

respectively) (Fig. 3b). These data confirm the results previously
shown in Figs. 1 and 2. Finally, no significant differences were found
among fermenters for any LAB and yeasts in the cover brines or
olive epidermis.
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Fig. 2. Lactic acid bacteria (a) and yeast (b) counts in the olive epidermis of the different treatments analysed in the present study. Values are the average of duplicate
measurements. Measurement errors were intentionally omitted to favour readability of the graphs, but they were always below 10%.
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3.2. Identification and characterization of microorganisms adhered
to the olive surface

As shown above, the olive epidermis was mainly colonized by
LAB and yeasts. But it is also interesting to know which yeast
species are present on olive epidermis as well as the percentage of
similarity of the LAB population with respect to the inoculated
strains, which give us an idea of the imposition of the selected
microorganisms over the native LAB microbiota at the end of
fermentation. This task was accomplished by a molecular approach,
using RFLP analysis of the 5.8S-ITS region for yeast identification
and RAPD-PCR analysis with primer OPLs for LAB characterization.

In a first step, it was confirmed that all the LAB isolates belonged
to the same inoculated species, L. pentosus. This task was achieved
using specific primers for L pentosus, L. plantarum and
L. paraplantarum (data not shown). Then, a dendrogram was
generated using the patterns of the fifty LAB isolates randomly
obtained from olive epidermis plus the four inoculated strains
(Fig. 4). The cluster analysis shows that the isolates obtained from
the F3 fermenter formed a group clearly differentiated from the rest
of the lactobacilli, sharing only 64% similarity in their banding
profile with the isolates obtained from the rest of treatments
(except for F4-E strain where the coefficient of correlation was 78%).
Within this separated cluster, the strain used to inoculate the F3
fermenter, LAB4, was also included. Eight isolates of this cluster and
the inoculum were quite similar among themselves, with a coeffi-
cient of correlation above 87%. Isolates of the spontaneous treat-
ment (F5) formed another cluster clearly differentiated from F1, F2,
and F4 isolates using 78% as coefficient of the correlation (except for
F1-E, F1-F and F1-D where the coefficient of correlation was 88%).
The dendrogram also shows that F5 isolates were quite similar
among themselves, with a coefficient of similarity above 93%. LAB5
and practically all the isolates obtained from the fermenter where
this strain was inoculated (F4), formed a separate cluster using 85%
as the coefficient of correlation. All these strains shared an 89%
coefficient of similarity. Finally, LAB2 together with the majority of
isolates obtained from the F1 and F2 fermenters, formed another
separate cluster sharing a 90% coefficient of similarity among
themselves.

Regarding the yeast species isolated from olive biofilms, a rela-
tively low biodiversity was noticed with only three different species
found. Their PCR products ranged from 390 (Geotrichum candidum)
to 480 bp (Candida sorbosa) (Table 2). G. candidum was isolated at
high frequencies in four of the five fermenters (F1, F2, F3 and F4),
Pichia galeiformis in three of five (F1, F2 and F3) while C. sorbosa was
only isolated in two of five (F2 and F5). Table 2 shows the
frequencies obtained for each yeast species in each fermenter and
their restriction banding profiles. G. candidum was the most
frequent species found in F1, F3 and F4 treatments (always above
70%), while C. sorbosa was in F2 (50%) and especially in F5 (100%).

3.3. In situ observations of the olive epidermis

Slices (0.5 cm?) of olive epidermis from all fermenters were
analysed to prove the in situ presence of the mixed-species biofilms
between yeasts and LAB at the end of fermentation. Previously,
fruits were washed to remove non-adhering cells and then
observed by SEM. As can be seen in Fig. 5 as an example,
a considerable amount of LAB and yeasts were strongly adhered to
the olive surface in the spontaneous fermenter F5. This micrograph
shows that the microorganisms were strongly embedded in an
exopolysaccharide matrix, with some cells leaving the biofilm.
Similar pictures were also taken for the rest of fermenters, which
confirm the high values obtained from the plate count of the olive
surface.
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Fig. 4. Dendrogram generated after cluster analysis of the digitalized PCR fingerprints
with primer OPLs. Reference for treatments is from F1 to F5, while A—] is the reference
for the isolate obtained within each fermenter. LAB2, LAB3, LAB4 and LAB5 are the
potential probiotic Lactobacillus pentosus strains used to inoculate F1, F2, F3 and F4,
respectively.

4. Discussion

In the early 1970s, researchers had already mentioned that
microorganisms might attach to foods and food contact surfaces
(for a complete review see Hood and Zottola, 1995). In the specific
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Table 2

Yeast species and frequencies of their presence at the end of fermentation on the olive skin in the different treatments assayed in the present work.

EN. Arroyo-Lopez et al. / Food Microbiology 32 (2012) 295—301

Fermenter Species PRC product (bp) Banding profiles for the restriction enzymes (bp)
Cfol Haelll Hinfl % Frequency*®
F1 Geotrichum candidum 390 390 390 200 + 110 + 80 70%
Pichia galeiformis 450 250 + 110 + 90 310 +90 + 70 250 + 200 30%
F2 Candida sorbosa 480 250 + 110 + 90 310 + 100 + 70 210 + 100 + 70 50%
Geotrichum candidum 390 390 390 200 + 110 + 80 40%
Pichia galeiformis 450 250 + 110 + 90 310 +90 + 70 250 + 200 10%
F3 Geotrichum candidum 390 390 390 200 + 110 + 80 70%
Pichia galeiformis 450 250 + 110 + 90 310 +90 + 70 250 + 200 30%
F4 Geotrichum candidum 390 390 390 200 + 110 + 80 100%
F5 Candida sorbosa 480 250 + 110 + 90 310 + 100 + 70 210 + 100 + 70 100%

2 Frequencies in each treatment were determined by comparing the RFLP analysis of the 5.8 ITS region of 10 yeast isolates taken randomly from the olive surface.

case of table olives, the presence of indigenous bacteria and yeasts
colonizing the olive skin was mentioned for the first time by Nychas
et al. (2002) in fermented black olives. These authors used SEM
analysis to show that yeasts tended to predominate on the skin
surface and in the stomal opening, whereas bacteria predominated
in the intercellular spaces of the sub-stomal cells. In this work, we
also prove that both groups of microorganisms easily colonize
(before the second week of fermentation) the olive epidermis of
Manzanilla fruits processed according to the Spanish style, which is
the main type of table olive elaboration. Both groups of microor-
ganisms reached high population levels in the skin of the fruits
(above 8 log1g CFU per olive). However, these counts could be even
underestimated because when cells are removed from a surface,
some clumps may not be dispersed. The study of Lavermicocca et al.
(2005) also shows that olive surface could be colonized by exoge-
nous microflora not isolated originally from table olive fermenta-
tions. These authors added high inoculum levels of different
probiotic strains to several table olive elaborations, obtaining high
counts from the olive surface, especially for L. paracasei IMPC2.1,
a human-origin isolate.

In the present survey, a mixed-species biofilm between yeasts
and LAB were found in five different treatments independently
performed, including both inoculated and spontaneous fermenta-
tions. This is indicative that biofilm formation in table olive pro-
cessing may be a generalized process, at least for the L. pentosus
species. Mixed-species biofilm formation between LAB and yeasts
has been described by several authors. Kawari et al. (2007)
mentioned the production of an active substance (between 3 and
5 kDa) which favoured the formation of protrusions on the yeast

Fig. 5. Yeasts and bacteria (marked with arrows) adhering to the olive surface in the
spontaneous treatment F5. Picture was taken by scanning electronic microscopy and
show at the bottom, from left to right, the used voltage, the scale, the distance in mm
from microscopy to the sample and the spot size.

surface facilitating adhesion between Lactobacillus casei subsp
rhamnosus and Saccharomyces cerevisiae Kyokay-10. Furukawa et al.
(2010) also mentioned the formation of mixed biofilms between
L. plantarum ML11-11 and S. cerevisiae Y11-43, but in this case
a direct cell—cell contact was suggested.

We have molecularly identified the yeast population present in
olive biofilms, which was mainly formed by the species
G. candidum, P. galeiformis and C. sorbosa. These species have
already been previously isolated from diverse table olive processing
by Arroyo-Lépez et al. (2006) and Rodriguez-Gémez et al. (2010).
On the contrary, the only LAB species isolated from biofilm in this
survey was L. pentosus. The molecular characterization by RAPD-
PCR of the LAB isolates obtained from the biofilms showed that in
many cases the majority strain at the end of fermentation on the
olive epidermis was the strain initially inoculated in the cover
brine, which is indicative that certain lactobacilli strains have
a good predisposition to colonize olive epidermis and to predom-
inate during fermentation. This is an important aspect because only
well adapted and competitive strains should be considered in the
case of starter culture development, particularly if the product is
intended for probiotic purposes. Torriani et al. (2001b) used RAPD-
PCR to differentiate among different L. pentosus, L. plantarum and
L. paraplantarum strains, found a high reproducibility of this tech-
nique (92%).

In F3 and F4 fermenters, the banding profiles of the LAB isolates
showed a high similarity with the inoculated strains for these
treatments (LAB4 and LABS, respectively). However, in F1 and F2
treatments, the molecular characterization shows that lactobacilli
isolates obtained from these fermenters shared a high similarity in
their banding profiles only with the inoculated strain LAB2, thus
indicating that LAB3 was probably displaced from the F2 fermenter.
Our results contrast with those obtained by De Bellis et al. (2010),
who showed a considerable genetic biodiversity among LAB species
that colonized Bella di Cerignola olive surface, although L. pentosus
was also the most frequently found Italian native species showing
a high intra-diversity throughout fermentation.

The in situ observation of biofilms showed that cells were
embedded in an exopolysaccharide matrix, which could help
microorganisms to survive for long time periods or to resist the
environmental stresses that usually govern table olive fermenta-
tions (low pH, high salt concentration and presence of phenolic
compounds). This concept was already proposed by Hood and
Zottola (1995), who mentioned that adherent microorganisms
included in food biofilms may be more resistant to sanitizers than
free-living cells. Years later, Kubota et al. (2008) proved that
L. plantarum JCM1149 cell biofilms were more resistant to envi-
ronmental stresses than the planktonic cells. Moreover, another
reason for microorganisms to colonize the olive epidermis could be
because the fruits are the source of substrates (vitamins, amino-
acids, sugars, etc.) that microorganisms need to grow, so the
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colonization of olive skin by certain strains could mean an adaptive
advantage over other non-forming biofilm strains. This way, Hood
and Zottola (1995) mentioned the role of nutrient limitation in
biofilm formation.

5. Conclusions

In summary, the results obtained in this work show that fer-
mented olive epidermis should be studied further because of the
high number of microorganisms isolated and because they can
form complex mixed biofilms on the surface of the fruits. This
represents an important finding because if probiotic strains had
this capacity, olives could be the vehicle for the entry of autoch-
thonous table olive microorganisms into the human body.
However, further research must be carried out to elucidate the
physiological and genetic reasons for biofilm formation by native or
inoculated olive microflora.
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In the present work, the effect of co-culture on bacteriocin production by selected lactic acid bacteria
(LAB) was studied. Thus, the co-culture of two bacteriocin-producer strains, Lactobacillus plantarum NC8C
and Enterococcus faecium 6T1a, resulted in a significant reduction or even suppression of bacteriocin
production by both strains. The phenomenon was not restricted to these two strains since we have
further proved that it was more general and also occurred in several other co-cultures with LAB
isolated from different food fermentations. This decrease in bacteriocin production was confirmed to be
non cell—cell contact-dependent by using a two-compartment system in which the microorganisms
were separated by a 0.2-um-pore-size membrane. In addition, cell-free supernatants from certain co-
cultures were able to suppress bacteriocin production in other strain cultures. In light of these find-
ings, we hypothesize that such interactions between microorganisms should be taken into account to
improve the development of bacteriocin-producing starter cultures used in food fermentations in order
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to avoid a negative effect on the quality of the fermented product.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lactic acid bacteria (LAB) are ubiquitous microorganisms
frequently associated with fermented foods and beverages
including dairy products, sausages, and vegetables (Giraffa,
Chanishvili, & Widyastuti, 2010; Hugas & Monfort, 1997). Many
of these processes are based on traditional methods that use non-
sterilized raw materials which cause spontaneous fermentations
due to different populations of microorganisms. In the case of
vegetables, and particularly in olive fermentations, a heteroge-
neous LAB population coexists in high density with a diverse
yeast population throughout the fermentation process (Arroyo-
Lopez, Querol, Bautista-Gallego, & Garrido-Fernandez, 2008).
Although many foods are still fermented naturally, selected
autochthonous LAB are often used as specific starter cultures. In
addition to their contribution to the development of the specific
properties of the final product, LAB starter cultures prevent food
spoilage and prolong the shelf life of foods through the produc-
tion of a wide range of antimicrobial substances. Among these,
bacteriocins have been shown to be very useful for allowing
the producing strain to control the fermentative process

* Corresponding author. Tel.: +34 00 954692516; fax: +34 00 954691262.
E-mail address: rjimenez@cica.es (R. Jiménez-Diaz).
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(Ruiz-Barba, Cathcart, Warner, & Jiménez-Diaz, 1994; Ruiz-Barba
& Jiménez-Diaz, 2012).

Bacteriocins are peptides or proteins with antimicrobial activity
mainly directed against related species. Recently, a number of
bacteriocins from LAB have been biochemically and genetically
characterized (Reis, Paula, Casarotti, & Penna, 2012). Most of the
bacteriocins described in Lactobacillus to date are constitutively
produced and only a few are regulated (Diep, Straume, Kjos, Torres,
& Nes, 2009; Rojo-Bezares et al., 2007). Among these, plantaricin
NC8 (PLNC8), a quorum sensing-regulated class IIb bacteriocin, is
particularly relevant because it was produced by Lactobacillus
plantarum NC8 only after co-cultivation with specific Gram-positive
strains (Maldonado, Ruiz-Barba, & Jiménez-Diaz, 2004). A similiar
phenomenon has been recently described for Lactobacillus acid-
ophilus La-5 (Tabasco, Garcia-Cayuela, Pelaez, & Requena, 2009). In
addition to PLNCS, the strain NC8 produced two other regulated
class IIb bacteriocins, named plantaricins EF (PLEF) and JK (PLJK)
(Maldonado et al., 2004). Along with the induced bacteriocins, an
autoinducer peptide (PLNC8IF) was produced upon co-culture of
the NC8 strain. More recently, it has been shown that the growth
and survival of L. plantarum NC8 in olive fermentations was greatly
enhanced when it was co-inoculated with bacteriocin-production
inducing bacteria possibly due to a stimulus involving the
enhancement of bacteriocin production, among other responses
(Ruiz-Barba, Caballero-Guerrero, Maldonado-Barragan, & Jiménez-
Diaz, 2010). These findings led to the postulate that bacteriocin
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producing and bacteriocin-inducing strains could be associated in
mixed starter cultures for food fermentation.

Since microorganisms grow in poly-microbial communities in
nature, it is possible that interactions between community
members influence their behaviour (Paramithiotis, Gioulatos,
Tsakalidou, & Kalantzopoulos, 2006; Sieuwerts et al., 2010; Smith,
Fratamico, & Novak, 2004). Such interactions could involve inter-
species signalling due to diffusible molecules (di Cagno et al., 2007,
2010). Recently, a number of papers dealing with such interactions
between LAB and yeast in food fermentations have been published
(Kawarai, Furukawa, Ogihara, & Yamasaki, 2007; Tada, Katakura,
Ninomiya, & Shioya, 2007). Most of those interactions had benefi-
cial effects on the implicated strains (increased production levels of
proteins related to stress responses, facilitated biofilm formation,
etc...) and consequently, for the fermentation process. However, in
some cases these interactions may produce undesirable side effects
and thus negatively influence the fermentation process (Giraffa
et al, 2010; Savard, Beaulieu, Gardner, & Champagne, 2002;
Smith et al., 2004). In the present study we show that the co-
culture of two bacteriocin-producer strains, L. plantarum NC8C
and Enterococcus faecium 6T1a, results in a significant reduction or
suppression of bacteriocin production. We further show that this
phenomenon is not restricted to these two strains and that it also
occurs in several other co-cultures with selected LAB isolated from
different food fermentations. We propose that if bacteriocin-
producing starter cultures are going to be used in food fermenta-
tions, such interactions should be previously checked in order to
avoid failure from the starter, which could negatively affect the
quality of the final product.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and media

L. plantarum NC8C is an L. plantarum NC8-derivative strain
carrying the plasmid pSIG308, which confers to the former
constitutive production of the plantaricins PLNC8, PLEF, and PLJK,
together with the autoinducer peptide PLNC8IF (Maldonado et al.,
2004). E. faecium 6T1a is a constitutivelyenterocins L50A- and
L50B-producer and E. faecium 6T1a-20 is its non-bacteriocin-
producing, bacteriocin sensitive derivative (Floriano, Ruiz-Barba,
& Jiménez-Diaz, 1998). 159 additional LAB strains belonging to
our collection were used, most of them previously isolated from
different food fermentations, mainly vegetable fermentations.
Among them, the plantaricin S producer strains Lactobacillus pen-
tosus LPCO10 or LPP3 (Jiménez-Diaz, Rios-Sanchez, Desmazeaud,
Ruiz-Barba, & Piard, 1993), L. pentosus LPS2005 (produces an
unknown bacteriocin, unpublished results), and L. plantarum
strains Lb5p, Lb5q, 57/1, 57/2, and 44/1 (PLEF and PLJK producers,
unpublished results). The bacterial strains shown in Table 1 were
used as indicator organisms in bacteriocin assays. All LAB strains
were maintained as frozen stock at —20 °C in distilled water plus
20% (vol/vol) glycerol and propagate in MRS (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, England) at 30 °C before use.

2.2. Bacteriocin assays

To test bacteriocin activity in co-cultures, overnight cultures of
each strain in MRS broth (Oxoid) were inoculated in fresh MRS
broth at ca. 107 CFU/ml. After incubation at 30 °C for 6 h or 24 h, the
cultures were centrifuged (15,000 x g, 5 min, 4 °C), and then the
supernatants were filter sterilized through a 0.22-um-pore-size
Millex-GV filter (Millipore Iberica, Madrid, Spain). Cell free super-
natants (CFS) were assayed for bacteriocin activity by the agar drop
diffusion test, using L. pentosus 128/2 as an indicator strain

Table 1
Differential sensitivity of indicator strains to bacteriocins produced by Lactobacillus
plantarum NC8C and Enterococcus faecium 6T1a.

Indicator strain Lactobacillus plantarum Enterococcus faecium 6T1a

NC8C
Plantaricin  Plantaricins  Enterocins L50A
NC8 EF and JK and L50B
Lactobacillus + + 4
pentosus 128/2
Pediococcus - + +
pentosaceus FBB63
Lactobacillus + + _
pentosus 55/1
Lactobacillus - - +

plantarum VI1

Ten microlitres of MRS-broth cell-free culture supernatants from L. plantarum NC8C
or E. faecium 6T1a were spotted on lawns of the indicator strains in MRS agar plates.
The plates were incubated overnight at 30 C and then examined for inhibition
halos. +, presence and —, absence of inhibition halos.

(Jiménez-Diaz et al., 1993). After incubation at 30 °C, the plates
were examined for clear inhibition halos with regular edges. As
controls, monocultures of each strain were assayed for bacteriocin
production as described above.

To specifically quantify the different bacteriocins produced by
L. plantarum NC8C and E. faecium 6T1a in co-culture, a set of four
indicator strains were selected from our strain collection on the
basis of their ability to detect one bacteriocin or the other (Table 1).
Bacteriocin activity was quantified in a microtiter plate assay
system and the activity was expressed as bacteriocin units per ml
(BU/ml) as described previously (Jiménez-Diaz et al., 1995). One BU
was arbitrarily defined as the amount of bacteriocin that inhibited
the growth of the indicator strain by 50% (50% of the turbidity of the
control culture without bacteriocin).

2.3. Partial characterization of the inhibition of bacteriocin
production in co-cultures

To investigate whether cell—cell contact was necessary for the
inhibition of bacteriocin production, a co-culture method was used
consisting of a two-compartment system in which each well of a 96-
well polystyrene plate was separated into two compartments of 0.2-
um-pore-size Anopore membranes (Nunc tissue culture inserts,
eight-well strip; Thermo Fisher Scientific, Roskilde, Denmark)
(Yoshida, Ansai, Takehara, & Kuramitsu, 2005). The NC8C strain was
inoculated into the upper compartment and E. faecium 6T1a was
added into the lower compartment, and vice versa, both strains being
at a final concentration of ca. 107 CFU/ml. After incubation for 6 h at
30 °C, samples of both compartments were diluted in saline and
spread onto MRS agar for the enumeration of each strain. The rest of
the culture media in both compartments were then mixed and
centrifuged at 15,000 x g for 5 min at4°C, and the CFS were tested for
bacteriocin activity using the set of indicator strains as mentioned
above. In control assays, the NC8C and the 6T1a strains were indi-
vidually inoculated either in the upper or the lower compartment at
identical CFU/ml just as for the co-cultures. Each assay was repeated
eight times in separate experiments, at least in triplicate.

The ability of CFS from L. plantarum NC8C—E. faecium 6T1a co-
cultures to inhibit bacteriocin production by L. plantarum NC8C or
E. faecium 6T1a monocultures was assayed. One hundred micro-
litres of CFS from each strain were added to fresh MRS broth
(900 pl) containing ca. 10’ CFU/ml from an overnight culture of
L. plantarum NC8C or E. faecium 6T1a and incubated at 30 °C for 6 h.
Samples were taken, diluted in saline and spread onto MRS to count
cells. Bacteriocin activity in the CFS was assayed using the agar drop
diffusion test as described above. CFS from the co-cultures of
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L. plantarum NC8C or E. faecium 6T1a in combination with those LAB
from the 159 tested which showed inhibition of bacteriocin
production were also assayed.

Heat-treated LAB cultures were tested for their ability to inhibit
bacteriocin production by L. plantarum NC8C or E. faecium 6T1a
monocultures. For this purpose, overnight broth cultures of each
159 LAB were incubated at 65 °C for 1 h, centrifuged, and the pellets
were suspended in the same, fresh MRS initial volume. Then, 100 pl
of the various heat-treated cultures were added to fresh MRS broth
containing ca. 107 CFU/ml of an overnight culture of L. plantarum
NC8C or E. faecium 6T1a. The mixtures were incubated at 30 °C for
6 h and the bacteriocin activity was assayed as described above.

2.4. Sodium dodecyl sulphate-polyacrilamide gels (SDS-PAGE)

Detection of the antimicrobial activity by L. plantarum NC8C and
by E. faecium 6T1a in CFS from 6 h-MRS monocultures and co-
cultures was achieved by SDS-PAGE using 18.5% acrylamide gels
(Bhunia & Ray, 1987; Jiménez-Diaz et al., 1993). Briefly, three gels
were run in parallel and after electrophoresis they were fixed in
a solution of 20% isopropanol and 10% acetic acid for 2 h and washed
in deionized water for 6 h. The gels were placed in a sterile petri dish
and overlaid with 5 ml of MRS soft agar (MRS broth plus 0.8% agar)
containing about 10° cells of the indicator bacteria. The plate was
incubated at 30 °C for 18 h and examined for a zone of inhibition.
Three different indicator strains, L. pentosus 55/1, L. plantarum VI1 as
specific bacteriocin-sensitive strains (Table 1), and L. pentosus 128/2
as a universal bacteriocin-sensitive strain were used.

2.5. Bacteriocin activity in pH 5.0-regulated L. plantarum NC8C—E.
faecium 6T1a co-cultures

We further studied bacteriocin production in L. plantarum
NC8C—E. faecium 6T1a co-cultures at a pH regulated at 5.0. A 2-liter
Biostat MD fermentor (B. Braun-Biotech, Melsungen, Germany)
containing 1 L of MRS broth was used, the initial pH was adjusted to
5.0 and this value was maintained during the fermentation by
adding 2 M sodium hydroxide. The temperature was held at 30 °C
and agitation was set at 40 rpm. In co-culture experiments, the
NC8C and 6T1a strains were each inoculated at ca. 10’ CFU/ml and
samples were taken at 2-h intervals, diluted in saline, and spread
onto MRS agar for the determination of CFU/ml. Colonies from
L. plantarum NC8C and E. faecium 6T1a growing in MRS agar are
morphologically different and one strain can be easily distin-
guished from the other. For the quantification of bacteriocin
production, the indicator strains L. pentosus 55/1 and L. plantarum
VI1 were used. As controls, monocultures of both strains were
created under the same conditions.

3. Results and discussion

3.1. Co-culture of L. plantarum NC8C with E. faecium 6T1a results in
a significant reduction in bacteriocin production by both strains

In this work we show that the co-culture of the bacteriocin-
producer L. plantarum NC8C, a derivative from the quorum sensing-
regulated bacteriocin producer L. plantarum NC8 (Maldonado et al.,
2004) with E. faecium 6T1a, an enterocin-producer, results in
a significant reduction in bacteriocin production by both strains.
When the bacteriocin activity in co-cultures was assayed by the agar
drop diffusion test, it could be observed that the diameters of the
inhibition halos were smaller in co-cultures than in single strain
cultures, thus indicating a reduction in bacteriocin production in co-
cultures as compared to their monoculture counterparts (Fig.1). This
decrease in bacteriocin activity was not attributed to a significant

Fig. 1. Bacteriocin activity of CFS from L. plantarum NC8C and E. faecium 6T1a against
L. plantarum VI1 (A), or against L. pentosus 55/1 (B), generated in a two-compartment
system (see text). In 1, bacteriocin activity of co-cultures by NC8C and 6T1a; in 2,
bacteriocin activity of NC8C single cultures; and in 3, bacteriocin activity of 6T1a single
cultures.

reduction in the number of viable bacteria in co-cultures as very
similar CFU/ml levels were obtained for each strain either in co-
culture or in single cultures (see supplementary material). The
quantitative bacteriocin assay revealed a decrease in bacteriocin
activity from 5420 BU/ml in single cultures to 720 BU/ml in the
corresponding co-culture in the case of E. faecium 6T1a. For
L. plantarum NC8C, bacteriocin activity was reduced from 160 BU/ml
in a single culture to 0 BU/ml in co-cultures.

It has been previously shown that E. faecium 6T1a-20, a non-
bacteriocin-producer E. faecium 6T1a derivative (Floriano et al.,
1998), enhances the production of bacteriocins by L. plantarum
NC8 in co-cultures (Maldonado et al., 2004). Therefore, it could be
deduced that E. faecium 6T1a also enhanced bacteriocin production
by L. plantarum NC8C. In that case, the phenomenon of interference
in the production of bacteriocins by the NC8C strain became more
evident because the inhibitory activity detected should be the
difference between the amount of induced and that of the
repressed bacteriocins. In fact, as shown in Fig. 2A and C (lane 4),
the co-culture of L. plantarum NC8C with E. faecium 6T1a resulted in
a slight decrease in bacteriocin production by L. plantarum NC8C
(180 BU/ml) whereas bacteriocin production by L. plantarum NC8C
increased in co-cultures with E. faecium 6T1a-20 (360 BU/ml) (lane
2). This suggests that the level of bacteriocin produced by
L. plantarum NC8C in a co-culture with E. faecium 6T1a is the result
of a balance between the inducing and inhibitory activities exerted
by E. faecium 6T1a. Also, L. plantarum NC8C negatively impacted the
production of enterocins in E. faecium 6T1a as shown in Fig. 2A and
B (lanes 4 and 5). Taking into account that only 1/10 volume of the
corresponding CFS was run in lane 5, the inhibition of bacteriocin
production in E. faecium 6T1a in co-culture was very strong.

3.2. Production of bacteriocins by both strains dramatically falls in
co-culture at regulated pH of 5.0

Bacteriocin production in L. plantarum NC8C—E. faecium 6T1a
co-cultures was studied at a regulated pH of 5.0. We selected this
pH (within the range 6.4—4.0) because, at this level, there was no
detrimental effect on the survival of the co-cultured strains but, on
the contrary, the inhibition of bacteriocin production was higher
than at any other assayed pH.

As shown, the production of bacteriocins by the two strains
dramatically falls in the co-culture as compared with its respective
monocultures (Fig. 3B). Here, it is interesting to note not only the
differences in bacteriocin activity shown by both strains in co-
culture with respect to its respective single cultures but also in
the different kinetics of bacteriocin production observed in single
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Fig. 2. Detection of the bacteriocins produced by L. plantarum NC8C or E. faecium 6T1a
in single culture or in co-culture by SDS-PAGE. In each gel, lane 1, CFS from a E. faecium
6T1a-20, a non-bacteriocin-producer E. faecium LP6T1a derivative, single culture; lane
2, CFS from a L. plantarum NC8C—E. faecium 6T1a-20 co-culture; lane 3, CFS from
a L. plantarum NC8C single culture; lane 4, CFS from a L. plantarum NC8C—E. faecium
6T1a co-culture; lane 5, CFS from a E. faecium 6T1a single culture. In A, the indicator
strain L. pentosus 128/2 was used; in B, L. plantarum VI1 was used as an indicator strain
for enterocins from E. faecium 6T1a; in C, L. pentosus 55/1 was used for specific
detection of plantaricins from L. plantarum NC8C.

and co-cultures. In the case of the NC8C strain, there is a clear
growth-associated plantaricin production in single cultures (with
a maximum of ca. 600 BU/ml at 8 h) whereas the bacteriocin
production is delayed (maximum at 10—12 h) in co-cultures. In the
case of enterocin production by E. faecium 6T1a, the opposite
happens; bacteriocin activity was detected after the stationary
phase was reached in single cultures (with a maximun of
150,000 BU/ml). This high activity was then maintained until the
end of the incubation period. In contrast, a peak of activity of about
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Fig. 3. Growth curves and bacteriocin activity of L. plantarum NC8C and E. faecium
6T1a in co-culture or in single cultures in MRS broth at pH regulated 5.0. Enterocins
produced by E. faecium 6T1a and plantaricins produced by L. plantarum NC8C were
differentially assayed against L. pentosus 55/1 and L. plantarum VI1, respectively. In A,
growth curves of L. plantarum NC8C (M—M) and E. faecium 6T1a (@ —@®) in single
cultures, and of L. plantarum NC8C (O—-—0O) or E. faecium 6Tla in co-culture
(O——0). In B, bacteriocin activities in L. plantarum NC8C (l—M) or in E. faecium
6T1a single cultures (@ —®), and enterocins ((J——[) and plantaricins (O——0)
activities in the co-culture.

360 BU/ml occurred at 8 h of incubation in co-cultures, decreasing
afterwards.

The drop in bacteriocin activity and the different kinetics of the
bacteriocins in co-cultures cannot be attributed to the decay of
viable counts since high count levels were detected throughout the
incubation period regardless of whether the strains had been single
or co-cultured (Fig. 3A). We do not have any explanation for these
two phenomenons at the moment but it could be due to some kind
of regulation of the bacteriocin production exerted by each strain
against the other. Further work is necessary to clarify this point.

3.3. Inhibition of production of bacteriocins in co-culture is not
restricted to the NC8C and 6T1a strains

In order to study whether the phenomenon of the inhibition of
bacteriocin production was specific of these two strains or if it
occurred in other bacteriocin-producing LAB, we co-cultured eight
bacteriocin producers with 159 other LAB strains belonging to our
collection. In Table 2, the strains among the 159 tested that interfere
in bacteriocin production are shown. In most cases there was a clear
reduction in bacteriocin activity in the CFS of the bacteriocin-
producing co-cultures as compared to that in single strain cultures.
In some instances, antimicrobial activity was undetectable thus
indicating that the production of bacteriocin had been completely
supressed. Interestingly, the reduction or suppression of bacteriocin
production was a common trait of all co-cultures regardless of
whether the co-inoculated strain was a bacteriocin producer or not.

The decrease/supression of bacteriocin activity in co-cultures
could not be attributed to the presence of extracellular proteolytic
enzymes secreted by the co-cultured strains which degrade the
produced bacteriocins. If so, a co-culture of any bacteriocin-
producing LAB with a given strain would probably result in the
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Table 2
Bacteriocin activity in co-culture cell-free supernatants.®®
L. pentosus L. plantarum L. sakei
LPD5 55/1 LPS2005* LPCO10* LPP3* Lb5q* Lb5p* CECT4185 57/2* 57/1* 44/1* L1b31g Lllg L3p Lb38p Lb20g MMH(2)19
MMH(2)19 — — 9 — 10 — 10 — 11 10 (=) - — - - — NA
Lb20g - - 9 - 10 -) 10 - 10 11 (=) - - - - NA
Lb38p - - 3 - 10 (=) 10 - 10 10 -y - - - NA
L3p - - 8 - 10 (=) () - 11 10 (=) - - NA
L11g - - 3 - 11 - (-) - 9 11 (=) - NA
Lb31g - - 8 - 11 =) ) - 11 10 (=) NA
44/1* () - 10 - 11 10 - 11 10 1%
57/1* =) (=) - 10 - 11 10 =) 10 11%
57/2* =) (=) - 10 - 10 10 (=) 10**
CECT4185 — - 9 - 11 - (-) NA
Lb5p* (=) (=) (=) 10 - 9 10**
Lb5q* (=) (- - 9 - 1™
LPP3* 10 10 10 10 10**
LPCO10* — — 11 8™
LPS2005* 9 10 8**
55/1 - NA
LPD5 NA
*Bacteriocin producer.
**Values in single cultures.
—, no inhibition zone; (—) zone of inhibition was hazy, not clear; NA, not applicable.
In grey, co-cultures in which the production of bacteriocin was suppressed.
Results indicated mean of at least three independent experiments.
2 All assays were conducted with L. pentosus 128/2 as indicador strain.
b Diameter of the inhibition zone (in mm).
inhibition of bacteriocin production. However, as shown in Table 2, References

this is not the case. On the other hand, the only difference between
E.faecium 6T1a and its derivative E. faecium 6T1a-20 is the absence of
the bacteriocin-encoding plasmid pEF1 in the strain 6T1a-20. This
plasmid has been completely sequenced and no homology with any
known protease has been reported (Ruiz-Barba, Floriano,
Maldonado-Barragan, & Jiménez-Diaz, 2007). Therefore, the pres-
ence of a proteolytic enzyme in the NC8C—6T1a co-cultures is
unlikely, as can be deduced from the results presented in Fig. 2.

4. Conclusion

In this study, a type of interaction among LAB which most likely
occurs under natural conditions is described for the first time. Our
data suggest that the relationship between inoculated microor-
ganisms and the spontaneous microbiota naturally developing in
the fermentation could be relevant for the final result of the
process, as has been shown for other food fermentations (di Cagno
et al.,, 2010; Charlet, Duboz, Faurie, Le Quéré, & Berthier, 2008;
Goerges et al,, 2008; Somers, Johnson, & Wong, 2001). In light of
our results we hypothesize that this “natural co-culture” among the
inoculated bacteriocin-producing strain and the autochtonous LAB
could lead to the modification of the environment and to the
repression of bacteriocin synthesis/secretion. This would reduce or
cancel the selective advantage of the bacteriocin producer strain
over the original LAB population. In this regard, single or mixed-
species bacteriocin-producer starter cultures should be previously
evaluated in order to prevent any detrimental interaction with the
original microbiota. Further work focussing on the nature of the
inhibitory substance and on its mechanism of inhibition of bacte-
riocin production is now in progress.
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