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I. INTRODUCCIÓN. 
 

I.1. POBLACIÓN FÚNGICA EN ALIMENTOS. 

 

Los mohos poseen la capacidad de adaptarse y desarrollarse en sustratos 

muy diversos, entre los que se encuentran algunos alimentos. Las especies de 

mohos aisladas con mayor frecuencia en alimentos pertenecen a los géneros 

Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Eurotium, aunque las características 

intrínsecas de cada tipo de producto condicionan el desarrollo de unas especies u 

otras (Filtenborg y col., 1996).  

 

Las frutas y verduras frescas pueden alterarse durante su almacenamiento 

por Penicillium expansum, P. crustosum, P. solitum, P. digitatum o P. italicum 

(Filtenborg y col., 1996), de hecho se han detectado micotoxinas como patulina o 

citrinina en frutas y zumos (Brian y col., 1956; Ciegler y col., 1977; McKinley y 

Carlton, 1991; Viñas y col., 1993).  

 

Los cereales almacenados también pueden ser colonizados por Penicillium 

polonicum, P. verrucosum, P. aurantiogriseum, P. viridicatum, Aspergillus flavus, 

A. niger, A. versicolor, etc. (Filtenborg y col., 1996), que pueden producir 

micotoxinas como ocratoxina A o citrinina (Pohland y col., 1992; Mantle y 

McHugh, 1993; Abarca y col., 1994, 1997; Wolff, 2000), que podrían permanecer 

estables en el alimento incluso una vez procesado (Molinié y col., 2005).  

 

En productos cárnicos madurados y quesos es frecuente el desarrollo una 

población fúngica superficial durante la maduración, que puede tener efectos 

deseables ya que contribuyen en gran medida a la formación del sabor, aroma o 

textura del producto acabado (Kinsella y Hwang, 1976; Bruna y col., 2001b; 

Gaborit y col., 2001; Martín y col., 2004a, 2006), e incluso puede ejercer un 

efecto protector frente a otros microorganismos no deseados (Geisen y col., 1992; 

Leistner, 1994; Singh y Dincho, 1994; Berwal y Dincho, 1995; Molimard y col., 
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1995; Decker y Nielsen, 2005). Por ello, en quesos es frecuente el uso de 

determinadas cepas de mohos como Penicillium roqueforti o P. camemberti como 

cultivos iniciadores (Nielsen y col., 1998), y se ha propuesto la elaboración de 

cultivos iniciadores para su utilización en productos cárnicos madurados a partir 

de cepas no toxigénicas de Penicillium chrysogenum (Martín y col., 2002; Alonso, 

2004), Penicillium olsonii (López-Díaz y col., 2001, 2002) o Penicillium 

camemberti (Bruna y col., 2003). 

 

No obstante, en quesos se han descrito cepas de Penicillium commune y P. 

nalgiovense como alterantes (Filtenborg y col., 1996). El desarrollo de mohos no 

deseables en quesos puede conducir tanto a un deterioro en las características 

sensoriales como a la producción de micotoxinas (Marth y Yousef, 1991), muchas 

de las cuales han sido detectadas en estos productos (Lafont y col., 1979; Le Bars, 

1979; Northolt y col., 1980; Jarvis, 1983; Siemens y Zawistowski, 1993). De 

manera similar, en productos cárnicos madurados, donde la población microbiana 

superficial está constituida fundamentalmente por mohos, se han detectado 

numerosas micotoxinas (Bullerman y col., 1969; Escher y col., 1973; Halls y 

Ayres, 1973; Wu y col., 1974a; Leistner, 1984). También se ha identificado a P. 

commune como responsable del defecto del ácido fénico, caracterizado por 

conferir un fuerte olor a fenol (Spotti y col., 1988). 

 

Los mohos presentes en los alimentos pueden transformarlos, alterarlos y 

formar metabolitos secundarios tóxicos. El deterioro en las características 

sensoriales se debe normalmente a la producción de exoenzimas durante su 

desarrollo. Una vez en el alimento estos enzimas pueden continuar su actividad 

independientemente de que se produzca la eliminación del micelio, causando 

desde olores o coloraciones desagradables hasta la completa desintegración de la 

estructura del mismo. No obstante, el aspecto más preocupante respecto del 

desarrollo una población fúngica en alimentos es su capacidad para producir 

micotoxinas.  
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios tóxicos que al ser introducidos 

en el organismo en pequeñas cantidades, pueden ocasionar diferentes patologías 

relacionadas con inmunosupresión, carcinogénesis, neurotoxicidad, etc. (Samson 

y col., 1995). Existen micotoxinas que sólo son producidas por un grupo reducido 

de mohos, y otras generadas por especies muy variables incluso de géneros 

diferentes (Frisvad y Thrane, 1995). En este sentido, se han descrito especies 

como Penicillium griseofulvum capaces de producir gran variedad de micotoxinas 

(Frisvad y Filtenborg, 1990). No obstante, el perfil y la concentración de 

micotoxinas que puede producir un moho así como la posterior difusión al interior 

del alimento no sólo dependen de la naturaleza del microorganismo sino también 

de la composición del alimento y del procesado al que esté sometido. Además, 

estos metabolitos son muy resistentes a los tratamientos físicos y químicos, por lo 

que una vez que las micotoxinas están en el alimento pueden permanecer en él 

incluso después del procesado (Osborne y col., 1996; Castellá y col., 1998a,b; 

Katta y col., 1999). Muchos mohos colonizadores de alimentos son capaces 

además de producir antibióticos como la penicilina (Andersen y Frisvad, 1994), lo 

que supone un riesgo para los consumidores con alergia a este antibiótico 

(Bremmelgaard, 1998). 

 

Debido a la capacidad de los mohos de generar micotoxinas y de producir 

alteraciones resulta necesario controlar su desarrollo en alimentos. Para ello 

pueden utilizarse sistemas de descontaminación físicos o químicos. No obstante, 

la poca efectividad real, así como en el caso de ser efectivos la inespecificidad de 

estos métodos, evitaría la contribución beneficiosa que estos microorganismos 

ejercen en determinados alimentos como los productos cárnicos madurados o los 

quesos. 
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I.2. POBLACIÓN MICROBIANA EN PRODUCTOS CÁRNICOS 

MADURADOS. 

 

Los productos cárnicos madurados se obtienen mediante procesos 

combinados de salazón-fermentación-desecación-maduración. Los distintos 

métodos de elaboración determinan una evolución de las características ecológicas 

de los productos que condiciona el desarrollo de diferentes tipos de 

microorganismos. Así, la adición de azúcares y sales de curado al inicio de la 

fermentación en embutidos, hace que se seleccione una población microbiana 

constituida fundamentalmente por micrococáceas y bacterias lácticas en el interior 

del producto, y por mohos y levaduras en la superficie (Figura I.1.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I.1. Evolución de la población microbiana en superficie y profundidad 

durante la elaboración de embutidos crudos curados (Ordóñez y col., 1999; Encinas y 
col., 2000). 

 

En productos donde no suelen añadirse azúcares y la adición de nitratos si se 

realiza es de forma superficial, como el jamón curado, la evolución de la 

población microbiana está condicionada por las bajas temperaturas en las primeras 
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fases del procesado, y posteriormente por la reducción gradual de la actividad del 

agua (aw) que se produce debido a la difusión de la sal al interior de las piezas. 

Como consecuencia se va seleccionando en la superficie del producto una 

microbiota constituida fundamentalmente por mohos y levaduras (Figura I.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I.2. Evolución de la población microbiana superficial durante el proceso de 

elaboración del jamón ibérico (Núñez, 1995; Rodríguez, 1995). 
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y col., 1999). 
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alteración microbiana. Las condiciones de maduración dirigirán la evolución de la 

población microbiana y los cambios que se originan.  

 

Durante la elaboración de la masa del embutido se produce un descenso en 

la aw hasta valores de 0,96 debido a la adición de azúcares y sales de curado. El 

pH de los productos fermentados sufre un descenso inicial desde valores iniciales 

de 5,8-6,2 hasta cifras próximas a 5,0 e inferiores, que será más rápido cuanto más 

activo sea el cultivo iniciador y cuanto mayor sea la disponibilidad de azúcares 

(Fernández-Salguero, 1993). Estas condiciones seleccionan una microbiota 

constituida fundamentalmente por micrococáceas y bacterias lácticas (Ordóñez y 

col., 1999). Posteriormente, durante la maduración la aw desciende paulatinamente 

hasta valores inferiores a 0,90 (Ordóñez y de la Hoz, 2001). 

 

La evolución de las micrococáceas en embutidos depende de las 

características del producto. Aunque suelen ser los microorganismos 

predominantes durante los primeros días del procesado, posteriormente pueden 

mantenerse o iniciar un descenso progresivo debido a su sensibilidad a la 

acidificación (Ordóñez y col., 1999). Sólo llegan a ser el grupo microbiano 

predominante en embutidos elaborados con un bajo nivel de hidratos de carbono 

(Ordóñez y col., 1999), siendo las especies más abundantes Staphylococcus 

xylosus, S. carnosus y Micrococcus varians (Fischer y Schleifer, 1980). En los 

elaborados con una alta proporción de hidratos de carbono son los lactobacilos los 

que conforman la población microbiana dominante fundamentalmente 

Lactobacillus sake, L. curvatus, L. plantarum, Pediococcus pentosaceus y P. 

acidilacti (Ordóñez y col., 1999). 

 

Durante la etapa de secado, si la humedad relativa del ambiente no es 

demasiado baja, puede aparecer una población microbiana superficial compuesta 

por mohos y levaduras (Geisen, y col., 1992), microorganismos que toleran 

valores de pH y de aw bajos. 
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Las levaduras alcanzan sus recuentos máximos al final de la fermentación 

inicial (Encinas y col., 2000), aunque son valores bajos en comparación con las 

bacterias lácticas y las micrococáceas (Ordóñez y col., 1999). En embutidos 

típicos españoles como el chorizo, el salchichón o la longaniza, la levadura 

predominante es Debaryomyces hansenii, aunque también se aíslan otras como 

Trichosporon ovoides, Yarrowia lipolytica, Citeromyces matritensis y algunas 

especies del género Candida (Encinas y col., 2000). 

 

En los embutidos crudos curados se desarrolla una abundante población 

superficial de mohos pertenecientes en su mayoría a los géneros Penicillium y 

Aspergillus, aunque también pueden aislarse a veces otras especies de los géneros 

Cladosporium, Scopulariopsis, Alternaria y Rhizopus (Petska, 1986). Entre las 

especies predominantes descritas en el chorizo de Cantimpalos se encuentran 

Penicillium commune y P. olsonii (López-Díaz y col., 2001). 

 

En otras variedades de productos cárnicos fermentados como el salami, los 

mohos del género Penicillium componen la microbiota superficial predominante 

(Dragoni y col., 1991; Kivanc y col., 1992; Mutti y col., 1992; Andersen, 1995), 

siendo las especies más frecuentes P. chrysogenum y P. nalgiovense (Grazia y 

col., 1986; Andersen, 1995).  

 

I.2.2. JAMÓN CURADO. 

 
Los microorganismos que colonizan los perniles frescos provienen de la piel 

del animal, del contenido intestinal, de la sal, especias y otros ingredientes, así 

como del material de procesado (cuchillos, tanques de escaldado, etc.). Se han 

descrito recuentos iniciales que oscilan entre 102 y 105 u.f.c/g de carne 

(Carrascosa y col., 1988; Cornejo y col., 1988).  

 

En el jamón la evolución de la población microbiana está condicionada 

fundamentalmente por las bajas temperaturas en las primeras fases del procesado, 
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y posteriormente por la reducción de la aw, que alcanza al final del proceso de 

elaboración valores en torno a 0,85 (Córdoba y col., 1991; Ventanas y col., 1992; 

Rodríguez y col., 1994). La humedad experimenta un descenso hasta valores 

finales próximos al 40% en jamones ibéricos (Córdoba, 1990; Melger y col., 

1993). En el producto final la concentración de sal suele ser del 3 al 5%. El pH no 

tiene un papel relevante ya que apenas existen variaciones durante el proceso de 

elaboración, encontrándose los valores en torno a 5,7-6,0 en jamones de cerdo 

blanco (Flores y col., 1985; Carrascosa y col., 1988, 1989a; Cornejo y col., 1988), 

italianos (Giolitti y col., 1971a,b; Raczynski y col., 1978; Bellati y col., 1983), 

americanos (Kemp y col., 1978) e ibéricos (Antequera, 1990; Córdoba y col., 

1991). Estas condiciones ecológicas favorecen el desarrollo de una microbiota 

constituida fundamentalmente por micrococáceas, mohos y levaduras. 

 

El salado de los perniles hace que se seleccionen microorganismos 

halotolerantes como las micrococáceas (Lücke, 1986), que además pueden llegar 

al jamón a través de la sal (Cornejo y col., 1992; Rodríguez y col., 1994; Cordero 

y Zumalacárregui, 2001). 

 

La temperatura de las cámaras de salado y postsalado se mantiene por 

debajo de los 5ºC, hecho que provoca una disminución del desarrollo microbiano 

(Frazier, 1967), principalmente de bacterias mesófilas, entre las que se encuentran 

algunas patógenas como Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Clostridium 

perfringens o Clostridium botulinum; y alterantes como Clostridium putrefaciens 

(Rosset, 1982). La presencia de nitratos y nitritos inhibe eficazmente a los 

clostridios y también puede inhibir a Staphylococcus aureus en determinadas 

condiciones (Buchanan y Solberg, 1972; Fang y col., 1985). 

 

Durante la fase de postsalado la aw baja y el incremento de la temperatura 

favorecen a las micrococáceas, que predominan en los distintos tipos de jamón 

(Baldini y Raczynsky, 1978; Francisco y col., 1981; Kemp y col., 1982; Silla y 

col., 1989; Carrascosa y col., 1992; Marín y col., 1993; Rodríguez y col., 1994). 
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La mayoría de los aislados de jamón identificados como micrococáceas 

pertenecen al género Staphylococcus (Francisco y col., 1981; Molina y col., 1990; 

Rodríguez y col., 1994, 1996), habiéndose descrito en jamón ibérico 

Staphylococcus xylosus, S. saprophyticus y S. equorum (Rodríguez y col., 1994, 

1996), y S. xylosus, S. sciuri y S. capitis en jamón de cerdo blanco (Carrascosa y 

col., 1988; Molina y col., 1990; Carrascosa y Cornejo, 1991; Cornejo y 

Carrascosa, 1991).  

 

También pueden detectarse en los jamones bacterias ácido lácticas (Langlois 

y Kemp, 1974; Francisco y col., 1981; Silla y col., 1985; Huerta y col., 1988, 

Sosa, 1995), fundamentalmente de los géneros Lactobacillus y Pediococcus 

(Molina y col., 1990), pero a un nivel muy inferior al de las micrococáceas 

(Carrascosa y col., 1988, 1989a y b; Molina y col., 1990; Marín y col., 1993). 

 

Durante las etapas de salado y postsalado se han aislado levaduras de los 

géneros Debaryomyces, Candida, Pichia y Rhodotorula en jamón ibérico (Núñez 

y col., 1996a); Debaryomyces, Candida, Cryptococcus y Saccharomyces en 

jamón de cerdo blanco (Huerta y col., 1988); y Toluropsis, Trichosporon y 

Geotrichum en jamón de Parma (Comi y Cantoni, 1983), aunque con recuentos 

bajos (Figura I.2).  

 

En las etapas de secadero y bodega la aw es el principal factor condicionante 

de la población microbiana, tanto en superficie como en profundidad, inhibiendo 

las bacterias Gram negativas (Christian, 1980) y provocando la reducción 

posterior en los recuentos de las micrococáceas (Francisco y col., 1981; 

Rodríguez y col., 1994). El aumento de la temperatura durante el secadero 

favorece la multiplicación de las levaduras, aunque la posterior reducción de la aw 

en bodega provoca un descenso en cuanto a recuentos y variedad. La especie 

predominante al final del proceso de maduración es Debaryomyces hansenii, tanto 

en jamón ibérico (Núñez y col., 1996a) como en jamón blanco serrano (Huerta y 

col., 1988) o en jamón de Parma (Comi y Cantoni, 1983). También se han descrito 
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otras especies como Debaryomyces marama en jamón ibérico (Monte y col., 

1986), mientras que en jamones blancos de maduración más corta y actividades de 

agua más elevadas, se aíslan otros géneros como Rhodotorula, Hansenula y 

Cryptococcus (Molina y col., 1990). 

 

Las condiciones ecológicas alcanzadas durante la maduración en secadero y 

bodega favorecen el desarrollo de los mohos (Tabla I.1), que se convierten en la 

población dominante aumentando su diversidad a lo largo del procesado (Huerta y 

col., 1987; Núñez y col., 1996b). 

 

Por lo general, en todos los tipos de jamón, los mohos aislados con mayor 

frecuencia hasta la mitad de bodega son del género Penicillium, mientras que al 

final del procesado predominan mohos de los géneros Eurotium y Aspergillus 

(Tabla I.1), con mayor capacidad para crecer a aw baja (Leistner y Rödel, 1975; 

Pitt y Hocking, 1997). Aunque con menor frecuencia, también se han aislado otras 

especies fúngicas de los géneros Cladosporium, Alternaria, Aurobasidium, 

Syncephalastrum, Paecylomyces y Curvularia en jamón ibérico (Monte y col., 

1986; Núñez y col., 1996b) y Mucor y Fusarium en jamones elaborados en 

Croacia (Comi y col., 2004).  
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Tabla I.1. Mohos aislados de diferentes tipos de jamones. 
 

Tipo de jamón Géneros Detectados Especies Mayoritarias Referencia 

    

Penicillium 
P. commune, P. chrysogenum, 

P. expansum Ibérico 

Eurotium E. repens, E. herbariorum 

Monte y col., 1986 

Núñez y col., 1996b 

    

Penicillium P. purpurogenum 

Blanco serrano 
Aspergillus 

A. fumigatus, A. niger,        

A. flavus 

Huerta y col., 1987 

Rojas y col., 1991 

    

Penicillium Americanos 

Country Style Aspergillus 
- Sutic y col., 1972 

Lacey, 1989 

    
Penicillium P. commune, P. verrucosum 

Eurotium E. repens 
Italianos       

De Parma    

San Danielle Aspergillus 
A. caespitosus, A. flavus,    

A. fumigatus 

Spotti y col., 1989 

Dragoni y col., 1980 

    
Penicillium P. solitum 

Speck 
Eurotium E. rubrum 

Peintner y col., 2000 

    

Penicillium 
P. frequentans, P. lanoso-

coeruleum, P. lanoso-griseum 

Aspergillus A. repens, A. ochraceus 
Croatas 

Eurotium E. repens 

Comi y col., 2004 

    
 
- no especificado. 
 

La variedad de la población fúngica parece estar relacionada con la 

localización geográfica de las instalaciones de procesado y con el tipo de 

elaboración (Leistner y Ayres, 1968; Peintner y col., 2000; Comi y col., 2004). En 

un trabajo sobre la microbiota típica del speck en función de los diferentes tipos 
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de producción y procedencia geográfica, se concluyó que la diversidad de la 

población fúngica descendía cuanto más industrializado era el proceso de 

elaboración y era mayor en una zona concreta del sur del Tirol (Peintner y col., 

2000). Asimismo en un estudio sobre los mohos desarrollados en la superficie de 

un tipo de jamón producido en Croacia, las especies identificadas fueron similares 

en las diferentes fases de procesado, lo que podría indicar que la población 

fúngica superficial proviene del aire y de las cámaras de maduración más que de 

la carne cruda (Comi y col., 2004). 

 

I.3. CONSECUENCIAS DEL DESARROLLO DE MOHOS EN PRODUCTOS 

CÁRNICOS MADURADOS.  

 

En embutidos madurados está bien establecido el papel que pueden 

desempeñar los microorganismos (Grazia y col., 1986; Toledo y col., 1997). No 

obstante, la participación de la población microbiana durante la maduración del 

jamón, se ha considerado poco importante como consecuencia de los bajos 

recuentos detectados en el interior de las piezas (Francisco y col. 1981). Sin 

embargo, los microorganismos presentes pueden ejercer su efecto durante los 

largos periodos de tiempo que requiere la maduración. Por ello la población 

microbiana, particularmente los mohos, puede influir en las características del 

producto acabado (Figura I.3) ya sea tanto positiva como negativamente 

(Hechelmann, 1986; Lücke y Hechelmann, 1987). 
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Figura I.3. Efectos beneficiosos por el desarrollo de mohos durante la maduración 

del jamón (Núñez, 1995). 
 

I.3.1. EFECTOS BENEFICIOSOS. 

 

La población fúngica que coloniza los productos cárnicos madurados 

presenta diversas actividades metabólicas que pueden mejorar las características 

sensoriales del producto. 

 

I.3.1.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y PROTECTORA FRENTE A LA 

DESECACIÓN. 

 

La mayoría de las cepas de mohos aisladas de jamón poseen una actividad 

catalasa moderada (Núñez, 1995), destruyen peróxidos y reducen las reacciones 

oxidativas y la formación de compuestos como biliverdina, bilirrubina, urobilina y 

estercolina (Burgos, 1981). Como consecuencia disminuyen el enranciamiento y 

estabilizan el color del producto (Liepe, 1982; Smith y Palumbo, 1983; Lücke y 

Hechelmann, 1987; Geisen, 1993). Además, muchos mohos producen compuestos 

con acción antioxidante (Ludemann y col., 2004). Por otra parte, los mohos 
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también pueden tener influencia en la textura del producto acabado, ya que 

regulan, en parte, el descenso de la humedad. La población fúngica superficial 

crea un microclima en la zona más externa del producto que hace que la pérdida 

de humedad durante el procesado se produzca de forma gradual (Lücke, 1997), y 

que no llegue a secarse excesivamente la pieza. Por otra parte, la concentración de 

algunos compuestos derivados de la oxidación lipídica es menor en embutidos y 

lomo de cerdo inoculados con mohos (Bruna y col., 2001a,b; Martín y col., 2002), 

posiblemente debido a su actividad antioxidante. 

 

I.3.1.2. ACTIVIDAD LIPOLÍTICA.  

 
Numerosas especies de mohos pertenecientes al género Penicillium poseen 

exoenzimas con actividad lipolítica (Seitz, 1990; Núñez, 1995; Alonso, 2004), que 

pueden incrementar la concentración de ácidos grasos libres y compuestos 

volátiles en jamón (Huerta y col., 1987; Molina y col., 1991) y embutidos (Toledo 

y col., 1996), contribuyendo así al desarrollo del sabor y aroma del producto. Las 

lipasas de los mohos son activas a valores de actividad del agua de 0,95-0,85 y a 

temperaturas entre 15 y 25ºC (Magan y col., 1993), por lo que pueden actuar en 

diversas fases del procesado.  

 

Se ha observado actividad lipolítica en mohos del género Penicillium 

aislados de jamón ibérico (Núñez, 1995; Alonso, 2004) y de embutidos (Selgas y 

col., 1999; Ludemann y col., 2004), y se ha establecido la relación entre el 

crecimiento de los mismos y el aumento en la concentración de ácidos grasos 

libres en productos cárnicos curados (Toledo y col., 1996). 

 

No obstante no es aconsejable un exceso de actividad lipolítica, ya que los 

ácidos grasos que ésta genera sufren una oxidación posterior, que a grandes 

niveles no es deseable especialmente en los productos cárnicos de larga 

maduración (Córdoba y col., 2002). 
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I.3.1.3. ACTIVIDAD PROTEOLÍTICA. 

 

Aunque la proteolisis en los productos cárnicos se ha asociado generalmente 

a la actividad de los enzimas presentes en el tejido muscular (Toldrá y col., 1992a; 

Sárraga y col., 1993), algunas cepas aisladas de jamón curado producen una 

intensa hidrólisis de proteínas miofibrilares y un gran incremento de aminoácidos 

libres cuando se inoculan en carne de cerdo estéril y productos cárnicos 

madurados (Rodríguez y col., 1998; Martín y col., 2001, 2002, 2004). En este 

sentido, se ha demostrado una intensa actividad proteolítica de una cepa de P. 

chrysogenum (Rodríguez y col., 1998; Martín y col., 2001, 2002; Benito y col., 

2003a; Alonso, 2004), a partir de la cual se ha purificado una proteasa muy activa 

en las condiciones de maduración de diferentes productos cárnicos (Benito y col., 

2002). La actividad proteolítica de estos microorganismos se asocia tanto a su 

capacidad endopeptidasa como exopeptidasa (Benito y col., 2003a,b).  

 

También se han aislado de embutidos mohos de los géneros Mucor y 

Penicillium con gran actividad proteolítica (Trigueros y col., 1995), capaces de 

incrementar la concentración de aminoácidos libres en estos productos (Bruna y 

col., 2001a). 

 

I.3.1.4. EFECTO EN EL SABOR Y AROMA. 

 

Los mohos pueden potenciar la formación del aroma característico de los 

productos curados por diversas vías. En primer lugar, los aminoácidos liberados, 

además de potenciar el sabor de los alimentos (Suyama y Shimuzu, 1982; 

Nishimura y Kato, 1988; Kato y col., 1989; Suzuki y col., 1994), pueden 

intervenir en reacciones de condensación de Maillard (Shahidi y col., 1986; 

Ventanas y col., 1992; Mottram y Whitfield, 1995) y de degradación de Strecker 

(Barbieri y col., 1992; Ventanas y col., 1992), en las que se pueden formar 

compuestos responsables del aroma del jamón curado (García y col., 1991; Ruíz y 

col., 1998; Whitfield, 1992). 
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Los mohos también pueden intervenir en reacciones de esterificación de 

ácidos carboxílicos y alcoholes (Gatfield y col., 1988) generando ésteres, 

compuestos con gran influencia en el sabor y aroma final de los embutidos (Mateo 

y Zumalacárregui, 1996). 

 

Algunos aldehídos, como 2-metilpropanal, 2-metilbutanal y 3-metilbutanal, 

pueden ser sintetizados por microorganismos a partir de valina, isoleucina y 

leucina (Hinrichsen y Pedersen, 1995). De hecho, la inoculación en carne o 

productos cárnicos de P. aurantiogriseum o P. chrysogenum origina un aumento 

en dichos compuestos (Bruna y col., 2001b; Martín y col., 2003; Alonso, 2004). 

 

De manera similar, la inoculación con P. chrysogenum se correlaciona con 

aumentos en la concentración de pirazinas en lomos madurados (Martín y col., 

2003; Alonso, 2004). 

 

Por lo tanto, los mohos también contribuyen a la formación diversos 

compuestos que se asocian con un aroma deseable de los productos cárnicos 

madurados, como las pirazinas (Flores y col., 1997) y los aldehídos ramificados 

(Berdagué y col., 1993a; Hinrichsen y Pedersen, 1995; Ruiz y col., 1999). 

 

I.3.1.5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 

 

Los mohos pueden tener un efecto protector frente a microorganismos 

patógenos o alterantes (Lücke y Hechelmann, 1987; Geisen y col., 1992; Leistner, 

1994; Singh y Dincho, 1994; Berwal y Dincho, 1995). Así, el 75% de los mohos 

aislados en jamón ibérico inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus 

(Núñez y col., 1996b). Asimismo, diversas especies no toxigénicas de mohos 

tienen la capacidad de inhibir la producción de micotoxinas e incluso de destruir 

las formadas por otras especies toxigénicas (Mislivec y col. 1988). No obstante, 

este efecto podría deberse a actividades tan poco deseables como la producción de 
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toxinas o de antibióticos, o bien a mecanismos más aceptables como a 

interferencias metabólicas o a péptidos antimicrobianos. 

 

I.3.2. EFECTOS PERJUDICIALES.  

 
Entre los efectos perjudiciales atribuibles al desarrollo de mohos en la 

superficie de las piezas, destacan la alteración del producto y la producción de 

micotoxinas. 

 

I.3.2.1. ALTERACIÓN DE ORIGEN FÚNGICO. 

 

Por lo general, la presencia de un micelio blanco uniforme en la superficie 

de la mayoría de los productos cárnicos madurados no representa un 

inconveniente serio para los consumidores. No obstante, el desarrollo de mohos 

de los géneros Mucor y Rhizopus, favorecidos por una actividad del agua alta, 

puede provocar un aspecto no deseable al jamón o embutidos. De manera similar, 

Cladosporium herbarum produce manchas de color negro deteriorando el aspecto 

externo del jamón (Sanz, 1986). 

 

Por otro lado, los mohos con gran capacidad lipolítica pueden ocasionar 

olores anómalos (Sanz, 1986). Se ha identificado a Penicillium commune como el 

responsable del defecto del ácido fénico, caracterizado por conferir al jamón un 

fuerte olor a fenol (Spotti y col., 1988).  

 

I.3.2.2. PRODUCCIÓN DE MICOTOXINAS. 

 

El potencial toxigénico de los mohos aislados de productos cárnicos se ha 

establecido basándose en distintas observaciones. Se ha comprobado que el 80% 

de 1481 aislamientos de cepas del género Penicillium son potencialmente 

toxigénicos (Eckardt y col., 1979). Más del 75% de los mohos aislados en jamón 
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ibérico muestran toxicidad o mutagenicidad en ensayos biológicos (Núñez y col., 

1996b). Algunas de estas cepas muestran capacidad de producción de micotoxinas 

en medios de cultivo constituidos únicamente por extracto de carne y cloruro 

sódico (Rodríguez de Ledesma y col., 1996; Díaz, 1999; Núñez y col., 2000; Sosa 

y col., 2002). Las micotoxinas tremorgénicas producidas por mohos aislados de 

productos cárnicos madurados muestran efectos genotóxicos en ensayos in vitro 

(Sabater-Vilar y col., 2003). Todos los aislados de P. commune obtenidos de 

chorizo de Cantimpalos mostraron una alta toxicidad para larvas de Artemia 

salina (López-Díaz y col., 2001). 

 

Numerosos estudios han constatado la producción de metabolitos tóxicos 

por parte de mohos aislados de diferentes productos cárnicos madurados (Tabla 

I.2). Se ha comprobado la presencia en embutidos y jamones curados de 

micotoxinas como citrinina, patulina, rugulosina, ocratoxina A, ácido 

ciclopiazónico, citreoviridina, breviamida A, fumitremorgina B, griseofulvina y 

verruculógeno TR1 (Leistner, 1984). Además, las micotoxinas pueden difundir al 

interior del jamón, donde pueden mantenerse incluso cuando el micelio se ha 

eliminado (Leistner y Eckardt, 1979; Leistner, 1984). 

 

Por todo esto, resulta preocupante el crecimiento incontrolado de mohos 

potencialmente toxigénicos o mutagénicos en la superficie de los productos 

cárnicos madurados (Núñez y col., 1996b; Sabater-Vilar y col., 2003) y sería 

recomendable la utilización de cultivos iniciadores no toxigénicos. 
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Tabla I.2. Micotoxinas producidas por mohos aislados de productos cárnicos 
madurados. 

 
Producto Moho Micotoxina Referencia 

    
Aspergillus flavus aflatoxinas Bullerman y col., 1969 

Aspergillus ochraceus ocratoxinas A y B Escher y col., 1973 

Aspergillus versicolor esterigmatocistina Halls y Ayres, 1973 
Jamón americano 

Penicillium viridicatum citrinina Wu y col., 1974a 

    

Embutidos - ocratoxina A 
Skrinjar y Horvat-

Skenderovic, 1989 

    
Salami - ocratoxina A Cantoni y col., 1982 

    
Chorizo Penicillium commune ácido ciclopiazónico López-Díaz y col., 2001 

    
Penicillium cyclopium ocratoxina A Jamón y embutidos 

franceses Penicillium viridicatum ácido ciclopiazónico 
Tabuc y col., 2004 

    
Jamón curado 

español 
Aspergillus flavus aflatoxinas Rojas y col., 1991 

    
Penicillium polonicum verrucosidina 

Jamón ibérico Penicillium oxalicum 

Penicillium commune 
griseofulvina 

Núñez y col., 2000;       

Díaz, 1999;                

Sosa y col., 2002 

    

Productos cárnicos 
Aspergillus flavus 

Eurotium spp. 
aflatoxinas El-Kady y col., 1994 

    
Jamón italiano Penicillium verrucosum ocratoxina A Spotti y col., 2001a, b 

    
 
- no especificado 
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I.4. CONTROL DE MOHOS EN PRODUCTOS CÁRNICOS MADURADOS. 

 
Existen numerosos mecanismos para controlar el desarrollo microbiano en 

distintos tipos de alimentos. Entre los métodos físicos de control se encuentra la 

utilización de tratamientos térmicos, radiaciones ionizantes o ultravioleta, altas 

presiones, pulsos eléctricos, o campos magnéticos. También puede utilizarse el 

envasado en atmósferas controladas o modificadas, y algunos agentes químicos 

como ácidos orgánicos, aceites esenciales, peróxido de hidrógeno, etc. Por otra 

parte, recientemente se ha descrito la gran actividad antifúngica y antimicrobiana 

de los alpechines (Tuck y Hayball, 2002; Del Río y col., 2003; Caturla y col., 

2005), residuos de la molturación de las aceitunas para la producción del aceite de 

oliva. Los compuestos activos son unos polifenoles, entre los que destaca la 

oleoeuropeína. Estos tratamientos resultan efectivos para evitar el desarrollo de 

mohos en determinados alimentos, como frutas, verduras, pan, etc.  

 

Por el contrario, en los productos cárnicos madurados no está permitida la 

aplicación directa de fungicidas. Además, las medidas higiénicas para prevenir la 

contaminación durante la elaboración se ven desbordadas en los secaderos y 

bodegas, donde resulta muy difícil eliminar totalmente la contaminación 

ambiental. Por otra parte, la inespecificidad de estos tratamientos evitaría la 

posible contribución beneficiosa de los mohos a la maduración de estos productos. 

 

Para controlar a la población fúngica que se desarrolla en la superficie de los 

productos cárnicos madurados podrían utilizarse cultivos protectores que integren 

cepas de mohos capaces de inhibir por competición a los mohos no deseables, 

contando con que no sean toxigénicos y muestren una actividad metabólica 

adecuada. No obstante, esta opción se ve limitada por la evolución de las 

condiciones ecológicas durante la maduración, resultando muy poco probable que 

los mohos seleccionados superen a todas las especies habituales en la amplísima 

gama de temperaturas y de aw durante la maduración (Núñez y col., 2000; Sosa y 

col., 2002). La única posibilidad radicaría en contar con mohos que dispusieran de 
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algún elemento adicional que favoreciese su desarrollo, como la producción de 

antibióticos. Lógicamente, esta opción se ha descartado por posibles reacciones 

alérgicas en el consumidor o la inducción de resistencia en otros microorganismos 

como consecuencia de su empleo continuado. Sin embargo, la reciente 

descripción de péptidos naturales elaborados por mohos y que poseen un efecto 

antifúngico abre nuevas perspectivas en este sentido. 

 

I.4.1. PÉPTIDOS ANTIFÚNGICOS. 

 
La investigación de nuevos agentes antifúngicos ha mostrado un notable 

avance en los últimos años como consecuencia del incremento de las micosis en 

pacientes inmunodeprimidos por el SIDA o por tratamientos anticancerígenos, 

especialmente en las infecciones por Candida spp. o en aspergilosis invasivas 

(Odds y col., 2003), así como en la lucha contra los mohos en plantas, 

concretamente mediante la caracterización de nuevas proteínas con actividad 

antifúngica (Wang y Ng, 2001a,b, 2002, 2003; Wang y col., 2002) y la posterior 

expresión en plantas transgénicas (Jach y col., 1995; Oldach y col., 2001; Gao y 

col., 2000).  

 

Los mecanismos de acción de los compuestos con actividad antifúngica se 

basan en la alteración de la estructura de la célula o de su fisiología. Algunos 

compuestos antifúngicos pueden interferir en la síntesis de ADN, ARN, o de 

proteínas, por lo que pueden provocar efectos tóxicos en las células de animales o 

plantas. Por otra parte, los que afectan a la cubierta externa suelen originar menos 

problemas de resistencias, pues es difícil que se produzcan mutaciones que 

afecten a toda la estructura de la cubierta celular (Tkacz y DiDomenico, 2001), 

por lo que la búsqueda de nuevos compuestos antifúngicos se orienta en este 

sentido (Thomma y col., 2003). Además, la membrana plasmática de los 

eucariotas superiores contiene colesterol, mientras que la de los mohos está 

compuesta fundamentalmente por ergosterol (Brennan y col., 1974), que suele ser 
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la principal diana de los agentes antifúngicos utilizados para tratamientos clínicos 

(Groll y col., 1998), ya que no afectan a las células humanas.  

 

En los últimos años se han purificado y caracterizado péptidos y proteínas 

con efecto antifúngico a partir de plantas (Almeida y col., 2000; Wang y Ng, 

2001a,b, 2003; Huang y col., 2002; Van den Bergh y col., 2002; Ye y col., 2002; 

Chu y col., 2003; Ng y col., 2003), bacterias (Miller y col., 1998; Munimbazi y 

Bullerman, 1998; Okkers y col., 1999; Nielsen y col., 1999, 2000; Yang y col., 

2002; Chitarra y col., 2003), mohos (Nakaya y col., 1990; Lacadena y col., 1995; 

Marx y col., 1995; Martínez-Ruiz y col., 1997; Lee y col., 1999; Strobel y col., 

1999; Geisen, 2000), artrópodos (Moerman y col., 2002; Wang y Ng, 2002; 

Bíliková y col., 2003; Tomie y col., 2003), anfibios (Conlon y col., 2003), reptiles 

(Gomes y col., 2005); y también se han descrito péptidos sintéticos (Fujie y col., 

2001; Kundu y col., 2002; Lee y col., 2002; López-García y col., 2002; Patrzykat 

y col., 2003).  

 

Existe una gran variabilidad en cuanto a la composición de aminoácidos y a 

las estructuras secundarias y terciarias de los péptidos antifúngicos, pero la 

mayoría se caracterizan por ser catiónicos y por formar estructuras amfipáticas 

(Hwang y Vogel, 1998). Se han descrito tres proteínas con actividad antifúngica 

producidas por mohos: afp de Aspergillus giganteus, paf de Penicillium 

chrysogenum y Anafp de Aspergillus niger. Todas ellas se caracterizan por su 

pequeño tamaño (51-58 aminoácidos), su alto contenido en residuos de cisteína y 

su fuerte carácter básico. Además, sus estructuras terciarias están estabilizadas por 

tres o cuatro puentes de bisulfuro y forman estructuras con un marcado carácter 

amfipático (Nakaya y col., 1990; Lacadena y col., 1995; Marx y col., 1995; Lee y 

col., 1999). 

 

El mecanismo de acción de las proteínas y péptidos antifúngicos es tan 

variado como los organismos que los producen (De Lucca y Walsh, 1999; Sitaram 

y Nagaraj, 1999; Selitrennikoff, 2001; Theis y Stahl, 2004).  
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Estos compuestos pueden unirse a la membrana celular fúngica y producir 

alteraciones sin atravesarla, provocando por ejemplo una despolarización de la 

membrana, disminución en los niveles de ATP e inhibición de la respiración 

celular (Cociancich y col., 1993), o incluso cambios en el potencial de membrana 

(Thevissen y col., 1996). Otros en cambio forman canales y poros en la membrana 

alterando su permeabilidad y provocando la pérdida de iones y otros solutos 

(Thevissen y col., 1999; Lee y col., 2001).  

 

Algunas proteínas y péptidos atraviesan la membrana e interaccionan de 

forma específica con ciertas moléculas (Figura I.4), pudiendo provocar desde una 

inhibición de la síntesis de determinadas proteínas mediante la inactivación de los 

ribosomas fúngicos (Hwu y col., 2000) hasta alteraciones en el ADN. Otros 

pueden interferir en la síntesis de componentes esenciales de la pared celular 

como el β-1,3-glucano (Odds y col., 2003) o la quitina (Van den Berg y col., 

2002; Yang y Gong, 2002; Von der Weid y col., 2003), e incluso pueden 

hidrolizarlos (Mauch y col., 1988; Sela-Buurlage y col., 1993; Graham y Sticklen, 

1994). Esto debilita la pared y origina la lisis de la célula. Además, la unión a la 

quitina de la pared celular también puede provocar alteraciones en las hifas 

(Hancock y Chapple, 1999). No obstante, el modelo de acción de muchos 

compuestos antifúngicos de naturaleza proteica aún se desconoce.  
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Figura I.4. Representación esquemática de los modelos propuestos para el 

mecanismo de acción de los péptidos antimicrobianos con estructura en α-hélice. (A) 
Atracción electrostática a la superficie aniónica microbiana, (B) paso a través de la 
membrana externa y/o la pared de peptidoglicano, (C) atracción electrostática a los 
fosfolípidos aniónicos de la membrana citoplasmática, (D) inserción en la membrana y 
acumulación, (E y G) formación de poros según los modelos toridal o barrel-stave, (F) 
permeabilización de la membrana, (H) efectos secundarios: unión al ADN o a proteínas, 
cambios en la composición de la membrana, interferencias con maquinaria celular 
esencial, etc. (Tossi y col., 2000). 

 

Los péptidos antifúngicos de mayor utilidad son los que presentan 

mecanismos de acción específicos para las membranas de los hongos (Groll y col., 

1998), ya que suelen ser poco tóxicos para las células de mamíferos. En la 

interacción del péptido con la membrana desempeñan un papel destacado la carga 

(Hoover y col., 2003) y el carácter catiónico o hidrofóbico del compuesto 

(Friedrich y col., 1999; Hancock y Chapple, 1999). Así, la hidrofobicidad y la 
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estructura en α-hélice, se correlacionan con la toxicidad para las células de 

mamíferos, mientras que la carga positiva afecta más al efecto antifúngico (Hong 

y col., 2001). 

 

A diferencia de lo que sucede con otros antibióticos, no existe una gran 

preocupación por las reacciones cruzadas entre compuestos desarrollados para 

medicina humana y para su uso en alimentos, ya que los mohos que se desarrollan 

normalmente en alimentos son diferentes a los que producen micosis en el 

hombre. Además existe una gran diversidad de compuestos y de mecanismos de 

acción. Algunas de esas sustancias son sensibles a los enzimas digestivos, por lo 

que se degradan en el tracto gastrointestinal, lo que constituye una enorme ventaja 

para su posible utilización en alimentos. 

 

La utilización de cepas de mohos productores de péptidos antifúngicos, solas 

o combinadas con otras, como cultivos protectores en productos cárnicos 

madurados, permitiría reducir o incluso eliminar la incidencia de mohos 

toxigénicos y estandarizar las características del producto. La obtención y 

caracterización de los péptidos responsables de la actividad también permitiría la 

utilización del péptido como aditivo en productos cárnicos madurados.  

 

I.5. SELECCIÓN DE CEPAS CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 
Para obtener microorganismos con actividad antimicrobiana es necesario 

evaluar diversas cepas, discriminando las que deben su actividad a compuestos de 

naturaleza peptídica de las que producen otros compuestos con actividad 

fungicida. Además, es preciso detectar las cepas activas que puedan formar 

micotoxinas u otros compuestos indeseables. Por último, sería necesario conocer 

el efecto de los mohos con actividad antifúngica en las características del alimento 

inoculado, para excluir los que puedan alterar el producto o interferir en la 

actividad de los microorganismos deseables. 

 



INTRODUCCIÓN 

 26

I.5.1. DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 
Se han descrito numerosos métodos para detectar la actividad inhibidora 

tanto de los organismos productores como de las proteínas con actividad 

antimicrobiana ya purificadas. Algunos se basan en la formación de zonas de 

inhibición. En el caso del agar plug test (Larsen y Knochel, 1997) o del plate 

inhibition assay (Geisen, 2000), se cortan porciones de agar donde ha sido 

incubado el microorganismo inhibidor el tiempo necesario para que produzca los 

compuestos antifúngicos. Posteriormente se transfieren a placas que han sido 

inoculadas con los microorganismos diana. Tras la difusión de los compuestos 

inhibidores a través del agar se observan las zonas de inhibición. De manera 

similar, puede utilizarse el medio líquido de cultivo donde se ha incubado el 

microorganismo inhibidor para rellenar pocillos realizados en las placas 

inoculadas con los microorganismos diana, como es el caso del spot on lawn 

assay (Larsen y Knochel, 1997) o el agar-well diffusion (Von der Weid y col., 

2003). En estos casos el potencial inhibitorio se estima en función del área de la 

zona de inhibición producida. Otros autores disponen el péptido ya purificado 

sobre discos de papel y observan si interfiere en el desarrollo del moho diana 

sembrado en el centro de la placa (Van den Bergh y col., 2002; Wang y Ng, 

2001a,b, 2003; Chu y col., 2003). 

 

También se han llevado a cabo numerosos métodos en placas multipocillo 

(Broekaert y col., 1990; Amsterdam, 1996; Steinberg and Lehrer, 1997; Hancock, 

1997; du Toit y Rautenbach, 2000), tanto con el medio de cultivo donde se ha 

incubado el microorganismo productor como con los compuestos ya purificados. 

En este caso, el crecimiento del microorganismo diana se traduce en un 

incremento en la densidad óptica de los pocillos en función del tiempo. De este 

modo, puede cuantificarse el potencial inhibitorio comparando el desarrollo 

normal con el producido en presencia de determinadas sustancias. Además de 

permitir una cuantificación, estos métodos permiten la realización de muchos 
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ensayos de manera simultánea y la utilización de cantidades muy pequeñas de 

reactivos. 

 

Por otra parte, pueden utilizarse diversos microorganismos como 

indicadores de la inhibición: desde mohos sensibles a diversos antifúngicos, 

pasando por mohos alterantes o toxigénicos, hasta los que componen la 

microbiota habitual del producto. Debido a todo lo anterior, estos métodos deben 

ser modificados en función del tipo de sustancia antimicrobiana, del organismo 

productor, del alimento al que se destinan, o de los microorganimos que vayan a 

ser utilizados como indicadores de la inhibición. 

 

I.5.2. CARACTERIZACIÓN FÚNGICA. 

 

Actualmente existen técnicas muy diversas encaminadas a la identificación y 

caracterización de mohos. Las técnicas utilizadas tradicionalmente se basan en la 

observación de las características morfológicas que presentan los mohos en 

determinados medios de cultivo y bajo condiciones de temperatura y humedad 

relativa específicas (Pitt y Hocking, 1997). Aunque el aspecto macroscópico de 

los mohos puede variar considerablemente dentro de una especie en función de su 

estado fisiológico (Wiley, 1981), estas técnicas siguen siendo utilizadas por lo 

general acompañadas de otras pruebas complementarias tendentes a una 

identificación adecuada. 

 

Los mohos también pueden caracterizarse en función de su comportamiento 

frente a diferentes sustratos, o bien a través de características químicas como el 

perfil lipídico, proteínico o por la producción de metabolitos secundarios como las 

micotoxinas (Khachatourians, 1999). 

 

Hay opiniones diferentes respecto de la utilización del perfil de metabolitos 

secundarios para la caracterización e identificación de mohos. Algunos autores 

consideran que los metabolitos secundarios son específicos de cepa, mientras 
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otros consideran que su síntesis está condicionada por factores ambientales 

(Khachatourians, 1999). Sin embargo en algunos géneros, entre los que se 

incluyen Fusarium, Penicillium y Aspergillus, los metabolitos secundarios han 

demostrado ser fiables para su identificación (Frisvad y Filtenborg, 1990; 

Khachatourians, 1999). 

 

Entre los métodos que pueden ser utilizados para el análisis de metabolitos 

secundarios se encuentran las técnicas inmunológicas y cromatográficas. 

 

Las técnicas inmunológicas se basan en el reconocimiento de polisacáridos 

extracelulares y proteínas antigénicas de superficie (Khachatourians, 1999). En el 

caso de las micotoxinas, que no son antigénicas, los estudios se orientan hacia la 

búsqueda de micotoxinas unidas a una proteína o polipéptido transportador (Chu, 

1992; Ward y col., 1993). 

 

Existen además gran variedad de técnicas aplicables al estudio del perfil de 

metabolitos secundarios para la identificación de mohos, como la cromatografía 

en capa fina (Frisvad y col., 1989), cromatografía de gases (Scott, 1993), 

cromatografía o electroforesis capilar (Holland y Sepaniak, 1993; Nielsen y col., 

1996; Martín y col., 2005), o cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 

detectores de masas (Malmstrom y col., 2000) o de batería de diodos (Frisvad, 

1987b). La cromatografía líquida asociada a un espectrómetro de masas ha sido 

utilizada para el análisis de micotoxinas producidas por mohos aislados de jamón 

curado (Núñez y col., 2000; Sosa y col., 2002). Así mismo, la electroforesis 

capilar además de permitir la detección de diferentes micotoxinas en alimentos 

(Tsao y Zhou, 2000; Peña y col., 2002), ha sido empleada recientemente para la 

caracterización de mohos aislados de productos cárnicos madurados en función 

del perfil de metabolitos secundarios (Martín y col., 2004).  

 

También se ha propuesto el estudio de extractos fúngicos mediante 

espectrometría de masas con electrospray para la identificación de mohos 
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(Smedsgaard y Frisvad, 1996, 1997). Asimismo, el análisis de compuestos 

volátiles mediante nariz electrónica parece ser muy útil para la identificación de 

la población fúngica desarrollada durante el almacenamiento de los cereales 

(Magan y Evans, 2000). 

 

Finalmente, también existen técnicas basadas en el análisis de ácidos 

nucleicos entre las que destacan por su utilidad para mohos, la secuenciación de 

las regiones ITS para la identificación a nivel de especie (White y col., 1990; 

Peterson, 1995; Morrison y col., 2005), y el análisis del polimorfismo del ADN 

amplificado al azar o RAPD para la caracterización de cepas (Meyer y col., 1991, 

1993; Bayman y Cotty, 1993).  

 

I.5.3. DETECCIÓN DE MICOTOXINAS. 

 
Se han aislado gran cantidad de mohos de productos cárnicos madurados 

capaces de producir micotoxinas (Tabla I.2). Debido a esto, una vez que se han 

seleccionado las cepas con actividad antifúngica resulta necesario descartar el 

hecho de que deban su actividad a la producción de micotoxinas. 

 

Las condiciones ambientales, fundamentalmente la temperatura y la aw, así 

como la disponibilidad de nutrientes, son críticas para el desarrollo del moho y 

para la producción de micotoxinas. No obstante, las condiciones necesarias para 

que el microorganismo produzca las micotoxinas son mucho más limitadas que 

las requeridas para el desarrollo del moho, y pueden variar entre micotoxinas 

distintas producidas por la misma especie de moho (Frisvad y Samson, 1991). 

 

Para descartar que la actividad antifúngica detectada se deba a la producción 

de micotoxinas se debe realizar la extracción de las mismas en idénticas 

condiciones en las que se detectó la actividad inhibitoria. No obstante, el hecho de 

que el moho no forme micotoxinas en esas condiciones no implica necesariamente 

la ausencia de potencial toxigénico en el mismo. Por ello, para las cepas 
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seleccionadas para su utilización en productos cárnicos madurados debe 

comprobarse que no producen micotoxinas en el amplio rango de temperaturas y 

aw que tienen lugar durante la elaboración de este tipo de productos (Núñez y col., 

2000; Sosa y col., 2002). 

 

Se han descrito numerosos métodos para el estudio del potencial toxigénico 

de mohos aislados de productos cárnicos madurados (Núñez y col., 1996b, 2000; 

Díaz, 1999; Sosa y col., 2002; López-Díaz y col., 2001; Tabuc y col., 2004). En 

todos los casos, la extracción de las micotoxinas se realiza con diferentes 

solventes orgánicos. 

 

Posteriormente, los extractos obtenidos pueden separarse y analizarse 

mediante cromatografía en capa fina (López-Díaz y col., 2001; Tabuc y col., 

2004), electroforesis capilar micelar electrocinética (Martín y col., 2004) o 

cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de masas (Núñez y 

col., 2000; Sosa y col., 2002), método que permite además realizar una 

cuantificación de las micotoxinas detectadas. También existen tests comerciales 

basados en pruebas inmunológicas para la detección de determinadas micotoxinas 

como aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, etc. (Comi y col., 2004). Además, la 

producción de micotoxinas también puede cuantificarse mediante 

espectrofluorodensitometría (Tabuc y col., 2004). 

 

I.5.4. EVALUACIÓN DEL EFECTO EN LAS CARACTERÍSTICAS DEL 

PRODUCTO. 

 
Una vez seleccionadas las cepas de mohos no toxigénicas con actividad 

antifúngica, se puede evaluar el efecto del moho sobre el producto en el que se 

vaya a aplicar y sobre el resto de la población microbiana presente en el mismo.  

 

Las actividades metabólicas que pueden contribuir a las características del 

producto acabado son fundamentalmente la capacidad del moho para hidrolizar 
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proteínas y lípidos y para generar compuestos volátiles de interés en los productos 

cárnicos madurados (véase apartado I.3.1).Por otro lado, se debe asegurar que el 

moho con actividad antifúngica sea capaz de inhibir al resto de mohos no 

deseables presentes en el producto cárnico madurado, sin afectar a las cepas 

deseables. 

 

I.6. OBTENCIÓN, PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE PROTEÍNAS CON 

ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 
Para obtener las proteínas con actividad antifúngica es necesario seleccionar 

las técnicas más adecuadas para la extracción y purificación de la proteína diana 

en función de sus características y las del organismo productor. 

 

I.6.1. OBTENCIÓN. 

 

Los procedimientos de obtención deben ser seleccionados según la fuente de 

proteínas. En el caso de que sean producidas por mohos, los posibles compuestos 

activos van a ser liberados al medio de cultivo para que puedan tener efecto. Por 

ello, la obtención de proteínas a partir de medios de cultivo no requiere 

generalmente operaciones previas como la homogeneización. En ese caso, se debe 

diseñar un medio de cultivo que estimule la producción de la proteína diana y la 

posterior liberación al medio (Lacadena y col., 1995; Marx y col., 1995; Martínez-

Ruiz y col., 1997; Lee y col., 1999; Geisen, 2000). Para ello, el microorganismo 

se cultiva en distintos medios con proporciones diferentes de hidratos de carbono, 

proteínas, minerales, etc., así como a distintas aw y temperaturas durante periodos 

de incubación variables. Esto además ofrece información sobre las condiciones 

óptimas de producción de la proteína, de gran utilidad para la posterior utilización 

del moho en la elaboración del producto cárnico. 
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I.6.2. PURIFICACIÓN. 

 
Los métodos de purificación de proteínas más comúnmente utilizados 

incluyen precipitación y cromatografía de intercambio iónico, de afinidad y de 

exclusión (Bonnerjea y col., 1986). La selección y el orden en el que se apliquen 

dependerá de la información de que dispongamos respecto de la proteína diana, 

tales como la estabilidad a diferentes pHs, sales o temperaturas, sensibilidad a 

proteasas, peso molecular, punto isoeléctrico, solubilidad, hidrofobicidad, afinidad 

por determinados sustratos, etc. En el caso de los péptidos antifúngicos la 

hidrofobicidad y la estructura en α-hélice se correlacionan con la toxicidad para 

las células de mamíferos, mientras que la carga positiva afecta más al efecto 

antifúngico (Hong y col., 2001). 

 

I.6.2.1. SEPARACIÓN POR PRECIPITACIÓN. 

 
La solubilidad de las proteínas en diferentes soluciones depende de la 

concentración de la misma y de la carga de los aminoácidos en la molécula, por lo 

que puede modificarse en función del pH o la temperatura. 

 

La precipitación con sulfato amónico ((NH4)2SO4) permite extraer y 

concentrar proteínas de manera eficaz, por lo que es una técnica que puede 

utilizarse en las primeras etapas de la purificación proteica (Wang y Ng, 2001a). 

No obstante, el extracto obtenido contiene una elevada concentración de sal que 

debe eliminarse posteriormente mediante diálisis, ultrafiltración o columnas de 

desalado. 

 

La utilización de solventes orgánicos permite fraccionar proteínas en 

función de la solubilidad en los mismos, aunque muchos péptidos podrían 

desnaturalizarse (Khmelnitsky y Rich, 1999), por lo que no es una técnica muy 

adecuada si se requiere recuperar posteriormente la actividad de la proteína diana. 
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I.6.2.2. SEPARACIÓN POR ADSORCIÓN. 

 
La adsorción cromatográfica se basa en la separación de compuestos en 

función de la diferente afinidad a un soporte sólido y a un solvente móvil. 

 

La cromatografía de intercambio iónico se basa en una interacción 

reversible entre una proteína cargada y un soporte con carga opuesta. 

Posteriormente las proteínas se eluyen selectivamente de la columna mediante el 

incremento de la fuerza iónica o cambios en el pH. Es la técnica más 

frecuentemente utilizada para la purificación de proteínas (Bonnerjea y col., 

1986), ya que pueden utilizarse volúmenes de muestra muy variables. En los 

péptidos antifúngicos específicos para las membranas de los hongos desempeña 

un papel destacado la carga (Hoover y col., 2003) y el carácter catiónico o 

hidrofóbico (Friedrich y col., 1999; Hancock y Chapple, 1999) del compuesto. 

Por lo tanto, la cromatografía de intercambio iónico resulta muy útil para la 

purificación de los péptidos con actividad antifúngica (Lacadena y col., 1995; 

Marx y col., 1995; Martínez-Ruiz y col., 1997; Lee y col., 1999; Wang y Ng, 

2001a,b, 2003; Chu y col., 2003). 

 

La cromatografía de afinidad separa proteínas en función de una 

interacción reversible con un ligando inmovilizado covalentemente en la matriz de 

la columna (Dean y col., 1985). La desorción se lleva a cabo de manera específica 

mediante el uso de ligandos competitivos, cambios en el pH, en la fuerza iónica o 

en la polaridad. Esta técnica ofrece una gran especificidad, por lo que suele ser de 

gran utilidad cuando se conoce el compuesto a purificar. De hecho, se utiliza con 

frecuencia para la obtención de proteínas con actividad antifúngica a partir de 

vegetales (Van den Berg y col., 2002; Wang y Ng, 2001a,b, 2003; Chu y col., 

2003). Por el contrario, cuando se desconocen los compuestos activos no es tan 

útil, al no disponerse de matrices comerciales aplicables a la purificación de gran 

variedad de proteínas. 
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La cromatografía en fase reversa se utiliza para separar proteínas en 

función de su hidrofobicidad. Debido a la naturaleza de las matrices utilizadas, la 

unión es normalmente tan fuerte que requiere el uso de solventes orgánicos para la 

elución, por lo que muchas proteínas pueden desnaturalizarse (Khmelnitsky y 

Rich, 1999). Es una técnica muy selectiva y de alta resolución, por lo que suele 

utilizarse en las últimas fases de la purificación proteica (Marx y col., 1995; Lee y 

col., 1999; Gomes y col., 1995), y siempre que no se requiera una recuperación 

posterior de la actividad de la proteína diana. 

 

El cromatoenfoque es una variante de la cromatografía de intercambio 

iónico (Sluyterman y Kooistra, 1989). Mediante la generación de un gradiente de 

pH in situ se concentran las moléculas por su punto isoeléctrico. Se utiliza para 

determinar el punto isoeléctrico de las proteínas purificadas (Moyne y col., 2001). 

 

I.6.2.3. SEPARACIÓN POR TAMAÑO. 

 
La separación tiene lugar en función del peso molecular y de la 

conformación de las proteínas, lo que determina su paso a través de unos poros de 

diámetro conocido. 

 

La ultrafiltración permite la separación de proteínas en función del tamaño 

mediante membranas con diferentes límites de corte. No obstante, se han descrito 

multitud de proteínas antifúngicas de tamaños muy variables, por lo que es una 

técnica que no resulta muy útil si se desconoce el tamaño de la proteína diana. 

 

La cromatografía de exclusión o filtración en gel es una técnica basada en 

la capacidad de una molécula para penetrar a través de los poros de las partículas 

del gel, lo que permite separar proteínas en función de su peso molecular 

(Borman, 1983). Aunque suele utilizarse para desalar extractos obtenidos 

mediante precipitación con diferentes sales, es ideal para las últimas etapas de 

purificación (Lacadena y col., 1995; Martínez-Ruiz y col., 1997; Wang y Ng, 
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2001a,b, 2003; Chu y col., 2003; Gomes y col., 2005) ya que el volumen de 

muestra influye significativamente en la resolución. Además permite realizar una 

estimación del peso molecular de la proteína diana mediante el uso de patrones. 

 

I.6.2.4. SEPARACIÓN POR ELECTROFORESIS. 

 
La electroforesis en gel de poliacrilamida puede utilizarse para separar 

proteínas en función de su carga y tamaño, mediante electroforesis no 

desnaturalizantes o nativas (Bonnerjea y col., 1986); o bien sólo en función del 

tamaño de sus subunidades, mediante electroforesis desnaturalizantes (Weber y 

Osborn, 1969). Las matrices sólidas discontinuas son las más utilizadas y constan 

de dos geles, uno concentrador con gran tamaño de poro y otro separador cuyo 

tamaño de poro dependerá del peso molecular de las proteínas a separar (Ornstein, 

1964; Laemmli, 1970). 

 

Muchos autores han utilizado estos geles para comprobar la pureza y 

calcular el peso molecular de la proteína purificada (Lacadena y col., 1995; Marx 

y col., 1995; Martínez-Ruiz y col., 1997; Lee y col., 1999; Wang y Ng, 2001a,b, 

2003; Chu y Ng, 2003). También es un paso previo a la fijación en membranas de 

difluoruro de polivinilideno (PVDF) de las proteínas a secuenciar. 

 

La electroforesis capilar en gel permite separar proteínas y péptidos de 

peso molecular alto (Grossman y col., 1989; Ganzler y col., 1992) mediante la 

aplicación de un alto voltaje sobre un capilar relleno de un gel de poliacrilamida o 

matrices de polímeros de dextranos a través del que se separa la muestra. Los 

compuestos son posteriormente identificados y cuantificados mediante diferentes 

detectores, siendo los de ultravioleta y de fluorescencia los más utilizados 

(Swedberg, 1997). El volumen de muestra analizado así como el que se obtiene 

tras el análisis es muy pequeño, por lo que es una técnica que puede ser útil en las 

últimas fases de la purificación para comprobar el grado de pureza de la muestra. 
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I.6.3. CARACTERIZACIÓN. 

 
Una vez purificada la proteína resulta de gran interés para su posterior 

aplicación en el alimento la caracterización de la misma. Se pueden determinar 

sus condiciones óptimas de actuación (temperatura, ph, etc.), la sensibilidad a 

distintos tratamientos (térmicos, enzimas proteolíticos, etc.), concentración 

mínima inhibitoria, o espectro de inhibición. Además, el conocimiento tanto de la 

secuencia de aminoácidos como de los genes que codifican la proteína puede ser 

de gran utilidad para una futura expresión. No obstante, antes de su utilización en 

alimentos, se debe asegurar que la proteína no cause daños en los consumidores. 

 

I.6.3.1. DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES DE ACTIVIDAD 

ANTIFÚNGICA. 

 
El pH del medio tiene una gran influencia en la actividad antifúngica de la 

proteína ya que la carga positiva se correlaciona con el efecto antifúngico (Hong y 

col., 2001). Las proteínas con actividad antifúngica podrían utilizarse como 

aditivo para la elaboración de algunos productos cárnicos madurados. Estos 

productos ofrecen unas condiciones de temperatura, pH o aw muy variables a lo 

largo del proceso de elaboración, por lo que es necesario evaluar las condiciones 

en las que la proteína mantiene la actividad antifúngica para determinar su posible 

aplicación. 

 

La determinación de la concentración mínima inhibitoria para los diferentes 

microorganismos resulta fundamental para asegurar la ausencia de mohos no 

deseables en el caso de aplicar el compuesto antifúngico en el alimento.  
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I.6.3.2. DETERMINACIÓN DE LA SENSIBILIDAD A TRATAMIENTOS 

TÉRMICOS Y ENZIMÁTICOS. 

 
Los tratamientos térmicos que puedan tener lugar durante la elaboración de 

los productos cárnicos madurados no suelen ser inconveniente para la utilización 

de proteínas antifúngicas, ya que en general son muy estables al calor (Lacadena y 

col., 1995). 

 

En los productos cárnicos madurados se desarrolla una población fúngica 

que libera al medio numerosos enzimas proteolíticos, por lo que resulta de gran 

interés la evaluación de la sensibilidad de las proteínas antifúngicas al tratamiento 

con estos enzimas. Además, en la elaboración de algunos productos cárnicos 

pueden utilizarse enzimas proteolíticos para acelerar la maduración (Fernández y 

col., 2000). Por otro lado, la degradación tras el tratamiento con enzimas 

digestivos representa una enorme ventaja para su posible utilización en alimentos.  

 

I.6.3.3. DETERMINACIÓN DE LOS GENES RELACIONADOS CON LA SÍNTESIS 

DE LA PROTEÍNA. 

 
Conocer la secuencia de aminoácidos de una proteína es de gran utilidad ya 

que permite encuadrarla dentro de alguna de las familias conocidas. A partir de la 

secuencia de aminoácidos también se puede determinar la configuración espacial 

de la proteína, que condiciona en gran medida el mecanismo de acción de la 

misma. De hecho, la estructura en α-hélice se correlaciona con la toxicidad para 

las células de mamíferos (Hong y col., 2001). Por otro lado, todas las proteínas 

con actividad antifúngica producidas por mohos que han sido descritas presentan 

una estructura terciaria estabilizada por tres o cuatro puentes bisulfuro (Nakaya y 

col., 1990; Campos-Olivas y col., 1995; Lacadena y col., 1995; Marx y col., 1995; 

Lee y col., 1999).  
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Cada aminoácido se corresponde con una secuencia concreta de nucleótidos, 

es decir, tiene una secuencia concreta en el genoma para su síntesis. Por ello, el 

conocimiento de esas secuencias permite una manipulación genética encaminada a 

su expresión. 

 

Existen diferentes estrategias para encontrar los genes de síntesis de una 

proteína, como la elaboración de bibliotecas de ADN complementario (ADNc; 

Marx y col., 1995). Para ello es necesario elegir un vector o plásmido que se 

utilizará como herramienta para la construcción de la biblioteca. Los vectores 

plasmídicos son capaces de clonar fragmentos de ADNc desde cientos de pares de 

bases hasta unas 9000 pares de bases, ya que tamaños mayores necesitan otros 

vectores como los cósmidos (Chang y col., 1993). La elección del plásmido 

depende de los sitios de clonación, de restricción y de los lugares de resistencia a 

antibióticos. Una vez elegido el vector se une al ADNc sintetizado. 

Posteriormente se introducen en el microorganismo competente elegido, 

formándose los transformantes que constituirán la biblioteca. Los clones 

relacionados con la síntesis de la proteína se detectan mediante una sonda de 

ADN (Redkar y col., 1996) que puede elaborarse a partir de la secuencia del 

extremo amino terminal de la proteína purificada. 

 

Otras estrategias encaminadas a encontrar los genes relacionados con la 

síntesis de la proteína están basadas en la realización de PCRs directamente sobre 

el ADN genómico (Geisen, 2000) o el ARN mensajero (RT-PCR) del 

microorganismo productor de la proteína. Para ello se pueden utilizar cebadores 

diseñados a partir de las secuencias amino y carboxilo terminal de la proteína 

purificada. El fragmento resultante puede ser clonado y secuenciado. 

 

La determinación de la secuencia de ADN que codifica la producción de 

proteínas con actividad antifúngica puede ser de gran interés para la 

transformación de otros microorganismos aislados de productos cárnicos 

madurados, que aunque presenten unas características tecnológicas deseables, 
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sean incapaces de competir con el resto de la población fúngica presente en estos 

productos a lo largo de todo el proceso de elaboración. Por otra parte, también 

permitiría una producción de la proteína a nivel industrial para su posible 

utilización como aditivo en alimentos en los que la presencia de mohos no sea 

deseable. 
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I.7. OBJETIVOS. 

 

Dado que en los productos cárnicos madurados se desarrollan mohos que 

pueden contribuir a las características del producto final, pero que también pueden 

alterarlo e incluso producir micotoxinas, es necesario controlar la población 

fúngica superficial. Los métodos eficaces para lograr este objetivo resultan poco 

adecuados para estos productos. La reciente descripción de péptidos antifúngicos 

producidos por mohos abre nuevas perspectivas en este sentido. No obstante, los 

posibles compuestos de interés han de ser activos durante la maduración por lo 

que deberían resistir la acción de enzimas microbianos. Además, sería deseable 

que se degradasen en el tracto gastrointestinal. Por último, una posible utilización 

de los mohos productores en productos cárnicos madurados requiere una 

evaluación de la influencia de los factores ambientales en la producción del 

compuesto activo. 

 

El objetivo fundamental de este trabajo ha sido seleccionar cepas de 

Penicillium productoras de péptidos que inhiban el desarrollo de mohos 

indeseables, con el fin de proponerlos como cultivos protectores para productos 

cárnicos madurados. Para lograr este objetivo se plantearon los siguientes 

objetivos parciales: 

 

• Selección de cepas de Penicillium con actividad antifúngica a partir 

de mohos aislados en las distintas etapas del procesado y en 

diferentes industrias con distinta localización geográfica. 

 

• Caracterización de la actividad antifúngica debida a compuestos 

solubles para seleccionar las cepas que deban su actividad a 

compuestos de naturaleza proteica, descartando las que produzcan 

algún compuesto no deseado como las micotoxinas.  
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• Purificación de los compuestos antifúngicos de naturaleza peptídica 

de interés para el estudio posterior de su actividad. 

 

• Evaluación de la capacidad de producción de los compuestos de 

interés en condiciones similares a las de maduración de los productos 

cárnicos para valorar la posible utilización de los mohos productores 

como cultivos protectores. 

 

• Caracterización de los compuestos activos, incluyendo su actividad 

frente a mohos de interés en productos cárnicos madurados y su 

sensibilidad al tratamiento con enzimas. 

 



 

 

 

 

 

                     II. MATERIAL Y MÉTODOS 
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II. MATERIAL Y MÉTODOS. 
 

II.1. MATERIAL. 

 

II.1.1. PRODUCTOS QUÍMICOS Y MEDIOS DE CULTIVO. 

 
Para la realización de la parte experimental de este trabajo, se han empleado 

productos químicos de calidad reactivo suministrados por las casas comerciales 

SIGMA, SCHARLAB, ALDRICH, DIFCO, PANREAC y MERCK. 

 

Los medios de cultivo utilizados para la siembra de las distintas cepas de 

mohos, fueron preparados con productos de las firmas SCHARLAB, DIFCO y 

PANREAC. 

 

Los gases utilizados fueron suministrados por AIR LIQUIDE. 

 

II.1.2. APARATOS. 

 
Todas las manipulaciones que requerían condiciones de esterilidad, se 

realizaron en campanas de flujo laminar TELSTAR mod. BIO-II-A con lámpara 

UVA SILVANA 46320 (1x15 W) con tubo PHILIPS ultra-violet 15 W, y 

TELSTAR mod. AV-30/70. 

 

Las pesadas rutinarias se llevaron a cabo en una balanza electrónica AND 

mod. FV-300 de precisión 10 mg. Para las de precisión se empleó una balanza 

analítica SARTORIUS mod. 1601A de precisión 0,1 mg. 

 

Para las mediciones de pH se utilizó un pHmetro CRISON mod. MICROPH 

2002. 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 44

La preparación de los medios de cultivo y del resto de disoluciones se llevó 

a cabo en agitadores térmicos magnéticos JENWAY mod. 1000 y SELECTA 

mod. Agimatic-N. 

 

Las mediciones de la actividad del agua se realizaron con un medidor Fa-st/1 

de GBX (Scientific Instruments). 

 

Los microorganismos fueron incubados en una estufa SELECTA mod. 207 

con temperatura regulable y en estufas refrigeradas AQUA LYTIC de FISHER 

BIOBLOCK SCIENTIFIC. Los incubadores orbitales utilizados fueron mod. 

INNOVA 4000 de NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC y BIOTECH-CERTOMAT 

mod. IS, de BRAUN. 

 

La observación de las preparaciones fúngicas para su caracterización se 

llevó a cabo en un microscopio invertido NIKON mod. ALPHAPHOT2 YS-2. 

Para el recuento de esporas se utilizó una lupa con luz marca IUL y una cámara de 

recuento (0,0025 mm2 x 0,100 mm) de BRAND. 

 

Las pipetas automáticas de 1-10 μl, 10-100 μl, 50-200 μl, 100-1000 μl y de 

1-5 ml utilizadas son de la marca BIOHIT. 

 

Las muestras para la preparación de los extractos fúngicos para la detección 

de micotoxinas se homogeneizaron en un homogeneizador de paletas mod. LAB-

BLENDER 400. Dichos extractos se filtraron a través de filtros de nylon de 0,45 

μm de diámetro de poro de la marca SCHARLAB. 

 

La evaporación de grandes volúmenes de cloroformo se realizó en un 

rotavapor HEIDOLPH mod. VV2000 con destilador conectado a una trompa de 

agua SAVANT mod. Speed vac Water Jet SWJ120. Los volúmenes pequeños de 

cloroformo se evaporaron bajo corriente de nitrógeno en una cámara de extracción 

de gases SIEMENS. 
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La concentración a vacío de los extractos se llevó a cabo en equipo formado 

por un condensador REFIGERATED CONDENSATION TRAP RT4104 

acoplado a una bomba TELSTAR mod. UNL-25. 

 

Las centrifugaciones fueron realizadas en una microcentrífuga refrigerada 

mod. 5417 C/R de EPPENDORF y una de sobremesa MICROSPIN mod. 24 S de 

SORVALL.  

 

El tratamiento por calor de las muestras se llevó a cabo en un bloque térmico 

mod. TEMBLOC de SELECTA, en un baño de agua PRECISTERM mod. S-140 

y en un baño de arena COMBIPLAC de P-SELECTA. 

 

Los medios de cultivo, soluciones y diverso material de laboratorio, fueron 

esterilizados en un autoclave mod. AUTESTER S-437-G de SELECTA. Para las 

esterilizaciones por filtración se utilizaron filtros de acetato de celulosa de 0,22 

μm de diámetro de poro de ALBET. 

 

Para la filtración de los diferentes tampones utilizados en la purificación del 

péptido se utilizaron filtros de acetato de celulosa de 0,45 μm de diámetro de poro 

de ALBET. 

 

El agua destilada se obtuvo mediante el tratamiento con un destilador de 

USF mod. PURELAB pRO. El agua utilizada para la preparación de tampones y 

diversas soluciones, fue previamente tratada con un desionizador mod. 

ELGASTAT UHQ MKII de ELGA. 

 

Reactivos y microorganismos fueron conservados en un refrigerador 

ZANUSSI mod. ZF/26 y en una cámara refrigerada VEREDECA mod. 230 

AXEX. Las muestras se mantuvieron en un congelador mod. –86ºC 

ECONOFREEZER de FORMA SCIENTIFIC y en un arcón congelador 

ZANUSSI. 
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Las amplificaciones de ADN se realizaron en un termociclador mod. iCycler 

de BIORAD. 

 

Las electroforesis en gel de poliacrilamida se llevaron a cabo en cubetas 

verticales mod. MINIPROTEAN de BIORAD. Las electroforesis en gel de 

agarosa de ácidos nucleicos se hicieron en cubeta horizontal de BIORAD mod. 

Sub-Cell GT. En ambos casos se utilizó una fuente de alimentación mod. POWER 

PAC 300 también de BIORAD. 

 

Los geles de agarosa se observaron con luz ultravioleta en un 

transiluminador mod. VILBER LOURMAT. 

 

Las fotografías de los geles de agarosa y de poliacrilamida fueron tomadas 

con una cámara digital KODAC mod. DC 290. La intensidad de las bandas se 

analizó con un programa informático de análisis de imagen KODAC, versión 3.5 

(Kodac Digital Science 1D Image Analysis Software). 

 

Para la transferencia del péptido a las membranas de difluoruro de 

polivinilideno (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) se utilizó una cubeta de 

transferencia electroforética de BIORAD alimentada por una fuente mod. 

POWER PAC 300 también de BIORAD. 

 

El equipo de electroforesis capilar empleado fue el BECKMAN P/ACE 

System 2200 con detector de ultravioleta y batería de diodos. Se utilizó una 

columna silanizada de 75 μm de diámetro suministrada por SUPELCO PARK. 

Los datos se analizaron con el programa informático SYSTEM GOLD versión 

711. 

 

Las lecturas de absorbancias de las placas multipocillo se llevaron a cabo en 

un lector de MERCK mod. MIOS MR 7000. 
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Para la cuantificación del nitrógeno se leyeron las absorbancias en un 

espectrofotómetro VIS-UV-HITACHI, mod. U-2000. 

 

La separación y análisis de micotoxinas y metabolitos secundarios se realizó 

en un cromatógrafo líquido de alta resolución (HPLC) mod. 1100 de HEWLETT 

PACKARD. Para la separación se utilizó una columna de C:18 de 

PHENOMENEX de 25 cm x 4,6 mm con un tamaño de partícula de 5 μm. Los 

diferentes compuestos se detectaron con un detector de luz ultravioleta mod. 166 a 

254 nm y un detector de masas LCQ MS de FINNIGAN MAT. 

 

La caracterización bioquímica de los diferentes aislados se llevó a cabo en 

un sistema de BIOLOG compuesto por un lector de placas multipocillo BIOLOG 

MicroStation, el programa informático MicroLog TM 3 y las bases de datos de 

mohos de Biolog. 

 

La separación y purificación de los compuestos de naturaleza proteica con 

actividad antifúngica se llevó a cabo en un cromatógrafo líquido para la 

purificación rápida de proteínas (FPLC) mod. ÄKTAFPLC con un colector de 

fracciones mod. FRAC-950, ambos de AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH. 

El análisis de los resultados obtenidos se realizó con el programa informático 

UNICORN version 4.12. Se utilizaron las columnas de sefarosa HiTrapTM SP HP 

y HiLoadTM 26/10 SP HP de intercambio catiónico; y columnas de filtración en 

gel SuperoseTM 12 10/300 GL, SuperdexTM 75 HR 10/30 y HiLoadTM 26/60 

SuperdexTM 75, todas ellas suministradas por AMERSHAM BIOSCIENCES. 

 

Para el tratamiento estadístico de los datos obtenidos, se empleó el programa 

informático SPSS para Windows versión 12.0. 
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II.1.3. MATERIAL BIOLÓGICO. 

 
Las cepas de mohos utilizadas para la purificación de los compuestos 

antifúngicos fueron aisladas en 9 industrias productoras de jamón curado situadas 

en diferentes localidades de las provincias de Salamanca, Cáceres, Badajoz y 

Huelva. También se utilizaron las cepas BFE66 y BFE67 de Penicillium 

nalgiovense con actividad antifúngica (Geisen, 2000), cedidas por el Dr. Rolf 

Geisen (Centro Federal de Investigación, Instituto de Higiene y Toxicología. 

Karlsruhe, Alemania), y 3 mohos con actividad proteolítica aislados de jamón 

curado (Núñez y col., 1996b; Rodríguez y col., 1998): Penicillium chrysogenum 

Pg131, P. chrysogenum Pg341 y P. nalgiovense Pj261, de la colección de la 

Unidad de Higiene y Seguridad Alimentaria de la Universidad de Extremadura. 

 

Los mohos utilizados como indicadores de la inhibición son cepas 

toxigénicas aisladas de jamón curado (Núñez y col. 1996b; Díaz, 1999) de la 

colección de la Unidad de Higiene y Seguridad Alimentaria de la Universidad de 

Extremadura, y cepas toxigénicas pertenecientes a la Colección Española de 

Cultivos Tipo: Aspergillus flavus CECT 2687 Af2687, Aspergillus parasiticus 

CECT 2682 Ap2682, Aspergillus versicolor CECT 2664 Av2664, Penicillium 

aurantiogriseum CECT 2918 Pa2918 y Penicillium griseofulvum CECT 2919 

Pg2919. 

 

En las transformaciones se utilizaron las células competentes de Escherichia 

coli Subcloning Efficiency TM DH5α TM de la casa comercial INVITROGEN. 
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II.1.4. PATRONES. 

 
El patrón utilizado como marcador de pesos moleculares en las 

electroforesis en gel de poliacrilamida, suministrado por la casa comercial 

SIGMA, contiene una mezcla liofilizada de albúmina (66 kDa), ovoalbúmina (45 

kDa), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbónica (29 

kDa), tripsinógeno (24 kDa), inhibidor de la tripsina (20 kDa), α-lactoalbúmina 

(14,2 kDa) y aprotinina (6,5 kDa). 

 

Para determinar el tamaño de los productos de PCR se utilizaron dos 

marcadores de pesos moleculares de ADN diferentes: de 0,15 a 2,1 kb de ROCHE 

y de 0,5 a 10 kb de AMERSHAM BIOSCIENCES. 

 

Para la detección e identificación de micotoxinas mediante cromatografía 

líquida de alta resolución acoplada a un detector de masas (HPLC-MS) y 

electroforesis capilar micelar electrocinética (MECC) se utilizaron los siguientes 

patrones de micotoxinas: patulina, ácido penicílico, viridicatumtoxina, 

roquefortina C, aflatoxinas G1 y B1, griseofulvina, citreoviridina, ácido 

micofenólico, citrinina, ocratoxina A, xanthomegmina, verruculógeno, 

esterigmatocistina, ácido secalónico D, ácido ciclopiazónico, fumitremorgina B, 

verrucosidina, paxilina, deoxinivalenol, zearalenona y penitrem A, suministradas 

por la casa comercial SIGMA y el Centro Federal de Investigación de la Carne de 

Kulmbach en Alemania. 

 

Para la determinación del punto isoeléctrico por electroforesis capilar de 

isoelectroenfoque se utilizó un patrón constituido por ribonucleasa, anhidrasa 

carbónica II, β-lactoglobulina y péptido CCK, incluido en el kit cIEF 3-10, de la 

casa comercial BECKMAN. 
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II.2. MÉTODOS. 

 
II.2.1. OBTENCIÓN DE CEPAS CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 
II.2.1.1. TOMA DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE MOHOS. 

 
El muestreo se realizó en nueve industrias distintas en poblaciones diferentes 

de las provincias de Badajoz (I), Cáceres (II y III), Salamanca (IV, V, VI, VII y 

VIII) y Huelva (IX). En cada industria se tomaron muestras de la población 

fúngica mediante el raspado de 25 cm2 de la superficie de al menos cinco jamones 

en las etapas del procesado que fue posible. Concretamente, en las industrias I, II, 

III, VI, y VII se muestrearon jamones en las fases de postsalado (P), secadero (S) 

y bodega (B), al igual que en las industrias IV y IX donde además se tomaron 

muestras de dos secaderos (SI y SII), y dos bodegas (BI y BII) sólo en el caso de 

la industria IV. Nos obstante, en ambos casos secaderos por un lado y bodegas por 

otro, se diferenciaron únicamente en la localización de la sala dentro de la misma 

industria, no en el tiempo de maduración del producto. Finalmente, en las 

industrias V y VIII sólo pudieron tomarse muestras de jamones en fase de bodega, 

aunque en la VIII se muestrearon jamones de uno y tres años de maduración (BI y 

BII, respectivamente). 

 

Dado que se estimaba que el recuento en estas muestras para la población 

fúngica sería superior a 105 u.f.c/cm2, se realizaron diluciones decimales en agua 

de peptona al 1% estéril. Las siembras se efectuaron en tres medios de cultivo 

diferentes para obtener la mayor diversidad posible entre los aislados: 

 

• Agar creatina sacarosa neutro (CSN; Pitt, 1993), para diferenciación 

de especies de Penicillium subgénero Penicillium o poliverticilados. 

• Agar diclorán glicerol al 18% (DG18; Hocking y Pitt, 1980), medio 

con actividad de agua intermedia. 
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• Agar extracto de carne (AEC; Núñez y col., 2000; Sosa y col., 2002), 

elaborado con componentes similares a los encontrados en productos 

cárnicos. 

 

Las placas se incubaron a 25ºC durante 7 días. Posteriormente se aislaron al 

menos tres colonias de cada una de las placas que mostraran distintas 

características morfológicas o fisiológicas. 

 

II.2.1.2. SELECCIÓN MEDIANTE EL ENSAYO DE INHIBICIÓN RADIAL EN 

MEDIO SÓLIDO. 

 
Para detectar la posible actividad inhibidora de los aislados se utilizaron 

como referencia 5 cepas de la colección de la Unidad de Higiene y Seguridad 

Alimentaria de la Universidad de Extremadura (Penicillium expansum Px121, 

Penicillium echinulatum Pe321, Penicillium commune Pc332, Aspergillus sydowii 

As161 y Aspergillus niger An261), aisladas de productos cárnicos madurados 

(Núñez y col., 1996b), y seleccionadas por su capacidad de producción de 

micotoxinas (Díaz, 1999).  

 

El método utilizado para evaluar la actividad antifúngica de los aislados 

obtenidos frente a las cepas de referencia, se basa en una modificación del 

propuesto por Geisen (2000). Cada uno de los aislados se sembró en placas de 

agar extracto de malta (AEM; Rapper y Thom, 1949) a pH 4,5, y se incubó a 25ºC 

durante 4 días. Tras la incubación se extrajeron del medio 5 cilindros de 2,5 cm de 

diámetro, que se traspasaron a otras tantas placas estériles. En cada una de las 

placas se colocaron tres cilindros, cada uno de un aislado diferente. Cada placa se 

rellenó con una mezcla de 30 ml de AEM fundido a pH 4,5 con 1 ml de 

suspensión de esporas (109 u.f.c/ml aproximadamente) de una cepa de referencia 

diferente (Figura II.1). Posteriormente fueron incubadas a 25ºC durante 48 h.  
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La intensidad de la inhibición se estimó en función del área del halo de 

inhibición observado alrededor de los cilindros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.1. Método utilizado para la determinación de la inhibición radial en medio 

sólido. 
 

II.2.1.3. CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR DE LOS AISLADOS CON 

ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 
Los aislados que mostraron actividad en el ensayo de inhibición radial en 

medio sólido se sometieron a una caracterización preliminar basada en pruebas 

morfológicas y fisiológicas (Pitt, 1979; Pitt, 1993; Pitt y Hocking, 1997) que 

permitiera agruparlos en tipos diferentes, asegurando de este modo una selección 

de aislados lo más variada posible para los ensayos posteriores. 

 

Para ello, los mohos se inocularon en agar Czapeck extracto de levadura 

(CYA; Pitt, 1973), agar extracto de malta 2% (AEM; Rapper y Thom, 1949) y 
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agar nitrato glicerol 25% (G25N; Pitt, 1973). Cada microorganismo se sembró en 

una placa de cada uno de los medios, excepto en agar CYA, del que se inocularon 

tres placas. Posteriormente, las placas se incubaron durante 7 días a 25ºC, 

exceptuando dos de CYA que lo hicieron a 5ºC y a 37ºC respectivamente. A 

continuación, se procedió a la observación de las características tanto 

macroscópicas (color del micelio y de las esporas, diámetro de la colonia, color 

del reverso, presencia de exudado y/o de pigmentos solubles, forma y aspecto de 

la colonia), como microscópicas (estructura de los cuerpos fructíferos, 

características de las esporas o presencia de estructuras características en el 

micelio).  

 

Para la clasificación de las especies de Penicillium subgénero Penicillium, o 

penicilos terverticilados, se procedió a su inoculación en placas de agar creatina 

sacarosa neutro (CSN; Pitt, 1993), que se incubaron a 25ºC durante 7 días. 

Posteriormente se procedió a la caracterización de estos mohos en función de la 

morfología de sus colonias y de su metabolismo, que puede provocar la 

acidificación o alcalinización del medio. 

 

II.2.1.4. ENSAYOS DE INHIBICIÓN EN PLACAS MULTIPOCILLO. 

 

Los halos observados en el ensayo de inhibición radial en medio sólido 

pueden deberse a compuestos de naturaleza proteica, pero también a la producción 

de micotoxinas u otras sustancias liposolubles, o a una simple competición por los 

nutrientes del medio. Para detectar y determinar la naturaleza de los compuestos 

responsables de la inhibición se efectuaron ensayos en placas multipocillo 

siguiendo el protocolo propuesto por Broekaert y col. (1990) con algunas 

modificaciones. 
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DETECCIÓN DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS LIBERADOS AL MEDIO. 

 

En primer lugar se planteó un ensayo en placas multipocillo con 90 de los 

aislados que produjeron inhibición radial en medio sólido. Tras 15 días de 

incubación en caldo extracto de malta (MEB; 2% extracto de malta, 2% glucosa y 

0,1% peptona bacteriológica, ajustado a pH 4,5) a 25ºC, se eliminó el micelio y el 

medio libre de células se sometió a una extracción con cloroformo (Figura II.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura II.2. Metodología seguida para la preparación de los extractos utilizados en 

los primeros ensayos realizados en placas multipocillo. 
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Posteriormente se evaluó la inhibición producida tanto por el extracto 

clorofórmico como por la fase acuosa frente a P. expansum Px121, P. 

echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii As161 y A. niger An261, 

aislados de productos cárnicos madurados (Núñez y col., 1996b) y seleccionados 

por su capacidad de producción de micotoxinas (Díaz, 1999). 

 

Para ello, se depositaron en las placas 100 μl tanto del extracto clorofórmico 

como de la fase acuosa por triplicado. A continuación, cada uno de los pocillos se 

rellenó con 100 μl de medio de cultivo. Para preparar este medio, se mezclaron 

100 ml de MEB con 500 μl de una suspensión de esporas (109 u.f.c/ml 

aproximadamente) de cada microorganismo indicador por separado. Los extractos 

obtenidos a partir del medio de cultivo sin inocular e incubados en las mismas 

condiciones fueron utilizados como controles negativos de la inhibición. 

 

Las placas fueron incubadas a 25ºC durante una semana. El crecimiento de 

cada uno de los mohos indicadores se determinó en función de la variación de la 

densidad óptica a 595 nm de los pocillos registrada los días 0, 3 y 7 de incubación. 

 

CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS LIBERADOS AL MEDIO. 

 

Posteriormente se planteó una segunda prueba muy similar a la anterior pero 

con algunas modificaciones. Este ensayo se llevó a cabo con 37 microorganismos: 

32 de entre aquellos aislados que mostraron capacidad de inhibición radial en 

medio sólido, además de 2 cepas de Penicillium nalgiovense con actividad 

antifúngica: BFE66 y BFE67 (Geisen, 2000), y 3 mohos con actividad proteolítica 

aislados de jamón curado: Penicillium chrysogenum Pg131, P. chrysogenum 

Pg341 y P. nalgiovense Pj261 (Núñez y col., 1996b; Rodríguez y col., 1998).  

 

En estos ensayos de inhibición en placas multipocillo se utilizaron 4 cepas 

de mohos como indicadores de la inhibicion: P. echinulatum Pe321, P. commune 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 56

Pc332 y A. niger An261, que también se habían utilizado como indicadores en el 

ensayo de inhibición radial en medio sólido y en los primeros ensayos en placas 

multipocillo, incorporándose así mismo Penicillium solitum Ps321, igualmente 

aislado de productos cárnicos (Núñez y col. 1996b) y seleccionado como 

productor de micotoxinas (Díaz, 1999). 

 

Cada uno de los microorganismos inhibidores se incubó a 25ºC durante 15 

días en 300 ml de dos caldos de cultivo diferentes: caldo extracto de malta (MEB; 

2% extracto de malta, 2% glucosa y 0,1% peptona bacteriológica, ajustado a pH 

4,5) y caldo de patata y dextrosa (PDB; 24 gramos por litro de caldo de patata y 

dextrosa ajustado a pH 4,5).  

 

Tras el periodo de incubación se recogieron 50 ml del medio de cultivo libre 

de células, que se filtraron (0,22 μm) y se concentraron a vacío hasta un volumen 

final de 5 ml (Figura II.3). Posteriormente se mantuvieron a -80ºC hasta el 

momento de su utilización. 

 

El micelio y otros 100 ml del medio de cultivo se traspasaron a una bolsa de 

Stomacher y se homogeneizaron con 50 ml de cloroformo en un homogeneizador 

de paletas durante 10 min. A continuación se centrifugó durante 10 min a 3000 

r.p.m. Seguidamente, se recogieron 50 ml del sobrenadante acuoso, se filtraron 

(0,22 μm), se concentraron a vacío hasta un volumen final de 5 ml y se 

mantuvieron a -80ºC hasta el momento de su utilización. El extracto clorofórmico 

se filtró a través de sodio sulfato anhidro para eliminar los restos de agua. 

Posteriormente, se evaporó el cloroformo del filtrado en un rotavapor a 40ºC y el 

residuo se resuspendió en 1 ml de cloroformo, que fue filtrado (0,45 μm) y 

evaporado con una corriente de nitrógeno. Los extractos se mantuvieron a -80ºC 

hasta el momento de su utilización, y se resuspendieron en 500 μl de 

dimetilsulfóxido (DMSO) justo antes de su uso (Figura II.3). 
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Figura II.3. Protocolo seguido para la caracterización de los compuestos 

responsables de la inhibición observada en medio sólido. 
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Las placas fueron incubadas a 25ºC durante 96 h. El crecimiento de cada 

uno de los mohos indicadores se determinó en función de la variación de la 

densidad óptica a 595 nm de los pocillos cada 24 h durante 96 h. 

 

II.2.1.5. CARACTERIZACIÓN DE LOS AISLADOS MEDIANTE EL ANÁLISIS 

DEL PERFIL DE METABOLITOS SECUNDARIOS. 

 
Los componentes de los extractos clorofórmicos, una vez separados 

mediante HPLC como se describe a continuación (Tabla I.1), se detectaron 

mediante un detector de luz ultravioleta a una longitud de onda de 254 nm. Los 

mohos se agruparon en función del perfil cromatográfico de los metabolitos 

secundarios. 

 

Por otro lado, los electroferogramas obtenidos a partir de los extractos 

clorofórmicos mediante electroforesis capilar micelar electrocinética como se 

describe a continuación, también se utilizaron para agrupar los diferentes aislados 

en función de su perfil de metabolitos secundarios. 

 

II.2.1.6. DETECCIÓN DE MICOTOXINAS. 

 
El análisis de los extractos clorofórmicos obtenidos como se ha descrito 

anteriormente, se llevó a cabo mediante cromatografía líquida de alta resolución 

acoplada a un detector de masas (HPLC-MS; Núñez y col., 2000) y por 

electroforesis capilar micelar electrocinética (MECC; Martín y col., 2004). 

 

ANÁLISIS DE MICOTOXINAS MEDIANTE HPLC-MS. 

 

La separación, detección e identificación de micotoxinas mediante 

cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de masas (HPLC-

MS) se realizó según el método descrito por Núñez y col. (2000). Como fase 

estacionaria se utilizó una columna de fase reversa C18 de 25 cm de longitud, 4,6 
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mm de diámetro y con un tamaño de partícula de 5 μm de diámetro. Como fase 

móvil se emplearon agua desionizada (solvente A) y acetonitrilo con 0,05% de 

ácido trifluoroacético (solvente B), ambos filtrados a vacío (0,22 μm). La 

separación se realizó a 0,8 ml/min mediante un gradiente programado según se 

describe en la Tabla II.1.  

 
Tabla II.1. Gradiente utilizado para la separación mediante HPLC. 
 

TIEMPO (min) FLUJO (ml/min) % B* 

0,0 0,8 10 

0,5 0,8 10 

5,0 0,8 50 

25,0 0,8 70 

28,0 0,8 99 

33,0 0,8 99 

38,0 0,8 10 

40,0 0,8 10 

 
* % B: Porcentaje del solvente B (0,05% de ácido trifluoroacético en acetonitrilo). 

 

La detección de los diferentes componentes del extracto se llevó a cabo 

utilizando una fuente de ionización química a presión atmosférica (APCI). Las 

condiciones de ionización de la fuente y del capilar se recogen en la Tabla II.2. 

 
Tabla II.2. Condiciones de la fuente APCI y del capilar del detector de masas. 
 

Voltaje de descarga 5 Kv 

Corriente de descarga 5 μA 

Temperatura de vaporización 450ºC 

Flujo de gas principal 60 (unidades arbitrarias) 

Flujo de gas auxiliar 20 (unidades arbitrarias) 

Voltaje del capilar 0 V 

Temperatura del capilar 150ºC 
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La identificación de las micotoxinas se realizó en función del tiempo de 

retención y de la relación masa/carga de los compuestos detectados, en 

comparación con los obtenidos mediante el análisis de 18 patrones de diferentes 

micotoxinas (Figura II.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.4. Cromatograma de algunas de las micotoxinas estudiadas y evolución 

del porcentaje de 0,05% de ácido trifluoroacético en acetonitrilo (%B) en el método 
cromatográfico diseñado. 

 

ANÁLISIS DE MICOTOXINAS MEDIANTE MECC. 

 

La detección de micotoxinas mediante electroforesis capilar micelar 

electrocinética (MECC) se realizó según el método descrito por Martín y col. 

(2004). Para la separación de los distintos metabolitos se utilizó un capilar 

silicado de 57 cm de longitud y 75 μm de diámetro interno. El capilar se 

acondicionó entre análisis mediante inyección a alta presión (20 psi) de NaOH 0,1 

mM (3 min) y agua desionizada (3 min), antes de la inyección del tampón de 

carrera constituido por tetraborato sódico 25 mM y SDS 50 mM a pH 9. El 

análisis se realizó a un potencial constante de 15 KV, 200 μA de corriente 
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máxima y temperatura de 23ºC. La muestra se inyectó a baja presión (0,5 psi) 

durante 3 min. En estas condiciones la duración del análisis fue de 30 min. 

 

La absorbancia se recogió a longitudes de onda de 214 y 280 nm. El detector 

de batería de diodos obtuvo un espectro de absorbancia entre 190 y 600 nm para 

cada pico. 

 

II.2.1.7. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA. 

 

La caracterización bioquímica se llevó a cabo mediante el estudio de los 

cambios originados por cada moho frente a diferentes sustratos. Para ello se 

utilizó un sistema patentado por BIOLOG compuesto esencialmente por un lector 

de placas multipocillo o Microstation, el programa informático MicroLog 3 y las 

bases de datos de mohos de Biolog. 

 

Este sistema se basa en la identificación de mohos en función de la 

utilización de 95 fuentes de carbono y nitrógeno diferentes. Cada microorganismo 

incubado en idénticas condiciones metaboliza determinados sustratos produciendo 

un patrón para ese microorganismo. En el caso de los mohos, este sistema permite 

detectar tanto la utilización del oxígeno por el microorganismo como la 

asimilación de las diferentes fuentes de carbono o nitrógeno de manera 

independiente. La utilización del oxígeno produce alteraciones en el potencial 

redox lo que origina un cambio de color a rojo-naranja en los pocillos por la 

reducción de un colorante, el tetrazolio, que se detecta a 750 nm. La asimilación 

de nutrientes o desarrollo del moho produce una turbidez que se detecta a 490 nm. 

Los resultados obtenidos se comparan con los de cepas de referencia recogidos en 

bases de datos. 

 

Para completar el proceso de identificación, los aislados se incuban en 

placas de AEM al 2% durante 7 días a 26ºC para inducir la formación de esporas. 

Posteriormente se prepara el inóculo a una densidad de esporas determinada (75% 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 62

± 2% de transmitancia), se inocula la placa multipocillo y se incuba a 26ºC 

durante 96 h. Las lecturas se realizan a las 48, 72 y 96 h de incubación. 

 

II.2.2. OBTENCIÓN DE LOS COMPUESTOS RESPONSABLES DE LA 

INHIBICIÓN. 

 
II.2.2.1. FRACCIONAMIENTO POR CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO 

IÓNICO. 

 
Concretamente, 15 de los 37 microorganismos evaluados en el ensayo de 

inhibición en placas multipocillo se incubaron en 500 ml de MEB y PDB a pH 4,5 

durante 15 días a 25ºC. Tras separar el micelio y filtrar (0,45 μm) se analizaron 

450 ml del medio de cultivo por cromatografía líquida rápida de proteínas 

(FPLC). Se utilizaron dos columnas de sefarosa de intercambio catiónico: 

HiTrapTM SP HP (5 ml) y HiLoadTM 26/10 SP HP (53-58 ml), de igual capacidad 

iónica (0,14-0,20 mmol/ml de gel). La única diferencia entre ambas radica en las 

dimensiones de la columna y por tanto en el volumen de muestra que se puede 

inyectar y en la velocidad del flujo a la que pueden someterse sin ocasionar daños 

en la matriz (5 y 13 ml/min respectivamente). En ambos casos, las columnas 

fueron preequilibradas con tampón acetato sódico 0,02 M a pH 4,5 (Tampón A). 

Tras la inyección de la muestra y la elución del material no adsorbido a la 

columna con el mismo tampón, los compuestos adsorbidos se eluyeron con un 

gradiente de tampón acetato sódico 0,02 M a pH 4,5, 1 M de NaCl (Tampón B). 

En primer lugar se incrementó el porcentaje de tampón B de 0% a 25% en 15 

volúmenes de columna (VC), posteriormente se aumentó hasta el 100% en 2 VC y 

se mantuvo durante 15 VC. Finalmente se equilibró la columna con 10 VC de 

tampón A (Figura II.5). 

 

La cromatografía se realizó a un flujo constante de 5 ml/min. Los 

compuestos, separados en función de su carga, se detectaron a una longitud de 

onda de 280 nm, y se recogieron en 28 fracciones de 5 ml. Posteriormente se 
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evaluó la capacidad de inhibición de cada fracción en placas multipocillo frente a 

P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. niger An261 y P. solitum Ps321, 

del mismo modo descrito anteriormente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.5. Evolución del porcentaje de tampón acetato sódico 0,02 M a pH 4,5, 1 

M de NaCl en el método cromatográfico diseñado. Fraccionamiento de un medio de 
cultivo (PDB) sin inocular incubado a 25ºC durante 15 días. 

 

II.2.2.2. PURIFICACIÓN POR CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN EN GEL. 

 
Las fracciones activas obtenidas mediante cromatografía de intercambio 

iónico fueron posteriormente purificadas por FPLC en columnas de filtración en 

gel. Se hicieron ensayos con tres columnas diferentes: SuperoseTM 12 10/300 GL, 

SuperdexTM 75 HR 10/30 y HiLoadTM 26/60 SuperdexTM 75. Las tres columnas se 

diferencian fundamentalmente en los rangos óptimos de separación por tamaño y 

en la velocidad del flujo a la que pueden someterse sin ocasionar daños en la 

matriz (Tabla II.3). 
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Tabla II.3. Características de las columnas utilizadas para la purificación mediante 
cromatografía de filtración en gel. 

 
  COLUMNAS de FILTRACIÓN EN GEL 

PROPIEDADES  SuperoseTM 12 
10/300 GL 

SuperdexTM 75 HR 
10/30 

HiLoadTM 26/60 
SuperdexTM 75 

Rango óptimo separación*  1 x103 a 3x105 Da 3 x103 a 7x104 Da 3 x103 a 7x104 Da 
Límite de exclusión*  2x106 Da 1x105 Da 1x105 Da 
Volumen de la matriz  24 ml 24 ml 319-330 ml 
Volumen de muestra  25 a 500 μl 25 a 250 μl 13 ml 
Flujo recomendado  0,5 a 1 ml/min 0,5 a 1 ml/min 0,9-4,4 ml/min 

 
* El rango óptimo de separación y el límite de exclusión se refiere a proteínas 

globulares. 
 

Se analizaron un total de 13 fracciones obtenidas de 4 aislados distintos 

incubados en los dos medios de cultivo. 

 

Se inyectaron diferentes volúmenes de cada fracción en función de la 

columna utilizada en cada caso. Las columnas se preequilibraron en tampón 

fosfato sódico 50 mM, 0,15 M de NaCl a pH 7. Posteriormente los distintos 

compuestos eluyeron en un gradiente isocrático del mismo tampón y se detectaron 

a una longitud de onda de 280 ó 214 nm. A continuación se evaluó la capacidad 

de inhibición frente a P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. niger An261 

y P. solitum Ps321 en placas multipocillo, como se ha descrito anteriormente. 

 

II.2.2.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

 
Las fracciones activas obtenidas por cromatografía de filtración en gel, se 

analizaron mediante electroforesis vertical en gel de poliacrilamida para 

comprobar su estado de pureza. Se prepararon geles discontinuos (Laemmli, 

1970), con una fracción de concentración al 4% de poliacrilamida y otra de 

separación al 12%. Para el análisis se utilizó tampón Tris 25 mM, glicina 192 

mM, SDS al 0,1%, pH 8,3. Las muestras se desnaturalizaron mediante 

calentamiento a 100ºC durante 5 min en tampón 0,0625 M Tris-HCl, pH 6,8 con 
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20% de glicerol, 2% de SDS y 5% de 2-β-mercaptoetanol. Al tampón de 

tratamiento de las muestras también se le añadió azul de bromofenol al 0,025% 

para visualizar el avance del frente. 

 

Las electroforesis se realizaron a 100 V durante 90 min aproximadamente. 

Una vez finalizado el desarrollo electroforético, los geles fueron tratados con una 

solución de tinción constituida por 0,25 g de azul de Comassie R-250 en una 

solución 1:1 de metanol-agua al 90% y ácido acético al 10% durante 15 min, 

transcurridos los cuales fueron desteñidos en una solución de metanol al 30% y 

ácido acético al 10%.  

 

Para determinar el peso molecular de las diferentes fracciones se utilizó un 

patrón de proteínas constituido por albúmina (66 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), 

gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa), 

tripsinógeno (24 kDa), inhibidor de la tripsina (20 kDa), α-lactoalbúmina (14,2 

kDa) y aprotinina (6,5 kDa), suministrado por la casa comercial SIGMA. 

 

II.2.3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE 

INCUBACIÓN EN LA PRODUCCIÓN DEL PÉPTIDO ANTIFÚNGICO. 

 
Para estudiar las condiciones de producción del péptido antifúngico se 

determinó la influencia de varios factores: tiempo y temperatura de incubación, y 

pH y actividad de agua del medio de cultivo. 

 

II.2.3.1. PRODUCCIÓN EN FUNCIÓN DEL TIEMPO. 

 
Para determinar la cantidad de péptido producido en función del periodo de 

incubación, el moho productor se incubó por duplicado a 25ºC en 500 ml de MEB 

a pH 4,5 durante 7, 15 y 21 días. El péptido producido se purificó por 

cromatografía de intercambio catiónico y de filtración en gel como ya se ha 

descrito anteriormente.  
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La concentración del péptido producido se estimó en función de la 

concentración de nitrógeno del compuesto purificado como se detallará más 

adelante. 

 

II.2.3.2. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA, PH Y ACTIVIDAD DEL AGUA. 

 
Se estudió la influencia de diferentes factores en la producción del péptido. 

Los factores ecológicos estudiados fueron temperatura de incubación, pH del 

medio de cultivo y actividad del agua del medio de cultivo. 

 

El moho productor se cultivó en diferentes medios con extracto de carne 

diseñados para lograr los siguientes valores de actividad del agua: 

 

• aw alta (0,99): 2,5% de extracto de carne y 0,25% de peptona 

bacteriológica. 

• aw media (0,96): 20% de extracto de carne, 0,25% de peptona 

bacteriológica y 5% de NaCl.  

• aw baja (0,90): 20% de extracto de carne, 0,25% de peptona 

bacteriológica, 5% de NaCl y 20% de glicerol. 

 

El pH de los medios se ajustó con ácido láctico a los valores de 4,5, 5,5 y 

6,5. Las temperaturas de incubación utilizadas fueron de 15, 20, 25 y 30ºC. El 

tiempo de incubación se fijó en 15 días en todos los casos. 

 

Tras el periodo de incubación se determinó el peso seco del micelio 

mediante desecación a 100ºC. 

 

El péptido producido se purificó por cromatografía de intercambio catiónico 

y de filtración en gel como ya se ha descrito anteriormente. La concentración del 

péptido se estimó en función de la concentración de nitrógeno de las muestras 

como se detalla a continuación. 
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II.2.3.3. CUANTIFICACIÓN DEL NITRÓGENO. 

 
La concentración de nitrógeno del péptido purificado por cromatografía de 

filtración en gel se cuantificó mediante el método de Jonhson descrito por 

Córdoba (1990). Se fundamenta en la reacción de los compuestos nitrogenados 

con ioduro potásico mercúrico o reactivo de Nessler para dar, en solución alcalina, 

un complejo de color naranja que se mide en un espectrofotómetro a 490 nm.  

 

Para su determinación, 100 μl del péptido purificado se desecaron en una 

estufa a 100ºC. A continuación se añadieron 200 μl de ácido sulfúrico y se digirió 

a 120 ºC en un baño de arena, donde se mantuvo el tiempo suficiente para que la 

solución fuese transparente. Posteriormente se añadieron 4,8 ml de agua destilada, 

3 ml de NaOH 4 N y 2 ml de reactivo de Nessler (4 gr de KI, 4 gr de HgI2 y 1,75 

gr de goma arábiga hasta 1 litro de agua destilada). Se agitó y se dejó reaccionar 

durante 10 min. Transcurrido ese tiempo se midió la absorbancia a 490 nm. Los 

datos obtenidos se refirieron a una recta patrón elaborada con diferentes 

cantidades de sulfato amónico. 

 

II.2.4. CARACTERIZACIÓN DEL PÉPTIDO ANTIFÚNGICO. 

 

Con el fin de obtener el péptido para su caracterización, la cepa productora 

se incubó en MEB a pH 4,5 durante 15 días a 25ºC. Tras filtrar (0,45 μm) para 

obtener el medio libre de células, se fraccionó por intercambio iónico en una 

columna HiTrapTM SP HP de 5 ml, obteniéndose una fracción con actividad 

antifúngica que fue posteriormente purificada por filtración en gel en la columna 

HiLoadTM 26/60 SuperdexTM 75. 
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II.2.4.1. ANÁLISIS POR ELECTROFORESIS CAPILAR EN ZONA. 

 
Para el análisis del péptido por electroforesis capilar en zona, se utilizó un 

capilar silanizado no recubierto de 57 cm de longitud (50 cm útiles hasta la 

ventana del detector) con un diámetro de 75 μm. Como tampón de carrera se 

utilizó tetraborato sódico 20,6 mM, fosfato disódico 8,75 mM con un 20% de 

acetonitrilo, también empleado para acondicionar el capilar durante 2 min. Las 

condiciones en las que se efectuó el análisis fueron de 5 seg de inyección a 

presión (0,5 psi) y un voltaje de 15 kV durante 25 min. El lavado del capilar se 

realizó con NaOH 100 mM (3 min) y agua (3 min). 

 

La absorbancia se obtuvo a 214, 254 y 280 nm. El detector de batería de 

diodos recogió un espectro de absorbancia de 190 nm a 300 nm. 

 

II.2.4.2. ANÁLISIS POR ELECTROFORESIS CAPILAR DE 

ISOELECTROENFOQUE. 

 
El punto isoeléctrico del péptido purificado se determinó mediante 

electroforesis capilar de isoelectroenfoque con el kit comercial cIEF 3-10 de 

BECKMAN (Isoelectrofocusing of proteins in the PI range of 3 to 10 by capillary 

electrophoresis).  

 

Para el análisis se utilizó un capilar neutro no silicado de 27 cm de longitud 

(20 cm útiles hasta la ventana del detector) con un diámetro interno de 50 μm. 

 

El patrón suministrado por la casa comercial estaba constituido por una 

mezcla de péptido CCK (2,5 μl/100 μl), β-lactoglobulina (1,5 μl/100 μl), 

anhidrasa carbónica II (2,5 μl/100 μl) y ribonucleasa A (1,5 μl/100 μl), con 

puntos isoeléctricos de 2,75, 5,1, 5,9 y 9,45 respectivamente. 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 69

Se utilizó una mezcla de 3,8 ml del gel comercial P/ACETM con 380 μl de 

ácido fosfórico 1 M como tampón del ánodo, y NaOH 20 mM como tampón del 

cátodo. El lavado del capilar se realizó con ácido fosfórico 10 mM.  

 

La muestra se preparó con 200 μl de gel cIEF, 4 μl de anfolito cIEF y 

péptido a una concentración de 3 μl/100μl. 

 

El capilar se acondicionó mediante inyección a alta presión (20 psi) de ácido 

fosfórico 10 mM (1 min) y agua desionizada (3 min) antes de rellenarlo con la 

muestra (1 min). Seguidamente se aplicó un potencial de 500 V/cm (13,5 KV a los 

27 cm del capilar) durante 2 min antes de movilizar la muestra a baja presión (0,5 

psi) con la misma corriente. En estas condiciones la duración del análisis fue de 

34 min.  

 

La absorbancia se recogió a una longitud de onda de 280 nm. 

 

II.2.4.3. ANÁLISIS MEDIANTE HPLC-UV. 

 
Se realizó un análisis del péptido purificado en tampón fosfato sódico 50 

mM, NaCl 0,15 M a pH 7 mediante cromatografía líquida de alta resolución 

acoplada a un detector de luz ultravioleta (HPLC-UV). Como fase estacionaria se 

empleó una columna de fase reversa C18 (150 mm x 1 mm). Las fases móviles 

utilizadas fueron agua desionizada y acetonitrilo. El péptido se detectó a una 

longitud de onda de 214 nm.  

 

II.2.4.4. ANÁLISIS POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS. 

 

La fracción purificada en columnas de filtración en gel se envió para su 

análisis a laboratorios especializados en espectrometría de masas para proteínas. 

Se realizaron dos tipos de análisis por espectrometría de masas: 
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ANÁLISIS MEDIANTE MALDI-TOF. 

 

Para el análisis por espectrometría de masas con desorción/ionización 

mediante láser asistida por matriz  asociada a un analizador de tiempo de vuelo o 

MALDI-TOF, se envió el péptido purificado en tampón fosfato sódico 50 mM, 

0,15 M de NaCl a pH 7 al Instituto de Investigaciones Químicas y Ambientales 

del CSIC en Barcelona.  

 

También se envió el péptido en un gel de poliacrilamida al 10% teñido con 

azul de Comassie como ya se ha detallado anteriormente al Laboratorio de 

Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología del CSIC en Madrid. 

 

La muestra se deposita en una matriz con capacidad de absorción de luz 

ultravioleta y es irradiada con un láser. La mayor parte de la energía es absorbida 

por la matriz, lo que evita una fragmentación no deseada de la proteína a analizar. 

La molécula ionizada es acelerada en un campo eléctrico y es conducida a un 

analizador de tiempo de vuelo. Durante este vuelo las diferentes moléculas se 

separan en relación a su masa/carga alcanzando el detector a distintos tiempos. 

Este método puede utilizarse para la detección y caracterización de proteínas de 

masas comprendidas entre 400 y 350000 Da. 

 

ANÁLISIS MEDIANTE SELDI-TOF. 

 

Además, se realizó un envío del péptido purificado para su análisis por 

espectrometría de masas con desorción/ionización mediante láser intensificada por 

superficie asociada a un analizador de tiempo de vuelo o SELDI-TOF, al 

Laboratorio de Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología del CSIC en 

Madrid. En este caso se envió el péptido en un gel de poliacrilamida al 10% 

teñido con azul de Comassie como ya se ha detallado anteriormente.  
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Esta técnica es similar a la descrita anteriormente, aunque en este caso la 

matriz no sólo sirve para absorber la energía del láser, sino que también purifica, 

extrae o modifica la muestra. En concreto, la matriz SELDI se selecciona para un 

analito concreto, a diferencia de las matrices utilizadas en MALDI. El análisis se 

realizó con dos matrices diferentes: CHCA (α-cyano-4-hidroxy cinnamic acid) y 

SPA (sinapinic acid), para análisis de pequeñas proteínas o de más de 10 kDa 

respectivamente. 

 

II.2.4.5. DETERMINACIÓN DEL ESPECTRO DE INHIBICIÓN. 

 
La determinación del espectro de inhibición del péptido antifúngico se llevó 

a cabo mediante ensayos de inhibición en placas multipocillo. Se evaluó la 

actividad antifúngica del péptido a diferentes concentraciones (de 60 a 0,47 

μgN/ml) frente a 14 mohos de referencia (Tabla II.4). 

 
Tabla II.4. Mohos utilizados para determinar el espectro de inhibición del péptido. 
 

Cepas Especie Fúngica Esporas (ufc/ml) * Origen/Fuente 

Pe321 Penicillium echinulatum 6 x 108 

Ps321 Penicillium solitum 1 x 109 

Pc332 Penicillium commune 1 x 109 

An261 Aspergillus niger 8 x 108 

Pg222 Penicillium chrysogenum 5 x 108 

Pj261 Penicillium nalgiovense 4 x 109 

Pc131 Penicillium commune 2 x 109 

Pp51 Penicillium polonicum 7 x 108 

Pr341 Penicillium restrictum 5 x 108 

Colección de la 

Unidad de Higiene y 

Seguridad 

Alimentaria de la 

UEx. (Núñez y col., 

1996b) 

Af2687 Aspergillus flavus 2687 4 x 108 

Ap2682 Aspergillus parasiticus 2682 6 x 107 

Av2664 Aspergillus versicolor 2664 7 x 108 

Pa2918 Penicillium aurantiogriseum 2918 1 x 109 

Pg2919 Penicillium griseofulvum 2919 2 x 109 

Mohos toxigénicos 

de la Colección 

Española de Cultivos 

Tipo 

 
* La concentración de esporas de cada suspensión se determinó en una cámara de 

recuento (0,0025 mm2 x 0,100 mm) de la marca BRAND. 
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II.2.4.6. ENSAYO DE INHIBICIÓN RADIAL CON EL PÉPTIDO PURIFICADO. 

 

Los mohos de referencia utilizados fueron: A. niger An261, P. chrysogenum 

Pg222 y dos cepas de P. commune Pc332 y Pc131, todas ellas pertenecientes a la 

Colección de la Unidad de Higiene y Seguridad Alimentaria de la UEx; y A. 

flavus Af2687, P. aurantiogriseum Pa2918 y A. versicolor Av2664, de la 

Colección Española de Cultivos Tipo. 

 

Para realizar el ensayo de inhibición radial en medio sólido con el péptido 

purificado, se prepararon placas con AEM a pH 4,5 fundido en el que previamente 

se resuspendió por separado 1 ml de una suspensión de esporas de cada uno de los 

microorganismos indicadores de la inhibición (109 u.f.c/ml aproximadamente). 

Una vez gelificadas se realizaron dos pocillos en cada una de las placas que se 

sellaron con 500 μl de AEM a pH 4,5 fundido. 

 

El pocillo utilizado como control se rellenó con 500 μl de tampón fosfato 

sódico 50 mM, 0,15 M de NaCl a pH 7. En el otro se colocaron 500 μl del péptido 

purificado a una concentración de 130 μgN/ml. A continuación, las placas se 

mantuvieron en refrigeración durante 1 h para permitir la difusión a través del 

agar de los compuestos contenidos en cada uno de los pocillos. 

 

Posteriormente las placas se incubaron a 25ºC durante 48 h, transcurridas las 

cuales se observó la aparición o no de los halos de inhibición. 

 

II.2.4.7. DETERMINACIÓN DE LA SENSIBILIDAD AL TRATAMIENTO CON 

DIFERENTES ENZIMAS. 

 
Para determinar la sensibilidad del péptido al tratamiento con enzimas de 

diversa actividad se han utilizado: α-amilasa de Aspergillus oryzae (150-250 

unid/mg), tripsina (7,500 unid/mg), pepsina (2,500-3,500 unid/mg), lisozima 

(60,000 unid/mg), papaína (1.5-3.5 unid/mg), ficina (1 unid/mg) y dos proteasas 
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producidas por Streptomyces griseus (4 unid/mg) y Aspergillus oryzae (0,12 

unid/mg), todos ellos suministrados por la casa comercial SIGMA. Los enzimas 

se utilizaron a una concentración final de 0,5 mg/ml. El tratamiento se aplicó a 

distintas concentraciones del péptido (de 25 a 1,56 μgN/ml) en tampón al pH 

óptimo de actuación del enzima (Tablas II.5 y II.6). 

 

Tabla II.5. Condiciones de incubación del péptido con cada uno de los enzimas. 
 

ENZIMAS Tª  pH. TAMPÓN (T) DE RESUSPENSIÓN 

Pepsina 37ºC 2 T1. 0,3M de KCl 0,15M de NaCl, pH 2 

Lisozima 25ºC 6,2 

Papaína 25ºC 6,2 

T2. 0,3M de fosfato sódico 0,15M de 

NaCl, pH 6,2 

α-amilasa de A. oryzae 20ºC 7 

Ficina 37ºC 7 

T3. 0,3M de fosfato sódico 0,15M de 

NaCl, pH 7 

Proteasa Tipo II de A. oryzae 37ºC 7,5 

Proteasa de S. griseus 37ºC 7,5 

Tripsina 25ºC 7,5 

T4. 0,3M de fosfato sódico 0,15M de 

NaCl, pH 7,5 

 

Tabla II.6. Preparación de las muestras para la determinación de la sensibilidad de 
diferentes concentraciones de péptido al tratamiento con enzimas de diversa actividad. 

 
VOLUMEN UTILIZADO  CONCENTRACIÓN FINAL 

PÉPTIDO (μl) TAMPÓN SP (μl)1 ENZIMAS (μl)2  PÉPTIDO (μgN/ml) ENZIMAS (μgN/ml) 

1000 0 1000  25 0,5 

500 500 1000  12,5 0,5 

250 750 1000  6,25 0,5 

125 875 1000  3,12 0,5 

62,5 937,5 1000  1,56 0,5 

 
1 Tampón en el que está resuspendido el péptido: 0,3M de fosfato sódico 0,15M de 

NaCl, pH 7. 
2 Cada enzima se resuspendió en un tampón distinto en función de su pH óptimo de 

actuación (Tabla II.5). 
 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 74

Además, se utilizaron dos preparaciones diferentes como controles positivos 

de la inhibición. Por un lado, se utilizó el péptido sin tratar con enzimas, a 

concentraciones de 25, 12,5, 6,25, 3,12 y 1,56 μgN/ml; y por otro, a concentración 

de 25 μgN/ml mezclado por separado con los distintos tampones utilizados para 

resuspender los enzimas en una proporción 1:1. 

 

Tanto los enzimas como los tampones utilizados para resuspenderlos se 

mezclaron por separado con el tampón SP en una proporción 1:1 para comprobar 

si tenían efecto sobre el crecimiento de las cepas de referencia. 

 

Todas las preparaciones se incubaron en agitación durante 12 h a la 

temperatura óptima de actuación de cada enzima (Tabla II.5). Posteriormente se 

evaluó la pérdida de actividad del péptido mediante ensayos de inhibición en 

placas multipocillo frente a P. griseofulvum Pg2919, P. restrictum Pr341, A. 

flavus Af2687 y A. niger An261 (Figura II.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.6. Distribución de las muestras en las placas multipocillo para la 

evaluación de la sensibilidad del péptido al tratamiento con enzimas de diversa actividad. 
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II.2.4.8. DETERMINACIÓN DE GRUPOS GLICÍDICOS EN EL PÉPTIDO. 

 

La presencia de grupos glicídicos en el péptido se determinó mediante una 

tinción de ácido periódico-Schiff (PAS), siguiendo el método descrito por Deepak 

y col. (2003). En primer lugar se llevó a cabo una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12% (véase apartado II.2.2.3). A continuación, el gel se mantuvo 

1 h en ácido acético al 7,5% en agitación. Para oxidar los oligosacáridos, el gel se 

trató posteriormente con ácido periódico al 0,2% durante 45 min a 4ºC. 

Seguidamente, el gel se lavó con agua destilada y se tiñó con reactivo de Schiff en 

la oscuridad durante 40 min a 4ºC. 

 

II.2.4.9. DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS N-

TERMINAL DEL PÉPTIDO PURIFICADO. 

 
El péptido purificado se transfirió a una membrana de difluoruro de 

polivinilideno (PVDF) para inmovilizarlo y secuenciar su extremo N-terminal por 

degradación de Edman. Para ello se preparó un gel de poliacrilamida al 12% 

(véase apartado II.2.2.3). Posteriormente se procedió a la transferencia en 

semiseco en un trans-blot de BIORAD. El gel bañado en tampón Tris-glicina-

metanol (25 Mm DE Tris, 192 mM de glicina pH 8 y 20% de metanol) se colocó 

sobre la membrana de PVDF activada con metanol (1 min), agua desionizada (1 

min) y tampón Tris-glicina-metanol (15 min). Debajo de la membrana y sobre el 

gel se colocó papel Whatman empapado en tampón Tris-glicina-metanol. Se 

introdujo todo en el soporte del trans-blot y se transfirió durante 15 min a 15 V. 

 

Para comprobar que la transferencia se había realizado con éxito, la 

membrana de PVDF se tiñó con 0,25 g de azul de Comassie R-250 en una 

solución 1:1 de metanol-agua al 90% y ácido acético al 10% durante 15 min. A 

continuación se destiñó en una solución de metanol al 30% y ácido acético al 

10%. El péptido inmovilizado fue recortado y enviado a la Plataforma de 

Proteómica de los Servicios Científico-Técnicos de la Universidad de Barcelona. 
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II.2.5. BÚSQUEDA DE SECUENCIAS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

RELACIONADAS CON LA SÍNTESIS DEL PÉPTIDO. 

 
La técnica empleada fue la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a 

partir del ADN extraído del moho. Para ello se diseñaron cebadores específicos a 

partir de la secuencia amino y carboxilo terminal del péptido. Tras la obtención de 

los fragmentos de ADN amplificados se insertaron en un vector y se realizó la 

transformación de las células competentes de E. coli. Finalmente se secuenciaron 

los plásmidos con insertos (Figura II.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.7. Estrategia seguida para la búsqueda de la secuencia de ácidos nucleicos 

relacionada con la producción del péptido con actividad antifúngica. 
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II.2.5.1. EXTRACCIÓN DEL ADN. 

 
La extracción del ADN se hizo a partir del micelio del microorganismo 

productor. Se trituraron 2 gramos de micelio congelado con nitrógeno líquido. 

Posteriormente se añadieron de 4 a 5 ml de tampón TES pH 8 (Tris 0,05 M, 

EDTA 0,005 M, NaCl 0,05 M), 350 μl de SDS al 20% y 200 μl de proteinasa K a 

una concentración de 10 μg/μl. A continuación se realizó una incubación a 60ºC 

durante 35 min. Tras enfriar en hielo se añadió a la mezcla la misma cantidad de 

fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (24:25:1). Se agitó suavemente y se realizó 

una centrifugación a 3000 r.p.m durante 3 min. El sobrenadante se repartió en 

fracciones de 500 μl, añadiéndose 200 μl de acetato sódico 3 M pH 5,2 y 1,3 ml 

de etanol al 100% a cada una de las fracciones. Se dejó precipitar a -80ºC durante 

30 a 60 min. Posteriormente se centrifugó a 13000 r.p.m durante 4 min y se 

desechó el sobrenadante. Para eliminar los restos de sales que pudieran quedar 

adheridos al ADN se realizó un lavado con etanol al 70% y una nueva 

centrifugación a 13000 r.p.m durante 2 min. A continuación se secaron las 

muestras y se resuspendió el sedimento en agua desionizada estéril. El ADN se 

trató con 50 μl de ARNasa (10 μg/μl) durante 1 h a 37ºC. Finalmente se procedió 

a la purificación con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico y a la precipitación con 

etanol como se ha descrito anteriormente. Para terminar, el ADN se resuspendió 

en agua desionizada estéril y se mantuvo a -20ºC hasta el momento de su 

utilización. 
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II.2.5.2. DESARROLLO DE LA PCR. 

 
La reacción se desarrolló en un volumen de 40 μl, utilizando los siguientes 

componentes: 

 

• 4 μl de tampón de reacción de la Taq ADN polimerasa 10x (10 mM 

Tris-HCl, 50 mM KCl, 0,1% Triton x-100, pH 8,8). 

• 1 μl de la mezcla de nucleótidos, con una concentración de 10 mM 

cada nucleótido. 

• Volumen variable (1,2, 2, 2,4, 3 y 5 μl) de MgCl2 a una 

concentración de 50 mM. 

• 0,6 μl del cebador directo (Fwd) a una concentración de 100 μM: 

PepFor, PepFor1 o PepFor2. 

• 0,6 μl del cebador reverso (Rev) a una concentración de 100 μM: 

AnF. 

• Volumen variable (1, 3 o 5 μl) de ADN a una concentración también 

variable (obtenido sin diluir, 1/10, 1/50 o 1/100). 

• Agua desionizada estéril hasta completar los 40 μl de la reacción. 

• 0,5 μl de una solución de Taq ADN polimerasa (2,0 U/μl) de la casa 

comercial FINNZYMES, que corrige los errores que se van 

produciendo durante la amplificación. 

 

El programa de amplificación utilizado en los diferentes ensayos se obtuvo 

tras realizar diversas modificaciones tanto en los tiempos como en las 

temperaturas de cada fase (Tabla II.7). El número de ciclos de PCR también fue 

variable (28 ó 30). Además, se utilizaron diferentes concentraciones de MgCl2 y 

de ADN. De esta manera se optimizaron las condiciones en función de los 

cebadores utilizados en cada caso. 
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Tabla II.7. Variaciones en las condiciones de amplificación para la optimización de 
la PCR. 

 
FASES 

DESNATURALIZACIÓN HIBRIDACIÓN EXTENSIÓN 
EXTENSIÓN 

FINAL 

Tª (ºC) Tiempo 

(seg) 

Tª (ºC) Tiempo 

(seg) 

Tª (ºC) Tiempo 

(seg) 

Tª (ºC) Tiempo 

(min) 

94 30 33 

35 

37 

40 

45 

50 

55 

56 

57 

60 

40 65 

70 

30 

60 

55 

65 

70 

2 

10 

 

Se utilizaron dos grupos de cebadores diferentes. En el primer caso se 

empleó como cebador directo un cebador degenerado diseñado a partir de la 

secuencia N-terminal: Leu-Ser-Leu-Phe-Gly-Gly-Glu-Lys-Ser-Leu-Lys-His. 

 

PepFor (36 nucleótidos): 5´(TC)T(TCAG) (TA)(CG)(TCAG) (TC)T(TCAG) 

TT(TC) GG(TCAG) GG(TCAG) GA(AG) AA(AG) (TA)(CG)(TCAG) (TC)T(TCAG) 

AA(AG) CA(TC) 3´ 

 

Como cebador reverso se utilizó un cebador degenerado diseñado a partir de 

la secuencia carboxilo terminal: Thr-Leu-Thr-Pro-Val. 

 

AnF (15 nucleótidos): 5´(TCAG)AC (TCAG)GG (TCAG)GT (TCAG)A(AG) 

(TCAG)GT 3´ 
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Para las reacciones de PCR que se llevaron a cabo posteriormente, se 

utilizaron dos cebadores degenerados directos derivados de la secuencia del 

cebador directo (PepFor) utilizado previamente. Como cebador reverso se utilizó 

el cebador degenerado AnF anteriormente descrito: 

 

PepFor1 (16 nucleótidos): 5´(TC)T(TCAG) (TA)(CG)(TCAG) (TC)T(TCAG) 

TT(TC) GG(TCAG) G 3´ 

 

PepFor2 (17 nucleótidos): 5´GA(AG) AA(AG) (TA)(CG)(TCAG) (TC)T(TCAG) 

AA(AG) CA 3´ 

 

AnF (15 nucleótidos): 5´(TCAG)AC (TCAG)GG (TCAG)GT (TCAG)A(AG) 

(TCAG)GT 3´ 

 

Los productos obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1 

y al 2%. Como tampón de carrera se utilizó 1xTAE preparado a partir de 50xTAE 

(Tris base 2M, ácido acético 1M y EDTA 0,05 M). En cada pocillo se depositaron 

20 μl del producto de PCR y 4 μl de solución colorante (50% de glicerol, EDTA 

25 mM, 0,25% de azul de bromofenol). Las electroforesis se desarrollaron a 70 V 

durante 2 h aproximadamente. 

 

Para determinar el tamaño de los productos de PCR se utilizaron dos 

marcadores de pesos moleculares de ADN diferentes: de 0,15 a 2,1 kb de ROCHE 

y de 0,5 a 10 kb de AMERSHAM BIOSCIENCES. 
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II.2.5.3. PURIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR. 

 

La purificación se llevó a cabo utilizando un kit de extracción de ADN de 

ROCHE a partir de los geles de agarosa (High Pure PCR Product Purification 

Kit). Tras la solubilización de la agarosa el ADN se retiene mediante la 

centrifugación a través de unas columnas. Después de varios lavados se eluye el 

filtrado que contiene los fragmentos de ADN purificados (Figura II.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.8. Procedimiento seguido en la purificación de los fragmentos de ADN a 

partir de un gel de agarosa. 
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II.2.5.4. LIGACIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE ADN EN EL VECTOR PCR 2.1. 

 
La Taq ADN polimerasa utilizada en la amplificación de los fragmentos de 

ADN añade colas de adeninas en el extremo 3´ de los mismos. El vector 

linearizado posee en su extremo 3´ una cola de residuos de timinas, lo que permite 

una inserción eficaz de los fragmentos de ADN amplificados. Se utilizó como 

vector el plásmido pCR 2.1 de 3,9 kb de INVITROGEN (Figura II.9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.9. Vector pCR 2.1 de INVITROGEN para la sobreexpresión de genes en 

E. coli. 
 

Este vector se caracteriza por poseer genes de resistencia a kanamicina y 

ampicilina. Además posee otro gen, el gen lacZ, que codifica el enzima β-



MATERIAL Y MÉTODOS 

 83

galactosidasa. Su actividad se ensaya fácilmente en placa porque las colonias que 

expresan el enzima hidrolizan el compuesto X-gal que lleva el medio de cultivo y 

lo transforman en un derivado de color azul. El enzima es inactivado por la 

inserción del ADN extraño en un sitio de restricción situado dentro del gen. Por lo 

tanto, la búsqueda de colonias portadoras de insertos consiste únicamente en 

examinar las placas con ampicilina y X-gal, recogiendo las de color blanco, que 

son las colonias en las que el enzima se encuentra inactivado. 

 

Los fragmentos de ADN cortados y purificados fueron insertados en el 

vector pCR 2.1. Para la reacción de ligación se utilizó un kit de ligación rápida de 

la casa comercial ROCHE. Se realizó durante 20 min a temperatura ambiente 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron los siguientes reactivos: 

 

• 3 μl del producto de PCR purificado + 1 μl de vector pCR 2.1 + 1 μl 

de tampón de dilución del ADN 5x. 

• 5 μl de tampón de ligación 2x. 

• 0,6 μl de T4 DNA ligasa (4 unidades/μl). 

 

II.2.5.5. TRANSFORMACIÓN EN CÉLULAS COMPETENTES. 

 
Una vez realizada la ligación, el vector se introdujo en células competentes 

DH5α de Escherichia coli suministradas por INVITROGEN. Para ello se tomaron 

100 µl de estas células y se añadió la ligación (10,06 μl aproximadamente). Se 

dejó en contacto 10 min en hielo para posteriormente realizar un calentamiento 

rápido en un baño de agua a 37ºC durante 90 seg. Posteriormente se realizó un 

enfriamiento rápido en hielo durante 2 min. Seguidamente las células se 

sembraron en placas de agar LB con ampicilina (LBA; 1% de bacto-peptona, 

0,5% de extracto de levadura, 0,5% de NaCl, 50 μl de ampicilina). Previamente a 

la siembra, se añadieron 50 μl de X-Gal a las placas para detectar la actividad del 

enzima marcador. Finalmente se incubaron a 37ºC durante toda la noche. 
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II.2.5.6. COMPROBACIÓN DE LA PRESENCIA DE PLÁSMIDOS CON EL 

INSERTO EN LAS CÉLULAS SELECCIONADAS. 

 

Para la obtención de los plásmidos, se realizó un cultivo de las células de E. 

coli con el enzima β-galactosidasa inactivado (colonias blancas), en tubos con 10 

ml de caldo LB con ampicilina (50 μg/ml) a 37ºC en agitación (150 r.p.m) durante 

toda la noche. La extracción de los plásmidos se realizó con el kit QUIA prep Spin 

Miniprep (50) de QUIAGEN siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 

II.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura II.10. Procedimiento seguido para la extracción de los plásmidos. 
 

Finalmente se obtuvieron 50 μl de plásmido. La comprobación de los 

plásmidos con inserto se realizó mediante digestión con enzimas de restricción. 
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Para ello se utilizó el enzima EcoRI de ROCHE (10 unidades/μl). La digestión de 

comprobación se realizó durante 1 h a 37ºC utilizando los siguientes reactivos: 

 

• 1,5 μl de tampón del enzima. 

• 1,5 μl de enzima EcoRI. 

• 3 μl del plásmido. 

• 9 μl de agua desionizada. 

 

La comprobación tanto de la existencia de plásmidos con insertos como de 

la correcta digestión de los mismos se realizó en un gel de agarosa al 1% a 80 mV. 

El tamaño de los insertos se calculó comparando con un marcador de pesos 

moleculares de ADN de 0,15 a 2,1 kb de ROCHE. 

 

II.2.5.7. SECUENCIACIÓN DE LOS PLÁSMIDOS CON INSERTOS. 

 

La secuencia de los insertos unidos al vector pCR 2.1 fue determinada en el 

Servicio de Secuenciación de ADN SECUGEN S.L. Las muestras fueron enviadas 

una vez purificados los plásmidos, a las concentraciones requeridas (100 ng/µl). 

 

II.2.6. ESTUDIO ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS. 

 

Las diferencias significativas y los grupos homogéneos de medias se 

establecieron mediante un análisis de la varianza (ANOVA) siguiendo los 

procedimientos de una y dos vías. En este último caso, cuando el efecto de la 

interacción es significativo (p<0,05) se procedió a la realización de un test de 

comparación de medias por el método TUKEY, que determinó la diferencia 

mínima entre las medias de cada grupo para que ésta fuese estadísticamente 

significativa. 



 

 

 

 

 

                                  III. RESULTADOS 
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III. RESULTADOS. 
 

III.1. SELECCIÓN DE CEPAS CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 

III.1.1. TOMA DE MUESTRAS Y AISLAMIENTO DE MOHOS. 

 

Las primeras tomas de muestra se realizaron en tres industrias ubicadas en 

las localidades de Mérida (Badajoz), Alcuéscar y Trujillo (Cáceres). Se utilizaron 

tres medios de cultivo para el aislamiento de mohos: CSN (Pitt, 1993), DG18 

(Hocking y Pitt, 1980) y AEC (Núñez y col., 2000; Sosa y col., 2001). Los mohos 

se aislaron en función tanto de las características macroscópicas observadas en los 

tres medios como de la identificación a nivel de género realizada mediante la 

observación de los cuerpos fructíferos al microscopio. Los resultados preliminares 

revelaron que el medio AEC sólo permitía el desarrollo de mohos del género 

Penicillium de forma esporádica, por lo que se descartó para la obtención de 

aislados en tomas de muestra posteriores. 

 

En el medio CSN se aisló una mayor proporción de mohos pertenecientes al 

género Penicillium que en las placas de agar DG18 (Tabla III.1). Los mohos 

desarrollados en el medio DG18 presentaron escasas diferencias macroscópicas, 

por lo que en muchos casos las colonias escogidas resultaron ser de la misma 

especie. Por el contrario, en el medio CSN se obtuvo un mayor número de mohos 

con aspecto macroscópico diferente, lo que unido a la capacidad de dicho medio 

para cambiar de color en función de la fisiología de los mohos permitió obtener 

entre los aislados una mayor diversidad de especies.  

 

En las restantes tomas de muestra el único medio de cultivo utilizado para el 

aislamiento de mohos fue el agar CSN debido a la mayor proporción y diversidad 

de mohos del género Penicillium aislados a partir del mismo. 
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Se obtuvieron un total de 298 aislados a partir de las nueve industrias: 50 de 

la fase de postsalado, 109 de secadero y 139 de bodega. 

 

Tabla III.1. Caracterización a nivel de género de los aislados obtenidos a partir de 
dos medios de cultivo diferentes en las primeras tomas de muestra. 

 
GÉNERO 

LOCALIZACIÓN FASE de 
PROCESADO 

MEDIO de 
CULTIVO 

Nº de 
AISLADOS Penicillium Aspergillus/Eurotium 

CSN 9  7 2 POSTSALADO 
DG18 2 - 2 
CSN 4 4 - SECADERO 
DG18 2 2 - 
CSN 6 4 2 

ALCUÉSCAR 

BODEGA 
DG18 1 - 1 
CSN 4 4 - POSTSALADO 
DG18 - - - 
CSN 4 3 1 SECADERO 
DG18 4 2 2 
CSN 7 2 5 

TRUJILLO 

BODEGA 
DG18 5 5 - 
CSN 3 3 - POSTSALADO 
DG18 - - - 
CSN 5 4 1 SECADERO 
DG18 6 2 4 
CSN 5 5 - 

MÉRIDA 

BODEGA 
DG18 3 2 1 

 

III.1.2. ENSAYO DE INHIBICIÓN RADIAL EN MEDIO SÓLIDO. 

 

Para realizar los ensayos de inhibición radial en medio sólido se 

seleccionaron 281 de los 298 aislados, eligiendo en su caso un único moho de 

entre aquellos que habiéndose aislado de un mismo jamón presentaran idénticas 

características macroscópicas. 

 

Se estudió la inhibición de los mohos de referencia P. expansum Px121, P. 

echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii As161 y A. niger An261, 

todos ellos aislados de productos cárnicos madurados y seleccionados por la 

capacidad de producir micotoxinas (Núñez y col., 1996b; Díaz, 1999). 
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Más de la mitad de los mohos estudiados, concretamente 166 de los 281, 

inhibieron el desarrollo de alguna de las cepas utilizadas como indicadores en los 

ensayos realizados en medio sólido (Figura III.1, Tabla III.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.1. Algunos ejemplos de halos de inhibición observados en el ensayo de 

inhibición radial en medio sólido. Inhibición producida por DBI23 (A), SNB41 (B), 
AMSI31 y AMSI23 (C), AMP52 (D), CP32 (E) y NB81C (F) frente a P. echinulatum 
Pe321 (A y F) y P. commune Pc332 (B, C, D y E). La intensidad de la inhibición se 
estimó en función del radio (↔) de la corona que constituye el halo de inhibición 
alrededor del cilindro de agar con el aislado inhibidor. 

 

En general, no se aprecia una relación clara entre la fase del procesado o la 

industria de procedencia y el porcentaje de inhibidores aislados (Tabla III.2). Al 

menos el 40% de los mohos aislados en cada industria produjo inhibición en los 

ensayos realizados en medio sólido. El porcentaje de inhibidores más alto 

obtenido en una toma de muestras fue del 86%. 

 

Aunque el número total de mohos aislados se incrementó a medida que 

aumentó el tiempo de procesado (49 en postsalado, 102 de secadero y 130 de 

bodega), el porcentaje total de mohos inhibidores se mantuvo en todos los casos 

en torno al 60% (Tabla III.2). 
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Tabla III.2. Número de aislados inhibidores obtenidos en cada industria y fase del 
procesado (véanse apartados II.2.1.1 y II.2.1.2).  

 
 FASES DEL PROCESADO 1 

 S B INDUSTRIAS 

 
P 

S.I S.II B.I B.II 

TOTAL 

nº aislados 3 11 - 8 - 22 

nº inhibidores 2 6 - 5 - 13 I 

% inhibidores 67 55  63  59 

nº aislados 11 6 - 7 - 24 

nº inhibidores 5 3 - 3 - 11 II 

% inhibidores 45 50  43  46 

nº aislados 4 8 - 12 - 24 

nº inhibidores 3 5 - 7 - 15 III 

% inhibidores 75 63  58  63 

nº aislados 5 11 15 7 6 44 

nº inhibidores 1 6 10 5 3 25 IV 

% inhibidores 20 55 67 71 50 57 

nº aislados - - - 17 - 17 

nº inhibidores - - - 7 - 7 V 

% inhibidores    41  41 

nº aislados 15 14 - 10 - 39 

nº inhibidores 9 9 - 4 - 22 VI 

% inhibidores 60 64  40  56 

nº aislados 6 14 - 21 - 41 

nº inhibidores 5 12 - 13 - 30 VII 

% inhibidores 83 86  62  73 

nº aislados - - - 21 17 38 

nº inhibidores - - - 16 8 24 VIII 

% inhibidores    76 47 63 

nº aislados 5 11 12 4 - 32 

nº inhibidores 4 6 7 2 - 19 IX 

% inhibidores 80 55 58 50  59 

        nº aislados 49 75 27 107 23 281 

nº inhibidores 29 47 17 62 11 166 TOTAL 

% inhibidores 59 63 63 58 48 59 

 
1 Fases de (P) postsalado, (S) secadero y (B) bodega. 
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III.1.3. CARACTERIZACIÓN PRELIMINAR DE LOS AISLADOS CON 

ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 

Se eligieron 121 de entre los 166 aislados que produjeron inhibición radial 

en medio sólido en función de sus características morfológicas y fisiológicas, 

tratando de conseguir la mayor diversidad en cuanto a fase del procesado e 

industria de procedencia. En el proceso de selección se prestó especial atención a 

la actividad mostrada en los ensayos de inhibición radial (véanse apartados 

II.2.1.2 y II.2.1.3; Figura III.1). 

 

La mayoría de los microorganismos con actividad antifúngica se agruparon 

en 19 especies en función de la morfología mostrada en distintos medios tanto 

microscópica como macroscópicamente (Pitt, 1979; Pitt, 1993; Pitt y Hocking, 

1997). No obstante, algunos de los aislados sólo pudieron ser caracterizados a 

nivel de género. Las especies caracterizadas con mayor frecuencia fueron 

Penicillium solitum, Penicillium griseofulvum, Penicillium aurantiogriseum, 

Penicillium chrysogenum, Penicillium verrucosum, Penicillium viridicatum y 

Aspergillus penicilloides (Figura III.2). 

 

Algunas especies como P. solitum, P. viridicatum, P. verrucosum, P. 

griseofulvum, P. aurantiogriseum o Penicillium olsonii, se aislaron en todas las 

fases del procesado. Otras como P. chrysogenum o Penicillium commune sólo se 

aislaron en secadero y bodega. Los mohos de los géneros Eurotium/Aspergillus se 

aislaron fundamentalmente en las últimas fases del proceso de elaboración (Figura 

III.2). 

 

El número de aislados caracterizados como P. solitum, P. viridicatum, P. 

verrucosum, P. commune o P. echinulatum fue aumentando con el tiempo de 

maduración. Por el contrario, otros como P. griseofulvum, P. chrysogenum o P. 

aurantiogriseum se aislaron en mayor número en fase de secadero, disminuyendo 

posteriormente en bodega (Figura III.2). 
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Figura III.2. Frecuencia de aislamiento de las especies de los mohos productores de 

inhibición radial según la fase del procesado en que se obtuvieron. 
 

Los aislados que mostraron el espectro de inhibición más amplio fueron los 

caracterizados como P. solitum, P. viridicatum, P. griseofulvum, P. commune, P. 

aurantiogriseum, P. echinulatum, P. olsonii y P. crustosum. Por el contrario, los 

aislados caracterizados como P. chrysogenum y Aspergillus penicilloides 

resultaron activos principalmente frente a P. expansum y A. sydowii, y los 

caracterizados como Penicillium verrucosum frente a P. expansum, P. commune y 

A. sydowii (Tabla III. 3). 

 

De las cepas utilizadas como indicadores de la inhibición, A. niger sólo fue 

inhibido por 14 aislados, mientras que P. expansum, P. commune y A. sydowii 

resultaron sensibles a la mayoría (Tabla III.3). 
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Tabla III.3. Espectro de inhibición radial de los 121 aislados caracterizados. 
 
  Nº de AISLADOS ACTIVOS FRENTE a las CEPAS de REFERENCIA * 

AISLADOS Nº de aislados Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 

P. solitum 23 20 22 21 19 1 

P. viridicatum 8 8 8 7 7 2 

P. verrucosum 7 5 1 7 6 - 

P. griseofulvum 11 10 9 10 11 1 

P. chrysogenum 8 5 3 3 7 - 

P. commune 4 3 4 4 4 - 

P. aurantiogriseum 11 6 7 10 11 2 

P. echinulatum 4 3 2 3 4 1 

P. olsonii 5 3 2 3 5 1 

P. canescens 3 3 1 3 3 - 

P. crustosum 2 2 2 2 2 1 

P. brevicompactum 2 1 1 2 2 - 

P. camemberti 1 1 - 1 - - 

P. citrinum 1 1 - 1 1 - 

P. griseoroseum 2 2 1 - 2 - 

P. granulatum 1 - - - 1 - 

P. nalgiovense 1 - 1 - 1 - 

Penicillium spp. 7 7 5 6 7 4 

A. penicilloides 10 7 2 2 10 - 

Aspergillus spp. 5 4 2 4 5 1 

Eurotium spp. 4 1 1 3 4 - 

TOTAL 121 92 74 92 105 14 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
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III.1.4. ENSAYOS DE INHIBICIÓN EN PLACAS MULTIPOCILLO. 

 
Se plantearon dos ensayos diferentes para la detección y caracterización de 

los compuestos solubles con actividad antifúngica.  

 

DETECCIÓN DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS LIBERADOS AL MEDIO. 

 

El ensayo planteado en primer lugar se llevó a cabo con 90 de entre los 121 

aislados caracterizados que mostraron actividad en las pruebas de inhibición radial 

en medio sólido. Se seleccionaron tratando de obtener la mayor diversidad posible 

en función de la procedencia (industria y fase del procesado), de la caracterización 

preliminar realizada, y sobre todo englobando los diferentes tipos de actividad 

observados en los ensayos de inhibición radial en medio sólido.  

 

Cada aislado se incubó en caldo extracto de malta (MEB) durante 15 días a 

25ºC. Tras la eliminación del micelio, el medio libre de células se sometió a una 

extracción con cloroformo (véase Figura II.2). A continuación se evaluó la 

inhibición producida tanto por el extracto clorofórmico como por la fase acuosa 

resultante frente a las siguientes cepas toxigénicas de referencia: P. expansum 

Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii As161 y A. niger 

An261. 

 

En la Tabla III.4 se recoge la inhibición de cada cepa de referencia incubada 

durante 7 días con la fase acuosa y el extracto clorofórmico obtenidos a partir de 

los 90 mohos seleccionados. 
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Tabla III.4. Inhibición de las cepas de referencia originada por la fase acuosa (A) y 
el extracto clorofórmico (C) obtenidos de los aislados seleccionados cultivados en MEB. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. olsonii       

A +++ a - + +++ + RP42C C - b - - - - 
A + - + - + AMB62 
C +++ +++ +++ - - 
A + - +++ - + RS12D 
C - - - - - 
A - - - - - RS52C 
C - - - - +++ 
A - - + - + SNP43 
C - - + + - 

P. griseofulvum       
A - - + - - AMP52 C ++ - +++ - - 
A + - + - - AMSI11A 
C + - +++ - - 
A - - + - - AMSI33 
C +++ +++ +++ - - 
A + - - - - AMSII31 
C +++ +++ +++ - - 
A - - - - - NS32C 
C - - - - - 
A - - - - - RB52D 
C - - - - - 
A + + - - - SNP23 
C - - + - - 
A - + - - - SNS33 
C - - + - - 

P. brevicompactum       
A + - - - - AMSI51A C +++ +++ - - - 
A - ++ - - - CSII25 
C - - + - - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.4 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por la 
fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) obtenidos de los aislados seleccionados 
cultivados en MEB. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. solitum       

A - b - + - - AMSI23 C +++ a +++ +++ - - 
A - - + - - AMSI31 
C +++ +++ +++ - - 
A - + - - - CSI52 
C + - + - - 
A - + - - - CSII21 
C - - + - - 
A - ++ - - - CBI21 
C - - + + - 
A - + - - - DBI15 
C - - + +++ - 
A + ++ - - - FMP31 
C + + +++ - - 
A - +++ - - - FMS16 
C - - ++ - - 
A - - - - - FMS17 
C - - + + - 
A - + - - - FMS36 
C - - + - - 
A +++ - + - - RB11C 
C +++ +++ +++ + - 
A - + - - - SNP52 
C - - + - - 

P. jensenii       
A + - - - - RB57C C - - - - - 

P. griseoroseum       
A + - - - - AP42C C - +++ +++ - +++ 
A - - - - - AMSII22B 
C - - - - - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.4 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por la 
fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) obtenidos de los aislados seleccionados 
cultivados en MEB. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. camemberti       

A +++ a - + - + AMP61 C - b - - - - 
P. aurantiogriseum       

A - - - - - AB52C C - +++ +++ - +++ 
A - +++ - - - CBII54 
C + + + - - 
A - + - - - FMP14 
C - - + + - 
A - +++ + - - FMS35 
C - + + +++ - 
A ++ - - - - NP51C 
C - +++ +++ - +++ 
A + ++ + - - SNS11 
C - - + - - 

P. canescens       
A - - - - - NP11C C - - - - - 
A - - - - - NB51D 
C - - + - - 
A - - - - - NB52D 
C - - + - - 

P. crustosum       
A + - - + - AMP51 C - - + - - 

Eupenicillium spp.       
A - ++ - - - DBI21 C - - + +++ - 
A - - - - - AP52C 
C - +++ +++ - +++ 
A + - + - - RP22C 
C +++ +++ +++ - - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.4 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por la 
fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) obtenidos de los aislados seleccionados 
cultivados en MEB. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. chrysogenum       

A - b - - - - AS21C C - - - - - 
A +++ a + + +++ - AS51D 
C - - - - - 
A +++ - - - - AMSI11B 
C - - - - - 
A + - + - - AMSII21B 
C - - - - - 
A - - - - +++ AMSII61 
C - - - - - 
A ++ - + +++ - AMB11 
C - - - - - 
A - - - - - RS54C 
C - - - - - 
A +++ - +++ +++ + RB41C 
C - - - - - 

P. viridicatum       
A +++ + + +++ - DBI23 C - - - - - 
A - - - - - NP22C 
C - - - - - 
A - - - - - NB21D 
C - - - - - 

P. echinulatum       
A - - + - - CSII32 C - - + - - 
A +++ - +++ - - DBI14 
C +++ +++ +++ - - 
A - + - + - FMB11 
C - + + - - 
A - ++ + - - PNB25 
C - - + +++ - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.4 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por la 
fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) obtenidos de los aislados seleccionados 
cultivados en MEB. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. verrucosum       

A - b - - - + AP43C C - - + - - 
A - + - - + DBI16 
C - - + - - 
A + - + - + ABIIC 
C - - - - - 
A +++ a +++ ++ - - DBI22 
C + - + - - 
A - - + - ++ DBI52 
C - - + - - 
A - - - - + NS41D 
C - - + - - 

P. puberulum       
A - - + - - DBI13 C + +++ +++ - - 

P. granulatum       
A ++ + - - - FMS52 C + - + - - 

P. citrinum       
A + - + - - DBI16 C - - - - - 

Penicillium spp.       
A + - + - ++ AMSII23A C + - - - - 
A - + - - - CBI23 
C - - + - - 
A - - - - - CBII59 
C - - + + - 
A + + - - - FMS21 
C - - + - - 
A ++ + + ++ ++ SNB41 
C + + - - - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.4 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por la 
fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) obtenidos de los aislados seleccionados 
cultivados en MEB. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
A. penicilloides       

A - b - - - - AB21D C - - - - - 
A + a - + - - AMSII21A 
C - - - - - 
A - - - - - AMSII22A 
C - - - - - 
A + - + - - AMSII23B 
C - - + - - 
A - - - - - FMS22 
C - - - - - 
A - - - - - NS21D 
C - - - - - 
A - - - - - NS33D 
C - - - - - 
A - - - - - NB32C 
C - - - - - 
A + - - - - RS31D 
C - - - - - 
A - - - - - RB51D 
C - +++ +++ + + 

Aspergillus spp.       
A + - - - - AP51C C - +++ + - - 
A - - - - - NS13C 
C - +++ +++ - - 

Eurotium spp.       
A + - - - - AP22C C - - - - - 
A - - - - - NB81C 
C - - - - - 
A - - - - - NB23C 
C - - + - - 
A - - - - - RS41C 
C - + +++ - +++ 
A - - - - - NB42C 
C - +++ +++ - +++ 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Los resultados obtenidos revelaron que 16 de los 90 aislados seleccionados 

únicamente mostraban actividad en la fase acuosa, y por lo tanto son susceptibles 

de originar una actividad debida a péptidos, mientras que la mayoría también 

resultaron activos al incubar con el extracto clorofórmico (Tabla III.4). 

 

La mayoría de los mohos caracterizados como P. chrysogenum únicamente 

inhibieron al incubar con la fase acuosa, entre los que destacaron AS51D, AMB11 

y RB41C, que resultaron activos frente a más de tres cepas de referencia. Los 

aislados Penicillium camemberti AMP61, P. verrucosum AB11C y P. viridicatum 

DBI23 mostraron una actividad similar (Tabla III.4). 

 

Los extractos clorofórmicos de tres de los cinco aislados de P. olsonii 

inhibieron el desarrollo de alguna cepa de referencia. Sin embargo, a partir de los 

otros dos únicamente se obtuvieron fases acuosas activas, siendo P. olsonii 

RP42C el que mostró mayor espectro de inhibición (Tabla III.4). 

 

A partir de los aislados que ofrecieron un amplio espectro de actividad en 

los ensayos de inhibición radial, caracterizados como P. echinulatum, P. solitum, 

P. griseofulvum y P. aurantiogriseum, se obtuvieron extractos clorofórmicos 

activos frente a alguna cepa de referencia o no se obtuvo actividad en la fase 

acuosa (Tabla III.4). 

 

Por otro lado, en el caso de 15 de los 90 aislados seleccionados no se 

reprodujo en las placas multipocillo la inhibición radial observada en medio 

sólido. Esto puede estar relacionado con la eliminación del micelio previa a la 

extracción con cloroformo o con una menor concentración de los compuestos 

activos. Para dilucidar estos aspectos se diseñó el siguiente ensayo. 
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CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS LIBERADOS AL MEDIO. 

 

Los ensayos de inhibición en placas multipocillo que se realizaron 

posteriormente se llevaron a cabo con 37 mohos. Se seleccionaron los 7 aislados 

que mostraron mayor actividad al incubar con la fase acuosa en los ensayos 

preliminares en placas multipocillo. Además se incorporaron 25 de los 31 aislados 

caracterizados que mostraron actividad en las pruebas de inhibición radial y que 

no habían sido seleccionados anteriormente. Estos ensayos también se efectuaron 

con dos cepas de P. nalgiovense con actividad antifúngica: BFE66 y BFE67 

(Geisen, 2000), y con tres mohos no toxigénicos con actividad proteolítica: P. 

chrysogenum Pg131, P. chrysogenum Pg341 y P. nalgiovense Pj261 (Núñez y 

col., 1996b; Rodríguez y col., 1998).  

 

Los mohos seleccionados se incubaron en los medios de cultivo caldo 

extracto de malta (MEB) y caldo de patata y dextrosa (PDB) durante 15 días. Para 

los ensayos de inhibición en placas multipocillo se utilizaron tres fracciones: 1) el 

medio de cultivo filtrado tras crecer los aislados seleccionados 2) el extracto 

clorofórmico de dicho medio y 3) la fase acuosa obtenida tras extraer con 

cloroformo (véase apartado II.2.1.4; Figura II.3). Se utilizaron 4 cepas de mohos 

como indicadores de la inhibición. Tres de ellas (P. echinulatum Pe321, P. 

commune Pc332 y A. niger An261) también se habían utilizado como indicadores 

en el ensayo de inhibición radial en medio sólido y en los primeros ensayos en 

placas multipocillo. A. sydowii As161 y P. expansum Px121 se sustituyeron 

debido a la poca capacidad de discriminación mostrada en los ensayos realizados 

en medio sólido, y cuya eficacia era similar a la de P. commune Pc332 (Tabla 

III.3). Se incorporó P. solitum Ps321, que como los anteriores había sido aislado 

de productos cárnicos madurados (Núñez y col., 1996b) y seleccionado por su 

capacidad de producción de micotoxinas (Díaz, 1999).  

 

En la Tabla III.5 se detalla la actividad de los 37 mohos seleccionados 

utilizando el medio de cultivo filtrado, el extracto clorofórmico y la fase acuosa 
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restante obtenidos de los medios de cultivo MEB y PDB. Los resultados que se 

exponen corresponden a las 96 h de incubación. 

 

Algunos aislados mostraron un tipo de inhibición que reúne las 

características deseables: el medio de cultivo y la fase acuosa produjeron un 

retraso significativo del crecimiento de prácticamente todas las cepas de 

referencia no apreciándose la inhibición con los extractos clorofórmicos. De 

algunos de estos aislados como DBI23, AMP61, RP42C o RB41C, resultaban 

activas las fracciones obtenidas de cualquiera de los dos medios (Tipo P), 

mientras que de otros como AS51D o AMB11 sólo mostraban actividad las 

fracciones obtenidas a partir de MEB (Tipo P-PDB), y de AB11C las obtenidas al 

cultivarse en PDB (Tipo P-MEB; Tabla III.5). 

 

Adicionalmente se obtuvieron fracciones activas con las características 

deseables de otros aislados a partir de ambos medios de cultivo, pero no 

mostraban actividad frente a A. niger (Tipo P-nig). 

 

Sin embargo, la mayoría de los aislados no cumplían los requisitos 

necesarios, ya que al utilizar el medio de cultivo filtrado produjeron un retraso 

significativo del crecimiento de las cepas de referencia, pero la fase acuosa no 

resultaba activa. En estos aislados el extracto clorofórmico no reproducía toda la 

actividad observada con el medio de cultivo sin tratar (Tipo SC), como por 

ejemplo CSII42 o CP32. De los que mostraron este patrón, algunos originaron en 

el medio PDB fases acuosas muy activas frente a P. commune (Tipo SC+A), 

como CBI25, CSI44 o FMP21 (Tabla III.5). 

 

Finalmente, algunos aislados como BFE66, BFE67 o Pg131, resultaron poco 

activos (Tipo F), y fundamentalmente produjeron inhibición al incubar con el 

medio de cultivo filtrado. Otros como DBII14, CBI52 y FMP13, apenas 

inhibieron el desarrollo de las cepas de referencia (Tipo N), independientemente 

de la fracción utilizada (Tabla III.5). 
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Tabla III.5. Inhibición de las cepas de referencia originada por el medio de cultivo 
(M), la fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) de los aislados seleccionados 
cultivados en MEB y PDB. 

 
  P. solitum  

Ps321  P. echinulatum  
Pe321 

 P. commune  
Pc332 

 A. niger    
An261 

 

CEPA 
 

FR
A

CC
IÓ

N
 

 
MEB PDB  MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
TIPO 1 

 M  +++ a +++  +++ +++  +++ +++  +++ +++  
 A  +++ +++  +++ +++  +++ +++  +++ +++  DBI23 
 C  - b -  - -  - -  - -  

P 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  +++ ++  
 A  +++ +++  +++ ++  +++ -  +++ -  AS51D 
 C  - -  - -  - -  - -  

P-PDB 

 M  +++ +++  ++ +++  - +++  - +++  
 A  - +++  - ++  - -  - -  AB11C 
 C  - -  - -  - -  - -  

P-MEB 

 M  +++ -  +++ +++  +++ +  +++ -  
 A  +++ +++  +++ +++  +++ ++  +++ -  AMB11 
 C  - -  - -  - -  - -  

P-PDB 

 M  - +++  +++ +++  +++ +++  - +++  
 A  +++ -  +++ +  +++ +++  +++ -  AMP61 
 C  - -  - -  - -  - -  

P 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  +++ -  
 A  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - -  RP42C 
 C  - -  - -  - -  - -  

P 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  ++ ++  
 A  +++ +++  +++ +++  +++ +++  +++ +++  RB41C 
 C  - -  - -  - -  - -  

P 

 M  +++ +++  + +++  - +  - ++  
 A  +++ -  +++ -  ++ -  - -  BFE66 
 C  - -  - -  - -  - -  

F 

 M  +++ +++  + +++  - -  - -  
 A  - -  - -  - -  - -  BFE67 
 C  - -  - -  - -  - -  

F 

 
1 tipo de inhibición mostrada en placas multipocillo (véase el texto). 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.5 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por el 
medio de cultivo (M), la fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) de los aislados 
seleccionados cultivados en MEB y PDB. 

 
  P. solitum  

Ps321  P. echinulatum  
Pe321 

 P. commune  
Pc332 

 A. niger    
An261 

 

CEPA 
 

FR
A

CC
IÓ

N
 

 
MEB PDB  MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
TIPO 1 

 M  + a +++  - +++  - +++  - -  
 A  - b -  - -  - -  - -  Pg131 
 C  - -  + -  - -  - -  

F 

 M  +++ +++  - +++  +++ +++  - ++  
 A  - -  - -  - -  - -  CSII42 
 C  - -  - -  - -  - -  

SC 

 M  +++ +++  - +++  +++ +++  - -  
 A  - -  - -  - -  - -  Pg341 
 C  - -  - -  - -  - -  

SC 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - -  
 A  - -  - -  - -  - -  CP32 
 C  - -  - +  - -  - -  

SC 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - -  
 A  - ++  + -  - +++  - -  CBI25 
 C  - -  - +  - -  - -  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  + -  
 A  - -  - -  - +++  - -  CSI44 
 C  - -  + -  - -  - -  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  ++ -  
 A  - -  - -  - +++  - -  CSI54 
 C  - -  - ++  - -  - -  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  ++ -  
 A  +++ ++  ++ +  - +++  - -  CSII16 
 C  - -  - -  - -  - -  

P-nig 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  ++ -  
 A  +++ -  - -  - +++  - -  CSII33 
 C  - -  - ++  - -  - -  

SC+A 

 
1 tipo de inhibición mostrada en placas multipocillo (véase el texto). 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.5 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por el 
medio de cultivo (M), la fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) de los aislados 
seleccionados cultivados en MEB y PDB. 

 
  P. solitum  

Ps321  P. echinulatum  
Pe321 

 P. commune  
Pc332 

 A. niger    
An261 

 

CEPA 
 

FR
A

CC
IÓ

N
 

 
MEB PDB  MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
TIPO 1 

 M  +++ a +++  - ++  +++ +++  + +++  
 A  + -  - -  +++ -  - -  CSII52 
 C  - b -  - -  - +++  - +  

SC 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - -  
 A  - -  - -  - +++  - -  DBI32 
 C  - -  - -  - +++  - -  

SC+A 

 M  +++ +++  - +++  +++ +++  - -  
 A  - -  - -  - ++  - -  CBI42 
 C  - -  - -  - +++  - +  

SC+A 

 M  ++ -  ++ -  - -  - -  
 A  - -  - -  - -  - -  CBI52 
 C  - -  - -  - -  - -  

N 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  + -  
 A  - -  - -  - +++  - -  DBI41 
 C  - -  - -  - +++  - -  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - -  
 A  - +  - ++  - +++  - -  CBII57 
 C  - -  - -  - +++  - -  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  ++ -  
 A  - +  - -  - +++  - -  DBI11 
 C  - -  + -  ++ +++  - -  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - -  
 A  - -  - -  - +++  - -  DBI12 
 C  - -  - -  - +++  - +  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - -  
 A  - -  - -  - +  - +  DBI17 
 C  - -  - -  - +++  - +  

SC+A 

 
1 tipo de inhibición mostrada en placas multipocillo (véase el texto). 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
 



RESULTADOS 

 107

Tabla III.5 (continuación). Inhibición de las cepas de referencia originada por el 
medio de cultivo (M), la fase acuosa (A) y el extracto clorofórmico (C) de los aislados 
seleccionados cultivados en MEB y PDB. 

 
  P. solitum  

Ps321  P. echinulatum  
Pe321 

 P. commune  
Pc332 

 A. niger    
An261 

 

CEPA 
 

FR
A

CC
IÓ

N
 

 
MEB PDB  MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
MEB PDB 

 
TIPO 1 

 M  +++ a +++  +++ +++  +++ +++  +++ -  
 A  - b -  - -  + -  + -  DBI44 
 C  + ++  +++ +++  - -  - -  

SC 

 M  + +  +++ -  +++ -  - -  
 A  - -  - -  - -  - -  FMP13 
 C  - -  - -  - -  - -  

N 

 M  +++ +  +++ +++  +++ +++  +++ -  
 A  ++ -  - -  - -  - -  DBII12 
 C  - -  +++ +++  - -  - -  

F 

 M  ++ -  +++ -  ++ -  ++ -  
 A  - -  - -  - -  - -  DBII14 
 C  + -  +++ +++  - -  - -  

N 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  - +++  
 A  +++ -  - +++  +++ +++  - -  FMP21 
 C  - -  ++ +++  - ++  - ++  

SC+A 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  +++ +++  
 A  +++ ++  ++ +++  +++ +++  - -  DBII22 
 C  - ++  +++ ++  - -  - ++  

P-nig 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  +++ ++  
 A  +++ ++  - +++  +++ +++  - -  DBII23 
 C  - +  +++ ++  - -  - +  

P-nig 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  ++ +++  
 A  +++ +++  - +++  +++ +++  - -  DBII41 
 C  - -  +++ -  - -  - -  

P-nig 

 M  +++ +++  +++ +++  +++ +++  +++ +++  
 A  +++ +++  - +++  +++ +++  - -  DBII42 
 C  - -  +++ +  - +  - +  

P-nig 

 M  + -  +++ +  - -  - -  
 A  +++ -  - -  - -  - -  Pj261 
 C  - -  - -  - -  - -  

F 

 
1 tipo de inhibición mostrada en placas multipocillo (véase el texto). 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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III.1.5. DETECCIÓN DE MICOTOXINAS. 

 

Los extractos clorofórmicos obtenidos a partir de los 37 mohos 

seleccionados incubados tanto en MEB como en PDB, se analizaron mediante 

cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de masas (HPLC-

MS; Núñez y col., 2000) y por electroforesis capilar micelar electrocinética 

(MECC; Martín y col., 2004). 

 

ANÁLISIS DE MICOTOXINAS MEDIANTE HPLC-MS. 

 

El método cromatográfico diseñado permitió separar, detectar e identificar 

18 micotoxinas diferentes (Figura III.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.3. Cromatograma mostrando 14 de las 18 micotoxinas analizadas 

mediante HPLC-MS. 
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Las micotoxinas se identificaron en función del tiempo de retención y la 

masa (Tabla III.6). 

 

Tabla III.6. Masa detectada y tiempo de retención de las 18 micotoxinas analizadas 
mediante HPLC-MS. 

 

MICOTOXINA Masa 
Tiempo de 

Retención 

Patulina 136,9 7,22 

Ácido penicílico 171,5 8,54 

Roquefortina C 390,4 8,52 

Aflatoxina G1 329,7 10,42 

Aflatoxina B1 313,7 11,09 

Ácido micofenólico 321,3 13,43 

Griseofulvina 353,5 13,57 

Citrinina 251,0 15,82 

Ocratoxina A 404,0 17,36 

Xanthomegmina 575,2 18,04 

Esterigmatocistina 325,3 19,95 

Verruculógeno 494,1 19,81 

Ácido secalónico D 639,1 20,71 

Ácido ciclopiazónico 337,1 23,08 

Fumitremorgina B 462,2 24,04 

Verrucosidina 417,5 27,25 

Paxilina 418,1 28,73 

Penitrem A 634,1 30,29 

 

Los cromatogramas correspondientes a los extractos clorofórmicos 

obtenidos a partir de MEB y PDB resultaron similares en todos los casos. 

 

Únicamente se identificaron siete micotoxinas producidas por siete aislados 

diferentes de los 37 mohos seleccionados (Tabla III.7). 
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Tabla III.7. Micotoxinas detectadas mediante HPLC-MS en los extractos 
clorofórmicos obtenidos a partir de los 37 aislados seleccionados tras incubar en MEB a 
25ºC durante 15 días. 

 
AISLADO MICOTOXINA Masa Tiempo de retención (min) Área (UAA) 

RB41C ácido secalónico 639,5 21,60 1,7x1010 

AMP61 ácido ciclopiazónico 337,6 22,74 1,2x1010 

AMB11 ácido secalónico 639,5 21,54 7,1x109 

AS51D ácido secalónico 639,3 21,50 3x109 

CSII42 verrucosidina 417,2 27,42 1,6 x106 

CSII52 verrucosidina 417,4 27,34 4,5 x105 

AB11C ocratoxina A 404,1 17,01 1,4 x109 
 

ANÁLISIS DE MICOTOXINAS MEDIANTE MECC. 

 

El análisis mediante electroforesis capilar micelar electrocinética permitió 

separar e identificar 19 micotoxinas distintas (Figura III.4).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.4. Electroferogramas a 280 nm (A) y 200 nm (B) de un patrón de 
micotoxinas constituido por patulina (1), citrinina (2), ácido penicílico (3), ocratoxina A 
(4), ácido ciclopiazónico (5), ácido micofenólico (6), zearalenona (7), aflatoxina B1 (8), 
griseofulvina + citreoviridina (9), analizado mediante MECC. 
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Las micotoxinas se identificaron en función del tiempo de retención y el 

espectro de absorbancia entre 190 y 600 nm (Tabla III.8). 

 
Tabla III.8. Tiempo de retención y longitudes de onda a las que se detectaron los 

máximos de absorbancia de las 19 micotoxinas analizadas mediante MECC. 
 

MICOTOXINA 
Tiempo de 

Retención (min) 

Máximos de 

absorbancia (nm) 

Patulina 7,24 280c, 560 

Ácido secalónico D 9,84 246, 343, 363c 

Citrinina 10,60 219c, 255, 321 

Ácido penicílico 11,20 222 

Viridicatumtoxina 13,38 247, 279c, 408 

Ácido micofenólico 13,88 228c, 342, 349 

Fumitremorgina B 21,15 ec, 230, 295 

Griseofulvina pico 1 23,08 218, 258, 294c 

Citreoviridina 23,05 202, 297, 397c 

Penitrem A 24,57 ec, 235, 300 

Roquefortina C 25,13 206c, 244, 329 

Paxilina 25,20 233c, 287 

Griseofulvina pico 2 25,80 220, 299c 

Verrucosidina 12,85 ec, 214, 239 

Ocratoxina A 13,09 ec, 217, 381 

Ácido ciclopiazónico 13,73 225c, 262, 283 

Aflatoxina B1 24,14 ec, 232, 272, 366 

Esterigmatocistina 26,60 250c, 335 

Deoxinivalenol 7,49 222 

Zearalenona 21,05 243c, 280, 317 

 
c Longitud de onda a la que se detectó la máxima absorbancia. 
e, máximo de absorción por debajo de 190 nm. 
 

En todos los casos se obtuvieron electroferogramas similares a partir de los 

extractos obtenidos tanto de MEB como de PDB para cada uno de los 37 aislados 

ensayados. 
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Los resultados del análisis de los extractos por MECC fueron similares a los 

obtenidos previamente, excepto en el caso de los extractos de CSII42 y CSII52, en 

los que no se detectó verrucosidina. En cambio, sí pudieron detectarse el resto de 

micotoxinas: ácido secalónico en los extractos clorofórmicos de los aislados 

RB41C, AMB11 y AS51D, ocratoxina A en los extractos de AB11C, y ácido 

ciclopiazónico en los extractos obtenidos a partir de AMP61. Los tiempos de 

elución (10, 13,2 y 13,9 minutos respectivamente) y el espectro de absorbancia 

entre 190 y 600 nm de los picos sospechosos coincidieron con los de los patrones 

de las micotoxinas, como se observa para el ácido secalónico y el ácido 

ciclopiazónico en las Figuras III.5 y III.6 respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura III.5. Espectro de absorbancia de 190 a 600 nm del ácido secalónico  y de 

los picos sospechosos detectados en los extractos de los aislados AMB11  y AS51D  
identificados como ácido secalónico. 
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Figura III.6. Espectro de absorbancia de 190 a 600 nm del ácido ciclopiazónico  

y del pico sospechoso detectado en los extractos del aislado AMP61  identificado como 
ácido ciclopiazónico. 

 

De manera similar, el espectro de absorbancia permitió descartar algunos 

picos sospechosos, como fue el caso del detectado en los extractos de DBI23 a un 

tiempo de retención similar al de la roquefortina (Figura III.7). 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.7. Espectro de absorbancia de 190 a 600 nm de la roquefortina  y del 

pico sospechoso detectado en los extractos del aislado DBI23  . 
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III.1.6. CARACTERIZACIÓN MEDIANTE EL ANÁLISIS DEL PERFIL DE 

METABOLITOS SECUNDARIOS POR HPLC-UV. 

 

Los perfiles de metabolitos obtenidos mediante HPLC-UV correspondientes 

a los extractos clorofórmicos obtenidos de un mismo aislado a partir de MEB y 

PDB resultaron similares en todos los casos. La mayoría de los perfiles de los 37 

aislados seleccionados mostraron 6 patrones diferentes (Figura III.8) 

caracterizados por una serie de picos comunes (Tabla III.9). Con estos patrones se 

pudieron agrupar a 28 de los 37 aislados (Tabla III.10), mientras que los 9 mohos 

restantes presentaron perfiles totalmente diferentes (Figura III.9).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura III.8. Perfiles de metabolitos secundarios mayoritarios obtenidos mediante 

HPLC-UV a partir de los extractos clorofórmicos de los aislados ensayados. Los picos 
representativos de cada uno de los perfiles se señalan con una flecha. I: AS51D (MEB), 
II: CSII52 (MEB), III: DBI32 (PDB), IV: DBII41 (MEB), V: BFE67 (PDB) y VI: Pg131 
(PDB). 
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Tabla III.9. Picos representativos de los seis perfiles mayoritarios. 
 

 PICOS REPRESENTATIVOS del PERFIL 
PERFIL 

 
MOHO 

REPRESENTATIVO  nº  Tiempos de retención 

I  AS51D  6  8,1; 13,4; 14,6; 20; 20,6; 21,7 

II  CSII52  13  9,8; 10,4; 13; 13,7; 16,3; 17,3; 19,2; 23,3; 27,5; 
28,8; 29,4; 30,2; 33,8 

III  DBI32  11  9,6; 10,2; 10,7; 11,3; 12,9; 13,5; 16,3; 18,9; 19,5; 
23,1; 25,3 

IV  DBII41  16  8,6; 9,4; 9,7; 9,9; 10,5; 10,9; 11,1; 11,6; 13,8; 14,8; 
15,9; 16,7; 18,1; 19,1; 21,9; 25,6 

V  BFE67  8  8,3; 9,1; 9,7; 11; 11,5; 13,3; 13,9; 14,1 

VI  Pg131  9  8; 9,4; 10; 12,6; 13,3; 14; 16; 17; 18,8 

 
Tabla III.10. Aislados incluidos en cada uno de los perfiles de metabolitos 

secundarios mayoritarios. 
  

PERFIL AISLADOS 

I RB41C, AMB11, AS51D 

II CSII42, CSII52 

III DBI17, DBI12, DBI32, CSI44 

IV 
DBII41, DBII42, CSII16, CSII33, CBI25, CBI42, CBII57, CSI54, FMP21, DBI11, 

DBI41, DBII22, DBII23, DBII12 

V BFE66, BFE67, Pj261 

VI Pg131, Pg341 
  
 

 

 

 

 

 

 
 
Figura III.9. Perfiles de metabolitos secundarios obtenidos mediante HPLC-UV a 

partir de los extractos clorofórmicos de 2 de los 11 aislados no incluidos en ninguno de 
los patrones mayoritarios. Los picos de mayor área de cada uno de los perfiles se señalan 
con una flecha. A: RP42C (MEB) y B: DBI23 (PDB). 
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III.1.7. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA. 

 

El análisis mediante el sistema Microstation de BIOLOG permite 

caracterizar los aislados en función de los cambios originados por cada moho 

frente a diferentes sustratos. Se evaluó tanto la utilización del oxígeno como la 

asimilación de las diferentes fuentes de carbono y nitrógeno de manera 

independiente (véase apartado II.2.1.7). El programa informático MicroLog, tras 

comparar los resultados obtenidos con la base de datos de mohos de Biolog, 

genera un listado de las especies más probables. Para cada especie se ofrecen dos 

parámetros, SIM y DIST, que indican la similitud y la diferencia que existe entre 

el patrón de metabolización mostrado por la especie posible y el del 

microorganismo problema respectivamente. El programa requiere valores de 

SIM≥0,6 y DIST≤5,5 para una identificación fiable. En ese caso ofrece un 

porcentaje que indica la probabilidad de acierto (PROB). 

 

Este sistema sólo ofreció una identificación con suficiente nivel de fiabilidad 

(>85%) para 12 de los 37 mohos analizados, resultando identificados 11 de estos 

12 aislados como P. solitum (Tabla III.11). Por otra parte, el aislado AMP61 fue 

identificado por el programa MicroLog como Penicillium camemberti con 

suficiente fiabilidad (99%). Los parámetros SIM y DIST ofrecidos por el programa 

MicroLog para el resto de los aislados seleccionados no ofrecen garantías de una 

correcta identificación (Tabla III.11). 

 

Finalmente, ni las 3 cepas de colección de P. nalgiovense BFE66, BFE67 y 

Pj261, ni las dos cepas de P. chrysogenum Pg131 y Pg341 fueron identificadas 

con un nivel suficiente de fiabilidad con este sistema (Tabla III.11). 
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Tabla III.11. Caracterización de los 37 mohos mediante el programa MicroLog.  
AISLADO CARACTERIZACIÓN SIM a DIST b PROB c 

DBI23 P. viridicatum Westling BGB 0.499 7.12  

AS51D P. chrysogenum Thom 0.312 8.08  

AB11C P. verrucosum var verrucosum Dierckx BGB 0.559 6.94  

AMB11 P. solitum Westling BGC 0.55 4.49  

AMP61 P. camemberti Thom BGA 0.659 5.14 99% 

RP42C P. solitum Westling BGC 0.422 6.57  

RB41C P. aurantiogriseum Dierckx BGB 0.275 6.62  

47 P. nalgiovense Laxa 0.485 6.75  

BFE66 P. verrucosum var verrucosum Dierckx BGA 0.588 6.43  

BFE67 P. verrucosum var verrucosum Dierckx BGA 0.5 7.72  

16 P. polonicum Zaleski BGA 0.352 11.01  

CSII42 P. polonicum Zaleski BGA 0.586 6.05  

26 P. aurantiogriseum Dierckx BGB 0.152 7.94  

CP32 Talaromyces bacillisporus (Swift) C.R. Benjamín 0.248 13.46  

CBI25 P. solitum Westling BGA 0.777 3.35 99% 

CSI44 P. solitum Westling BGA 0.683 4.85  

CSI54 P. solitum Westling BGC 0.536 5.84  

CSII16 P. solitum Westling BGA 0.734 4.03 99% 

CSII33 P. solitum Westling BGA 0.806 2.91 99% 

CSII52 P. polonicum Zaleski BGA 0.487 6.91  

DBI32 P. solitum Westling BGA 0.678 4.93 99% 

CBI42 P. solitum Westling BGA 0.642 5.52  

CBI52 - d    

DBI41 P. solitum Westling BGA 0.793 3.10 99% 

CBII57 P. solitum Westling BGA 0.626 5.67  

DBI11 P. solitum Westling BGA 0.726 4.15 99% 

DBI12 P. solitum Westling BGA 0.418 9.18  

DBI17 P. solitum Westling BGA 0.633 4.02 86% 

DBI44 P. expansum Link BGB 0.309 12.05  

FMP13 -    

DBII12 P. solitum Westling BGA 0.763 3.57 99% 

DBII14 -    

FMP21 P. solitum Westling BGA 0.762 3.59 99% 

DBII22 P. solitum Westling BGA 0.556 7.02  

DBII23 P. solitum Westling BGA 0.646 5.45 99% 

DBII41 P. solitum Westling BGA 0.546 7.15  

DBII42 P. solitum Westling BGA 0.666 5.12 99%  
a SIM similitud entre el patrón de la especie posible y el de la especie problema.  
b DIST diferencia entre el patrón de la especie posible y el de la especie problema. 
c PROB probabilidad de acierto en caso de identificación fiable. 
d -: el programa no ofrece ningún resultado por desarrollo insuficiente del moho. 
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III.2. OBTENCIÓN DE LOS COMPUESTOS RESPONSABLES DE LA 

INHIBICIÓN. 

 

Para estudiar los compuestos responsables de la inhibición se seleccionaron 

15 aislados en función del patrón de inhibición mostrado por el medio de cultivo, 

la fase acuosa y el extracto clorofórmico en placas multipocillo, incluyendo 

mohos de los 7 patrones descritos (véase apartado III.1.4). También se tuvo en 

cuenta la caracterización preliminar de los aislados (véase apartado III.1.3) dentro 

de cada uno de los patrones de inhibición. 

 

III.2.1. FRACCIONAMIENTO POR CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO 

IÓNICO. 

 

Tras incubar los 15 aislados seleccionados en MEB y PDB durante 15 días, 

los medios de cultivo se fraccionaron por cromatografía de intercambio iónico tal 

como se describe en el apartado II.2.2.1. 

 

De las dos columnas de sefarosa utilizadas con la que se obtuvo una mayor 

resolución fue con la de 5ml (HiTrapTM SP HP). La de mayor tamaño (HiLoadTM 

26/10 SP HP), aunque permite la inyección de mayor volumen de muestra, no 

produce una mejora en la resolución y sí alarga en exceso la duración de las 

carreras. Los resultados que se presentan a continuación fueron obtenidos con la 

columna HiTrapTM SP HP. 

 

Se obtuvieron 28 fracciones de cada uno de los medios MEB y PDB donde 

se incubaron los mohos seleccionados, así como de los medios de cultivo sin 

inocular (Figura III.10). En estas fracciones eluyeron los diferentes compuestos en 

función de su carga y se agruparon en fracciones obtenidas con baja, media y alta 

fuerza molar. 
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Figura III.10. Fraccionamiento del medio de cultivo PDB tras la incubación con el 

aislado RP42C a 25ºC durante 15 días.  indica el porcentaje de tampón acetato sódico 
0,02 M a pH 4,5, 1 M de NaCl.  representa la conductividad.  corresponde con la 
intensidad de la absorbancia.  indica las 28 fracciones obtenidas. 

 

III.2.2. SELECCIÓN DE FRACCIONES CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 

Para determinar dónde eluyeron los compuestos responsables de la 

inhibición, las diversas fracciones obtenidas por intercambio iónico se sometieron 

a un ensayo en placas multipocillo tal como se describe en el apartado II.2.1.4. 

Cada una de las 28 fracciones obtenidas de los 15 aislados seleccionados se 

ensayó individualmente frente a las 4 cepas de referencia que habían mostrado 

mayor capacidad de discriminación en las pruebas anteriores, al igual que las 

mismas fracciones obtenidas a partir de los medios de cultivo MEB y PDB 

incubados sin inocular. 

 

En la Tabla III.12 se recoge el incremento en la absorbancia tras 96 h de 

incubación producido por el desarrollo de cada moho de referencia (P. solitum 

Ps321, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332 y A. niger An261) en presencia 

de las fracciones obtenidas por cromatografía de intercambio iónico a partir de los 

mohos seleccionados. 

 RP42CPDBa001:1_UV  RP42CPDBa001:1_Cond  RP42CPDBa001:1_Conc  RP42CPDBa001:1_Fractions  RP42CPDBa001:1_UV@01,BASEM
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mAU
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A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 B12 B11 B10 B8 B7 B5 B4 B3 B2 B1 C1 C2 C3 C4 C5 C6 Waste

  576.08
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  640.69

  645.08

 RP42CPDBa001:1_UV  RP42CPDBa001:1_Cond  RP42CPDBa001:1_Conc  RP42CPDBa001:1_Fractions  RP42CPDBa001:1_UV@01,BASEM

   0

 500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

mAU

550 600 650 700 ml
A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 A11 A12 B12 B11 B10 B8 B7 B5 B4 B3 B2 B1 C1 C2 C3 C4 C5 C6 Waste

  576.08

  590.24

  600.88

  612.37

  640.69

  645.08
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Se detectó un menor desarrollo de P. solitum Ps321 y P. echinulatum Pe321 

al cultivar en presencia de las fracciones obtenidas a partir de PDB y MEB 

incubadas sin inocular respectivamente. Por otro lado, se detectó menor 

crecimiento de P. commune Pc332 en presencia de las fracciones eluídas con 

mayor fuerza molar independientemente del medio de cultivo del que se 

obtuvieron. Finalmente, no se detectaron diferencias significativas en el desarrollo 

de A. niger An261 ni con las fracciones de los medios de cultivo ni con las 

distintas concentraciones de NaCl. 

 

Por otra parte, se obtuvieron 258 fracciones que limitaban de manera 

significativa (p<0,05) el crecimiento de alguna cepa de referencia a partir de los 

15 mohos seleccionados. El aislado que mostró más fracciones activas fue DBI23 

fundamentalmente al ser incubado en MEB. A partir de los aislados BFE66, 

AMP61, AS51D y RP42C también se obtuvieron distintas fracciones activas, que 

eluyeron tanto a baja, como a media y alta fuerza molar. Generalmente mostraron 

mayor espectro de inhibición las fracciones de alta fuerza molar, obtenidas tanto 

de MEB como de PDB. Las fracciones eluídas con una fuerza molar media sólo 

resultaron activas frente a P. commune Pc332 y A. niger An261. Las fracciones de 

baja fuerza molar inhibieron en su mayoría el desarrollo de P. commune Pc332 y 

fundamentalmente al ser obtenidas a partir de PDB (Tabla III.12). 

 

De otros aislados como DBI11, CSI54 y CSII33 se obtuvieron 

principalmente de MEB las fracciones activas con una fuerza molar baja o media, 

que inhibieron fundamentalmente a P. commune Pc332 y A. niger An261 (Tabla 

III.12). 

 

Los mohos de los que se obtuvieron menor número de fracciones activas 

fueron RB41C, DBII22, DBII41, CBII57, AMB11, AB11C y Pg341 (Tabla 

III.12). 
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Las fracciones que produjeron mayor inhibición (p<0,001), cuya actividad 

se apreciaba a simple vista transcurridas tres semanas de incubación, están 

recogidas en la Tabla III.13. 

 

Tabla III.13. Fracciones más activas (p<0,001) obtenidas mediante cromatografía 
de intercambio iónico. 

 

FRACCIÓN AISLADO 
MEDIO de 

CULTIVO 
CEPA de REFERENCIA MÁS SENSIBLE 

A3, A5 ,A6 ,A7, A11, B4 DBI23 MEB P. solitum Ps321 

A4 BFE66 PDB P. commune Pc332 

A5 AS51D PDB P. commune Pc332 

A10, A11, A12 AS51D MEB P. commune Pc332 

B5 RP42C MEB/PDB P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. niger An261 

 

III.2.3. PURIFICACIÓN POR CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN EN GEL. 

 

Las fracciones más activas obtenidas por cromatografía de intercambio 

iónico se purificaron en columnas de filtración en gel. Con las columnas 

SuperdexTM 75 HR 10/30 y HiLoadTM 26/60 SuperdexTM 75 se obtuvo mejor 

resolución que con la SuperoseTM 12 10/300 GL. Concretamente la HiLoadTM 

26/60 SuperdexTM 75 además de permitir la inyección de un volumen mayor de 

muestra (hasta 13 ml) también soporta flujos más rápidos (hasta 4,4 ml/min), por 

lo que se utilizó para obtener todos los resultados que se muestran a continuación. 

 

Para determinar la actividad antifúngica de las diversas fracciones 

purificadas se sometieron a un ensayo en placas multipocillo tal como se describe 

en el apartado II.2.1.4. Cada una de las fracciones purificadas se ensayó 

individualmente frente a las cepas de referencia que habían mostrado sensibilidad 

a la fracción inicial obtenida por intercambio iónico. Se comparó el desarrollo de 

las cepas de referencia en presencia de cada fracción con el desarrollo mostrado 

cuando se incubaban con el tampón de elución (fosfato sódico 50 mM, 0,15 M de 

NaCl a pH 7). 
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FRACCIONES OBTENIDAS DE P. olsonii RP42C EN MEB Y PDB. 

 

A partir de la fracción B5 obtenida de P. olsonii RP42C tanto en MEB como 

en PDB se purificó por filtración en gel un único pico que eluyó 

aproximadamente a los 228 ml (Figura III.11), si bien la intensidad registrada en 

la fracción obtenida partir de MEB fue mayor (Figura III.11). Para evaluar la 

actividad antifúngica se seleccionó únicamente la fracción purificada del medio en 

el que mostró mayor concentración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura III.11. Cromatogramas de la fracción B5 obtenida de P. olsonii RP42C 

incubado en MEB y PDB. La flecha indica el pico seleccionado para los ensayos de 
inhibición en placas multipocillo. 

 

Dada la actividad que había mostrado la fracción B5 obtenida de P. olsonii 

RP42C, para los ensayos de inhibición en placas multipocillo se utilizaron como 

referencia las cepas de P. solitum Ps321, P. echinulatum Pe321, P. commune 

Pc332 y A. niger An261. 
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La fracción purificada redujo significativamente (p<0,001) el crecimiento 

tanto de P. solitum Ps321 como de P. echinulatum Pe321 durante las 72 h de 

incubación (Tabla III.14). El desarrollo de P. commune Pc332 y A. niger An261 

apenas mostró diferencias significativas en las primeras 48 h de incubación. No 

obstante, a las 72 h de incubación también se redujo significativamente (p<0,001) 

el crecimiento de estas cepas en presencia de la fracción purificada (Tabla III.14). 

 

Tabla III.14. Incrementos en la absorbancia por el cultivo de las cepas de referencia 
en presencia de la fracción purificada por filtración en gel a partir de la fracción activa 
obtenida de P. olsonii RP42C incubado en MEB. 

 
 TIEMPO DE INCUBACIÓN Cepa de 

referencia 
Fracciones 

activas 
Fracciones 
purificados  24 h 48 h 72 h 

B5 B5.1  0,05 ± 0+++ a 0,13 ± 0,007+++ 0,26 ± 0,028+++ P. solitum 
Ps321 CONTROL  0,12 ± 0,002 0,38 ± 0,035 1,64 ± 0,087 

B5 B5.1  0,08 ± 0,001+++ 0,25 ± 0,012++ 0,44 ± 0,012+++ P. echinulatum 
Pe321 CONTROL  0,13 ± 0,005 0,47 ± 0,066 1,08 ± 0,043 

B5 B5.1  0,07 ± 0,004+ 0,25 ± 0,031 0,41 ± 0,037 +++ P. commune 
Pc332 CONTROL  0,09 ± 0,004 0,28 ± 0,074 1,67 ± 0,155 

B5 B5.1  0,04 ± 0 0,12 ± 0,009 0,25 ± 0,029+++ A. niger 
An261 CONTROL  0,03 ± 0,043 0,32 ± 0,133 1,56 ± 0,116 

 
a Los superíndices indican diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ 

(p<0,001) con respecto al crecimiento de las cepas de referencia en el control con tampón 
de elución. 
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FRACCIONES OBTENIDAS DE P. chrysogenum AS51D EN MEB Y PDB. 

 

A partir de la fracción A5 obtenida de P. chrysogenum AS51D en PDB se 

obtuvo un único pico (A5.1) a los 208 ml de elución (Figura III.12). De la 

fracción A11 obtenida en MEB se obtuvieron 2 picos a los 152 (A11.1) y 174 

(A11.2) ml de elución respectivamente (Figura III.12). Las fracciones A10 y A12 

obtenidas en MEB se descartaron ya que formaban parte del mismo pico que la 

A11, pero con menor concentración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura III.12. Cromatogramas de las fracciones A5 y A11 obtenidas de P. 

chrysogenum AS51D incubado en PDB y MEB respectivamente. Las flechas indican los 
picos seleccionados para los ensayos de inhibición en placas multipocillo. 

 

El ensayo para determinar la actividad inhibidora de la única fracción 

purificada a partir de la fracción de obtenida por intercambio iónico A5 reveló que 

no producía una inhibición significativa del crecimiento de P. commune Pc332 en 

placas multipocillo (Tabla III.15). 

 

 A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 : 1 _ U V  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ C o n d  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ C o n c  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ F ra ct io n s

   0

 5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

m A U

  0  5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 m l
A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 A 7 A 8 A9 A 1 1 B 1 2 B 1 0 B 8 B 7 B 6 B 5 B 4 B 3 B 2 B 1 C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 1 1 D 1 2 D 1 0 D 8 D 7 D 6 D 5 D 4 D 3 D 2 D 1 E 1 E 2 E 3 E 4 E 5 E 6 E 7 E 8 E 9 E 1 1 F 1 2 F 1 0 F 9

  0 . 0 0
  4 4 . 6 8   1 1 6 .8 7   1 3 7 . 7 7

  1 5 6 . 6 4
  2 0 8 . 0 3

  2 5 5 .1 4

  2 8 4 . 1 5

A5

 A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 : 1 _ U V  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ C o n d  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ C o n c  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ F ra ct io n s
 A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 : 1 _ U V @ 0 1 , B A S E M

  0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

m A U

  0  5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 m l
A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 A 7 A 8 A 9 A 1 1 B 1 2 B 1 0 B8 B 7 B 6 B 5 B 4 B 3 B 2 B 1 C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 1 1 D 1 2 D 1 0 D 8 D 7 D 6 D 5 D 4 D 3 D 2 D 1 E 1 E 2 E 3 E 4 E 5 E 6 E 7 E 8 E 9 E 1 1 F 1 2 F1 0 F 9

  0 . 6 6
  5 8 . 5 4   7 5 . 4 5   9 8 .3 1   1 1 3 . 7 0

  1 3 4 .9 3

  1 5 2 . 4 7

  1 7 4 . 1 7

  1 9 6 . 8 6
  2 3 2 . 2 1

  2 6 1 .6 1

  2 8 9 .9 6

A11

 A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 : 1 _ U V  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ C o n d  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ C o n c  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ F ra ct io n s

   0

 5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

m A U

  0  5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 m l
A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 A 7 A 8 A9 A 1 1 B 1 2 B 1 0 B 8 B 7 B 6 B 5 B 4 B 3 B 2 B 1 C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 1 1 D 1 2 D 1 0 D 8 D 7 D 6 D 5 D 4 D 3 D 2 D 1 E 1 E 2 E 3 E 4 E 5 E 6 E 7 E 8 E 9 E 1 1 F 1 2 F 1 0 F 9

  0 . 0 0
  4 4 . 6 8   1 1 6 .8 7   1 3 7 . 7 7

  1 5 6 . 6 4
  2 0 8 . 0 3

  2 5 5 .1 4

  2 8 4 . 1 5

A5

 A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 : 1 _ U V  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ C o n d  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ C o n c  A 5 A S 5 1 D P D B 0 0 1 :1 _ F ra ct io n s

   0

 5 0 0

1 0 0 0

1 5 0 0

2 0 0 0

m A U

  0  5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 m l
A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 A 7 A 8 A9 A 1 1 B 1 2 B 1 0 B 8 B 7 B 6 B 5 B 4 B 3 B 2 B 1 C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 1 1 D 1 2 D 1 0 D 8 D 7 D 6 D 5 D 4 D 3 D 2 D 1 E 1 E 2 E 3 E 4 E 5 E 6 E 7 E 8 E 9 E 1 1 F 1 2 F 1 0 F 9

  0 . 0 0
  4 4 . 6 8   1 1 6 .8 7   1 3 7 . 7 7

  1 5 6 . 6 4
  2 0 8 . 0 3

  2 5 5 .1 4

  2 8 4 . 1 5

A5

 A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 : 1 _ U V  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ C o n d  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ C o n c  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ F ra ct io n s
 A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 : 1 _ U V @ 0 1 , B A S E M

  0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

m A U

  0  5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 m l
A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 A 7 A 8 A 9 A 1 1 B 1 2 B 1 0 B8 B 7 B 6 B 5 B 4 B 3 B 2 B 1 C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 1 1 D 1 2 D 1 0 D 8 D 7 D 6 D 5 D 4 D 3 D 2 D 1 E 1 E 2 E 3 E 4 E 5 E 6 E 7 E 8 E 9 E 1 1 F 1 2 F1 0 F 9

  0 . 6 6
  5 8 . 5 4   7 5 . 4 5   9 8 .3 1   1 1 3 . 7 0

  1 3 4 .9 3

  1 5 2 . 4 7

  1 7 4 . 1 7

  1 9 6 . 8 6
  2 3 2 . 2 1

  2 6 1 .6 1

  2 8 9 .9 6

A11

 A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 : 1 _ U V  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ C o n d  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ C o n c  A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 :1 _ F ra ct io n s
 A 1 1 A S 5 1 D M E B 0 0 1 : 1 _ U V @ 0 1 , B A S E M

  0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

m A U

  0  5 0 1 0 0 1 5 0 2 0 0 2 5 0 3 0 0 m l
A 1 A 2 A 3 A 4 A 5 A 6 A 7 A 8 A 9 A 1 1 B 1 2 B 1 0 B8 B 7 B 6 B 5 B 4 B 3 B 2 B 1 C 1 C 2 C 3 C 4 C 5 C 6 C 7 C 8 C 9 C 1 1 D 1 2 D 1 0 D 8 D 7 D 6 D 5 D 4 D 3 D 2 D 1 E 1 E 2 E 3 E 4 E 5 E 6 E 7 E 8 E 9 E 1 1 F 1 2 F1 0 F 9

  0 . 6 6
  5 8 . 5 4   7 5 . 4 5   9 8 .3 1   1 1 3 . 7 0

  1 3 4 .9 3

  1 5 2 . 4 7

  1 7 4 . 1 7

  1 9 6 . 8 6
  2 3 2 . 2 1

  2 6 1 .6 1

  2 8 9 .9 6

A11



RESULTADOS 

 128

Tabla III.15. Incrementos en la absorbancia por el cultivo de P. commune Pc332 en 
presencia de la fracción purificada por filtración en gel a partir de la fracción activa 
obtenida de P. chrysogenum AS51D incubado en PDB. 

 

 TIEMPO DE INCUBACIÓN Fracciones 
activas 

Fracciones 
purificados  24 h 48 h 72 h 

A5 A5.1  0,32 ± 0,001 1,28 ± 0,016 1,39 ± 0,013 

CONTROL  0,12 ± 0,002 0,43 ± 0,079 1,25 ± 0,329 

 

Por el contrario, la fracción con el pico de mayor tamaño (A11.1) purificada 

a partir de la fracción A11 obtenida en MEB produjo una inhibición significativa 

(p<0,01) del crecimiento de P. commune Pc332 a las 72 h de incubación (Tabla 

III.13). También se observaron diferencias, aunque menos marcadas (p<0,05), al 

incubar con la fracción A11.2 que eluyó a los 174 ml (Tabla III.16). 

 

Tabla III.16. Incrementos en la absorbancia por el cultivo de P. commune Pc332 en 
presencia de las fracciones purificadas por filtración en gel a partir de la fracción activa 
obtenida de P. chrysogenum AS51D incubado en MEB. 

 
 TIEMPO DE INCUBACIÓN Fracciones 

activas 
Fracciones 
purificados  24 h 48 h 72 h 

A11.1  0,08 ± 0,001 0,22 ± 0,006 0,48 ± 0,04++ A11 
A11.2  0,07 ± 0,005++ a 0,26 ± 0,051  1,21 ± 0,266+ 

CONTROL  0,09 ± 0,004 0,28 ± 0,074 1,67 ± 0,155 

 
a Los superíndices indican diferencias significativas + (p<0,05) y ++ (p<0,01) con 

respecto al crecimiento de P. commune Pc332 en el control con tampón de elución. 
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FRACCIONES OBTENIDAS DE P. nalgiovense BFE66 EN PDB. 

 

A partir de la fracción A4 obtenida de P. nalgiovense BFE66 incubado en 

PDB se detectaron por filtración en gel 4 picos a los 123 (A4.1), 171 (A4.2), 197 

(A4.3) y 211 ml (A4.4) de elución (Figura III.13). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura III.13. Cromatograma de la fracción A4 obtenida de P. nalgiovense BFE66 

incubado en PDB. Las flechas indican los picos seleccionados para los ensayos de 
inhibición en placas multipocillo. 

 

En los ensayos realizados en placas multipocillo sólo produjo una inhibición 

significativa del crecimiento de P. commune Pc332 la fracción obtenida a los 123 

ml de elución (A4.1), tanto a las 48 (p<0,05) como a las 72 h de incubación 

(p<0,001; Tabla III.17). 

 

Tabla III.17. Incrementos en la absorbancia por el cultivo de P. commune Pc332 en 
presencia de las fracciones purificadas por filtración en gel a partir de la fracción activa 
obtenida de P. nalgiovense BFE66 incubado en PDB. 

 
 TIEMPO DE INCUBACIÓN Fracciones 

activas 
Fracciones 
purificados  24 h 48 h 72 h 

A4.1  0,10 ± 0,008 0,3 ± 0,027+ a 0,47 ± 0,05+++ 
A4.2  0,47 ± 0,039 1,32 ± 0,018  1,38 ± 0,029 
A4.3  0,19 ± 0,009 1,17 ± 0,02 1,35 ± 0,027 

A4 

A4.4  0,15 ± 0,004 1,18 ± 0,049 1,38 ± 0,043 

CONTROL 
 

0,12 ± 0,002 0,43 ± 0,079 1,25 ± 0,329 

 
a Los superíndices indican diferencias significativas + (p<0,05) y +++ (p<0,001) con 

respecto al crecimiento de P. commune Pc332 en el control con tampón de elución. 
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FRACCIONES OBTENIDAS DE P. viridicatum DBI23 EN MEB. 

 

A partir de P. viridicatum DBI23 se seleccionaron las fracciones A3, A6, 

A11 y B4, ya que A5 y A7 formaban parte del mismo pico que la A6, pero con 

menor concentración. De cada una de las fracciones A3, A6 y B4 obtenidas en 

MEB sólo se obtuvo un pico con absorbancia a 214 nm que eluyó a los 228 

(A3.1), 193 (A6.1) y 230 (B4.1) ml respectivamente (Figura III.14). En la fracción 

A11 se registraron dos picos a los 151 (A11.1) y 197 (A11.2) ml (Figura III.14). 

 

Ninguna de las fracciones obtenidas produjo una inhibición significativa del 

crecimiento de P. solitum Ps321 a las 72 h de incubación (Tabla III.18).  

 

Tabla III.18. Incrementos en la absorbancia por el cultivo de P. solitum Ps321 en 
presencia de las fracciones purificadas por filtración en gel a partir de las fracciones 
activas obtenidas de P. viridicatum DBI23 incubado en MEB. 

 
 TIEMPO DE INCUBACIÓN Fracciones 

activas 
Fracciones 
purificados  24 h 48 h 72 h 

A3 A3.1  0,11 ± 0,020 0,33 ± 0,071 1,59 ± 0,119 
A6 A6.1  0,08 ± 0,004++ a 0,27 ± 0,016+ 1,53 ± 0,021 

A11.1  0,09  ± 0,009 0,35 ± 0,050 1,29 ± 0,184 A11 A11.2  0,12 ± 0,012 0,48 ± 0,009 1,45 ± 0,458 
B4 B4.1  0,09 ± 0,00+ 0,26 ± 0,012+ 1,46 ± 0,128 

CONTROL  0,12 ± 0,002 0,38 ± 0,035 1,64 ± 0,087 

 
a Los superíndices indican diferencias significativas + (p<0,05) y ++ (p<0,01) con 

respecto al crecimiento de P. solitum Ps321 en el control con tampón de elución. 
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Figura III.14. Cromatogramas de las fracciones A3, A6, A11 y B4 obtenidas de P. 

viridicatum DBI23 incubado en MEB. Las flechas indican los picos seleccionados para 
los ensayos de inhibición en placas multipocillo. 
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III.2.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA. 

 

Las fracciones purificadas mediante cromatografía de filtración en gel que 

mostraron mayor actividad frente a las cepas de referencia en los ensayos 

realizados en placas multipocillo se analizaron por electroforesis en gel de 

poliacrilamida (Figura III.15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.15. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) al 12% de las 

fracciones activas purificadas por cromatografía de filtración en gel. Línea 1: marcador de 
pesos moleculares, línea 2: fracción B5.1 obtenida de P. olsonii RP42C (2 μl/pocillo), 
línea 3: fracción A11.1 obtenida de P. chrysogenum AS51D (20 μl/pocillo), línea 4: 
fracción A4.1 obtenida de P. nalgiovense BFE66 (20 μl/pocillo). 

 

A partir de las fracciones B5.1 y A11.1 se obtuvo una única banda, mientras 

que la fracción A4.1 reveló 3 bandas diferentes (Figura III.15). También se 

observaron importantes diferencias en la intensidad de las bandas en el gel de 

poliacrilamida, siendo muy superior la correspondiente a la fracción B5.1 de P. 

olsonii RP42C que en las restantes. 

 

En la Tabla III.19 se presentan los pesos moleculares estimados para las 

diferentes bandas obtenidas por electroforesis en gel de poliacrilamida. 
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Tabla III.19. Pesos moleculares estimados de las bandas obtenidas mediante 
PAGE-SDS a partir de las fracciones activas purificadas por cromatografía de filtración 
en gel. 

 
Fracciones 

activas 
Bandas 

obtenidas  Peso molecular (Da) 

B5.1 1  9067 

A11.1 1  37667 
1  74925 
2  69150 A4.1 
3  62325 

 

III.3. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE INCUBACIÓN DE P. olsonii 

RP42C EN LA PRODUCCIÓN DE LA PROTEÍNA ANTIFÚNGICA. 

 

De las tres fracciones purificadas mediante filtración en gel con actividad 

antifúngica se seleccionó la producida por P. olsonii RP42C en MEB, debido en 

primer lugar al mayor espectro de inhibición mostrado frente a las cepas de 

referencia ensayadas y en segundo, a su menor peso molecular. 

 

III.3.1. PRODUCCIÓN EN FUNCIÓN DEL TIEMPO. 

 

La concentración de la proteína producida por P. olsonii RP42C en MEB a 

pH 4,5 a 25ºC, alcanza un nivel detectable en una semana de incubación y 

aumenta conforme se incrementa el tiempo de incubación hasta las tres semanas 

(Figura III.16). 
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Figura III.16. Nivel de péptido producido por P. olsonii RP42C a la semana (A), 

dos semanas (B) y tres semanas (C) de incubación en MEB a 25ºC. 
 

La concentración de la proteína producida se estimó en función de la 

concentración de nitrógeno del compuesto purificado (véase apartado II.2.3.3). 

 

A las dos semanas de incubación se duplica aproximadamente la 

concentración de la proteína con respecto a la obtenida a la semana de incubación 

(Tabla III.20). Al aumentar una semana más el periodo de incubación no se 

obtiene un incremento proporcional de la concentración del compuesto 

antifúngico (Tabla III.20). 

 

Tabla III.20. Concentración del compuesto antifúngico purificado (μg N/ml) 
producido por P. olsonii RP42C según el tiempo de incubación. 

 
TIEMPO de INCUBACIÓN  μg N/ml 

1 semana  54 
2 semanas  118 
3 semanas  130 
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III.3.2. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA, PH Y ACTIVIDAD DEL 

AGUA. 

 

P. olsonii RP42C se desarrolló en todas las combinaciones de condiciones 

ensayadas a valores de aw de 0,99 y 0,96, excepto en este último caso al incubar a 

pH 4,5 a temperaturas de 15 y 30ºC (Tabla III.21).  

 

Aunque en general se produjo un mayor crecimiento del moho al incubar a 

aw de 0,96 (Tabla III.21), en ningún caso se detectó por cromatografía de 

filtración en gel el pico correspondiente a la proteína antifúngica. Por el contrario, 

sí pudo purificarse dicho compuesto a partir de los medios de cultivo con aw 0,99 

y pHs 4,5, 5,5 y 6,5, en los que se incubó el moho durante 15 días a temperaturas 

de 15, 20, 25 y 30ºC (Tabla III.21). 

 

La concentración de la proteína purificada obtenida fue similar en todos los 

casos, aunque generalmente se detectaron concentraciones más altas al incubar el 

microorganismo a pH 4,5 (Tabla III.21). 
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Tabla III.21. Efecto de las condiciones de incubación en el crecimiento de P. 
olsonii RP42C y en la producción de la proteína antifúngica a los 15 días de incubación. 

 
CONDICIONES de INCUBACIÓN   PROTEÍNA PURIFICADA  

Aw pH Tª  

PESO (gr) 

MICELIO  

Tiempo de 

Retención 

(ml) 

Área 

(mAU/ml) 

Absorbancia 

máxima 

(mAU) 

 
μgN/ml 

4,5  0,7104  228,05 9700 2052  69 
5,5  1,2252  227,48 4418 967  46 0,99 

6,5 

15º 

 0,742  227,58 4603 1026  50 

4,5  1,3257  227,67 6633 1425  59 
5,5  1,3472  227,61 8935 1917  63 0,99 

6,5 

20º 

 1,177  227,94 6299 1332  51 

4,5  1,2683  227,7 6278 1357  74 
5,5  1,301  227,74 6442 1493  58 0,99 

6,5 

25º 

 1,2115  227,46 4582 979  50 

4,5  1,4455  227,68 7799 1690  68 
5,5  1,4393  228,27 2802 650  41 0,99 

6,5 

30º 

 1,3169  228,52 2150 466  43 

4,5  - a       

5,5  0,8961  nd b     0,96 

6,5 

15º 

 1,2492  nd     

4,5  3,3923  nd     

5,5  3,9864  nd     0,96 

6,5 

20º 

 3,5103  nd     

4,5  2,751  nd     

5,5  4,7214  nd     0,96 

6,5 

25º 

 3,974  nd     

4,5  -       

5,5  3,6509  nd     0,96 

6,5 

30º 

 4,1463  nd     

 
a -: no se detecta crecimiento de P. olsonii RP42C. 
b nd: no se detecta el pico correspondiente a la proteína antifúngica purificada 

mediante cromatografía de filtración en gel. 
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III.4. CARACTERIZACIÓN DE LA PROTEÍNA CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA 

PRODUCIDA POR P. olsonii RP42C. 

 

III.4.1. ANÁLISIS DE LA PROTEÍNA MEDIANTE ELECTROFORESIS 

CAPILAR EN ZONA. 

 

La proteína producida por P. olsonii RP42C, una vez purificada por 

cromatografía de filtración en gel, se analizó mediante electroforesis capilar en 

zona para obtener el espectro de absorbancia de 190 a 300 nm (véase apartado 

II.2.4.1). 

 

A las tres longitudes de onda analizadas se detectó un único pico con un 

tiempo de retención de 9,1 min (Figura III.17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.17. Electroferogramas de la proteína antifúngica obtenidos por 

electroforesis capilar en zona a longitudes de onda de 214 (A), 254 (B) y 280 nm (C), y 
espectro de absorbancia de 190 a 300 nm (D). 
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Tabla III.22. Absorbancia de la proteína antifúngica a diferentes longitudes de onda 
recogidas en el análisis por electroforesis capilar en zona. 

 
LONGITUD DE 

ONDA 
 

MIGRACIÓN (min)  ABSORBANCIA 
(mAU) 

214 nm  9,1  22.911 
254 nm  9,1  13.071 
280 nm  9,1  11.716 

 

El espectro de la proteína en tampón de carrera mostró un aumento continuo 

de absorbancia al aproximarse a los 190 nm (Figura III.17). 

 

III.4.2. ANÁLISIS DE LA PROTEÍNA MEDIANTE ELECTROFORESIS 

CAPILAR DE ISOELECTROENFOQUE. 

 

Para determinar el punto isoeléctrico de la proteína antifúngica se realizó un 

análisis mediante electroforesis capilar de isoelectroenfoque (véase apartado 

II.2.4.2). Se utilizó un patrón comercial constituido por una mezcla de péptido 

CCK, β-lactoglobulina, anhidrasa carbónica II y ribonucleasa A, con puntos 

isoeléctricos de 2,75, 5,1, 5,9 y 9,45 respectivamente (Figura III.18). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.18. Electroferograma de la proteína antifúngica junto al patrón comercial 

a 280 nm obtenido mediante electroforesis capilar de isoelectroenfoque. 
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Se calculó la ecuación de la recta con los puntos isoeléctricos y la migración 

de las proteínas patrón, de la que se extrapoló el punto isoeléctrico de la proteína 

antifúngica (Tabla III.23). 

 

Tabla III.23. Datos utilizados para la estimación del punto isoeléctrico de la 
proteína con actividad antifúngica. 

 

PROTEÍNA  PUNTO 
ISOELÉCTRICO  MIGRACIÓN (min) 

Ribonucleasa A  9,45  11,5 
Anhidrasa carbónica II  5,9  18 

β-lactoglobulina  5,1  9 
Péptido CCK  2,75  24,5 

Proteína antifúngica  -  11,7 
 

El punto isoeléctrico estimado para la proteína con actividad antifúngica 

producida por P. olsonii RP42C es 9,22. 

 

III.4.3. ANÁLISIS DE LA PROTEÍNA MEDIANTE HPLC-UV. 

 

De forma previa al análisis mediante espectrometría de masas, la fracción 

activa obtenida por cromatografía de filtración en gel se analizó mediante HPLC-

UV para confirmar su pureza, detectándose a 214 nm de longitud de onda un 

único pico a los 60,30 min de carrera (Figura III.19). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.19. Cromatografía 
líquida de alta resolución en 
columna de fase reversa de la 
fracción activa obtenida por 
cromatografía de filtración en 
gel a partir de P. olsonii 
RP42C. 
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III.4.4. ANÁLISIS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA DE MASAS. 

 

Para caracterizar la proteína activa en cuanto a su pureza y peso molecular, 

la fracción purificada en columnas de filtración en gel se envió para su análisis a 

laboratorios especializados en espectrometría de masas para proteínas. 

 

ANÁLISIS POR MALDI-TOF. 

 

En el espectro obtenido mediante el análisis por espectrometría de masas 

con desorción/ionización mediante láser asistida por matriz asociada a un 

analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF), se puede observar un pico de 

mayor intensidad a 6488 Da, otro mucho más pequeño a 3242 Da, que es 

aproximadamente la mitad de éste, y un pico aun menor a 12980 Da, que es el 

doble y el cuádruple respectivamente de los otros dos (Figura III.20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.20. Espectro MALDI-TOF de la proteína antifúngica obtenido en el 

Instituto de Investigaciones Químicas y Ambientales del CSIC, Barcelona. 
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En el Laboratorio de Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología del 

CSIC en Madrid, se realizó una digestión de la proteína antifúngica con tripsina 

de forma previa al análisis por MALDI-TOF. Los espectros de fragmentación 

obtenidos no resultaron ser lo suficientemente buenos para su análisis por 

MALDI-TOF y posterior búsqueda en bases de datos. No obstante, las diferentes 

masas que se consiguieron detectar parecían tener el mismo extremo: Thr-Leu-

Thr-Pro-Val. Puesto que el paso previo al análisis fue la digestión con tripsina y 

ésta corta detrás de arginina o lisina, el extremo de cinco aminoácidos común a 

todas las masas detectadas tras la digestión debe corresponder al extremo 

carboxilo terminal de la proteína, ya que si no fuera así su último residuo debería 

ser tripsina o lisina. 

 

ANÁLISIS POR SELDI-TOF. 

 

Los espectros obtenidos mediante el análisis por espectrometría de masas 

con desorción/ionización mediante láser intensificada por superficie asociada a un 

analizador de tiempo de vuelo (SELDI-TOF) con las dos matrices utilizadas 

(CHCA y SPA) son muy similares (Figura III.21). Se observan picos cuyas masas 

están relacionadas entre sí una cantidad fija que parece estar alrededor de 3250.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.21. Espectros obtenidos con las matrices CHCA y SPA (Laboratorio de 

Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología del CSIC, Madrid). 
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III.4.5. DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS N-

TERMINAL DE LA PROTEÍNA. 

 

Para la determinación de la secuencia de aminoácidos del extremo N-

terminal de la proteína, ésta se transfirió de un gel de poliacrilamida a una 

membrana de PVDF y se tiñó con azul de Comassie (Figura III.22). Las bandas se 

secuenciaron por degradación de Edman en la Plataforma de Proteómica de los 

Servicios Científico-Técnicos de la Universidad de Barcelona. Se obtuvieron los 

primeros 12 aminoácidos: 

 

Leu-Ser-Leu-Phe-Gly-Gly-Glu-Lys-Ser-Leu-Lys-His 

(LSLFGGEKSLKH) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.22. Proteína activa (2 μl/banda) de P. olsonii RP42C transferida a la 

membrana de PVDF y teñida con azul de Comassie. 
 

Posteriormente se realizó una búsqueda de homología por BLAST (Altschul 

y col., 1990), pero no se encontró homología completa con esta secuencia. 
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III.4.6. CARACTERIZACIÓN DEL ESPECTRO DE INHIBICIÓN DE LA 

PROTEÍNA EN PLACAS MULTIPOCILLO. 

 

Para evaluar el espectro de inhibición y la concentración mínima activa de la 

proteína purificada se ensayaron diferentes concentraciones de la proteína (60 a 

0,47 μgN/ml) frente a 14 cepas de referencia (véase Tabla II.4) cultivándolas en 

placas multipocillo (véase apartado II.2.1.4). 

 

En la Tabla III.24 se detallan los resultados obtenidos al comparar el 

crecimiento de cada cepa de referencia en ausencia de la proteína con el desarrollo 

de las mismas en presencia de diferentes concentraciones de la proteína activa (60 

a 0,47 μgN/ml). El estudio estadístico se realizó con los incrementos en la 

absorbancia registrados cada 24 h a lo largo de 96 h. 

 

Los resultados revelaron diferentes patrones de sensibilidad por parte de las 

cepas de referencia en función tanto de la concentración de proteína ensayada 

como del tiempo de incubación. Concretamente, en algunos casos la actividad de 

la proteína no se apreció hasta el final del periodo de incubación, y en otros, el 

tiempo de incubación derivó en la pérdida de dicha actividad (Tabla III.24). 

 

La proteína resultó muy activa (p<0,001) frente a las cepas de A. niger 

An261 y A. flavus Af2687 prácticamente a todas las concentraciones ensayadas y 

a lo largo de todo el periodo de incubación. En el caso de P. chrysogenum Pg222 

se observó un efecto similar, aunque a concentraciones inferiores a 30 μgN/ml las 

diferencias significativas (p<0,001) sólo se apreciaron a partir de las 48 h de 

incubación (Tabla III.24). 

 

En el caso de P. solitum Ps321 y P. griseofulvum Pg2919, se apreciaron 

diferencias significativas (p<0,001) a lo largo de las 96 h de incubación excepto a 

concentraciones de proteína de 0,47y 0,94 μgN/ml respectivamente (Tabla III.24).  



RESULTADOS 

 144

La proteína también resultó activa frente a A. versicolor Av2664, A. 

parasiticus Ap2682 y P. echinulatum Pe321 (p<0,001), aunque el efecto se fue 

perdiendo por una parte conforme aumentaba el tiempo de incubación, y por otra 

conforme disminuía la concentración de proteína ensayada (Tabla III.24). 

 

Por otro lado, las cepas de P. commune Pc332, P. restrictum Pr341 y P. 

nalgiovense Pj261, resultaron muy sensibles (p<0,001) a todas las 

concentraciones de proteína ensayadas, si bien el efecto sólo se observó a partir de 

las 48 h de incubación, o de las 72 h en el caso de P. nalgiovense Pj261 (Tabla 

III.24). 

 

Finalmente, apenas se observaron diferencias significativas en el desarrollo 

de P. commune Pc131, P. polonicum Pp51 y P. aurantiogriseum Pa2918 a las 

concentraciones de proteína ensayadas, salvo un crecimiento ligeramente menor a 

las 72 h de incubación con las concentraciones de proteína más altas (Tabla 

III.24). 
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Tabla III.24. Efecto de diferentes concentraciones de la proteína producida por P. 
olsonii RP42C sobre el crecimiento de las cepas de referencia. 

 
 CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA (μgN/ml) 

 

Tiempo 

incubac. 60 30 15 7,5 3,75 1,88 0,94 0,47 

24 h ++ a +++ ++ - b - - - - 

48 h ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - 

72 h ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ + 
Pe321 

96 h + + ++ ++ + ++ ++ - 

24 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - 

48 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

72 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ 
Ps321 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 

24 h - ++ - - - - - - 

48 h - - + + + + + + 

72 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
Pc332 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

24 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - 

48 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

72 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
An261 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

24 h - +++ +++ ++ +++ ++ + - 

48 h - - - - + + - - 

72 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
Pr341 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

24 h - - - - - - - - 

48 h - - - - - - - - 

72 h + ++ ++ ++ + - - - 
Pc131 

96 h - - - - - - - - 

24 h - - - - - - - - 

48 h - - - - - - - - 

72 h - - - - - - - - 
Pp51 

96 h - - - - - - - - 

 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla III.24 (continuación). Efecto de diferentes concentraciones de la proteína 
producida por P. olsonii RP42C sobre el crecimiento de las cepas de referencia. 

 
 CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA (μgN/ml) 

 

Tiempo 

incubac. 60 30 15 7,5 3,75 1,88 0,94 0,47 

24 h +++ a +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

48 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

72 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
Af2687 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

24 h +++ +++ +++ +++ +++ ++ - b - 

48 h +++ +++ +++ +++ +++ ++ - - 

72 h +++ +++ +++ +++ +++ ++ - - 
Pg2919 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - 

24 h +++ +++ +++ ++ + - - - 

48 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + 

72 h +++ +++ ++ + + - - - 
Av2664 

96 h +++ +++ + + - - - - 

24 h - - - - - - - - 

48 h - - - - - - - - 

72 h ++ ++ + + - - - - 
Pa2918 

96 h - - - - - - - - 

24 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ + - 

48 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ - 

72 h ++ +++ +++ ++ + - - - 
Ap2682 

96 h - ++ ++ + - - - - 

24 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + 

48 h +++ +++ ++ + + ++ ++ + 

72 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 
Pg222 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

24 h - +++ +++ ++ +++ ++ + + 

48 h - - - - - - - - 

72 h - ++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ 
Pj261 

96 h +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

 
a diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
b - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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III.4.7. CARACTERIZACIÓN DEL ESPECTRO DE INHIBICIÓN DE LA 

PROTEÍNA EN MEDIO SÓLIDO. 

 

El extracto purificado inhibió el desarrollo de P. commune Pc332, A. niger 

An261, A. flavus Af2687, A. versicolor Av2664 y P. chrysogenum Pg222 en 

placas de agar (Figura III.23). Sin embargo, en las placas inoculadas con P. 

commune Pc131 y P. aurantiogriseum Pa2918 no se observaron cambios. 

 

Tras 72 h de incubación desaparece el halo de inhibición de la placa 

inoculada con A. niger An261, y tras 9 días el de la placa inoculada con P. 

commune Pc332. Por el contrario, en el caso de las placas inoculadas con A. flavus 

Af2687, A. versicolor Av2664 y P. chrysogenum Pg222, los halos permanecen 

visibles incluso después de 17 días. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.23. Halos de inhibición producidos por la proteína purificada (130 μg de 

N/ml) en placas inoculadas con P. commune Pc332 (A), A. niger An261 (B), A. flavus 
Af2687 (C), A. versicolor Av2664 (D), P. chrysogenum Pg222 (E) y P. commune Pc131 
(F) tras 48 h de incubación. 
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III.4.8. DETERMINACIÓN DE LA SENSIBILIDAD DE LA PROTEÍNA AL 

TRATAMIENTO CON DIFERENTES ENZIMAS. 

 

Para evaluar la sensibilidad de la proteína activa frente a distintos enzimas, 

se llevó a cabo un ensayo de inhibición en placas multipocillo con algunas de las 

cepas de referencia (véase apartado II.2.4.7), que se seleccionaron en función de 

los resultados obtenidos al caracterizar la actividad inhibidora (véase apartado 

III.4.5). Se utilizaron las cepas de A. niger An261 y A. flavus Af2687 porque 

fueron las que mostraron mayor sensibilidad a todas las concentraciones de 

proteína ensayadas y a lo largo de todo el periodo de incubación (Tabla III.24). 

También se seleccionó P. restrictum Pr341, que resultó sensible a todas las 

concentraciones de proteína, aunque el efecto sólo se observó a partir de las 48 h 

de incubación (Tabla III.24). Además, se utilizó la cepa de P. griseofulvum 

Pg2919, que redujo su crecimiento a lo largo de las 96 h de incubación pero sólo 

en presencia de concentraciones de proteína superiores a 0,94 μgN/ml (Tabla 

III.24). 

 

En primer lugar se comprobó que ni los tampones ni los enzimas ensayados 

modificaban el crecimiento de los mohos indicadores de la inhibición de manera 

significativa. Sólo en el caso de la lisozima se produjo un retraso (p<0,05) en el 

crecimiento de P. restrictum a las 96 h de incubación (Figura III.24). 
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Figura III.24. Crecimiento de los mohos indicadores en presencia de los diferentes 

enzimas utilizados y sin enzimas ni proteína antifúngica (en tampón SP) a las 96 h de 
incubación. 

 

Por el contrario, las diferentes concentraciones de proteína ensayadas 

redujeron significativamente (p<0,05) el crecimiento de las diferentes cepas de 

referencia (Figura III.25). 

 

El extracto purificado se trató primero con enzimas de actividad diversa en 

las condiciones de pH y temperatura óptimas para cada enzima, y posteriormente 

se evaluó la actividad inhibidora en las placas multipocillo (véase apartado 

II.2.4.7).  
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Figura III.25. Crecimiento de A. flavus Af2687 (A), A. niger An261 (B), P. 

griseofulvum Pg2919 (C) y P. restrictum Pr341 (D) en presencia de diferentes 
concentraciones de la proteína antifúngica (25 μgN/ml a 0 μgN/ml) a lo largo de 96 h de 
incubación. 

 

En la Tabla III.25 se detalla el efecto del tratamiento con diferentes enzimas 

en la actividad inhibidora de distintas concentraciones de la proteína antifúngica 

(25 μgN/ml a 1,56 μgN/ml) frente a A. flavus Af2687, A. niger An261, P. 

griseofulvum Pg2919 y P. restrictum Pr341. 

 

En general, el tratamiento con enzimas influyó más en la actividad de la 

proteína sobre las cepas de Aspergillus ensayadas que sobre las de Penicillium 

(Tabla III.25).  
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Tabla III.25. Pérdida de actividad de la proteína antifúngica frente a las cepas de 
referencia tras el tratamiento con diferentes enzimas (absorbancia debida al desarrollo de 
las cepas de referencia en presencia de la proteína sin tratar y tratada con los distintos 
enzimas a las 96 h de incubación). 

 

CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA (μgN/ml) CEPAS de 

REFERENCIA 
ENZIMAS (0,5 mg/ml) 

25 12,5 6,25 3,12 1,56 

Pepsina 0,79 0,93 1,09 1,25 1,76 
Ficina 1,07 1,40 1,67 1,69 1,80 

α-amilasa de A. oryzae 0,96 0,88 1,33 1,52 1,67 
Lisozima 0,70 1,15 1,09 1,15 1,44 
Papaína 0,66 0,98 1,28 1,53 1,73 

Proteasa Tipo II de A. oryzae 1,28 1,23 1,44 1,61 1,63 
Proteasa de S. griseus 1,86 1,76 1,69 1,73 1,78 

Tripsina 1,50 1,54 1,65 1,69 1,75 

A.
 f

la
vu

s 
A

f2
68

7 

Proteína sin tratar 0,61 0,66 0,71 0,95 0,86 

       Pepsina 0,50 0,49 0,64 1,31 1,89 
Ficina 0,46 0,93 1,67 1,89 1,95 

α-amilasa de A. oryzae 0,84 1,05 1,79 1,93 2,05 
Lisozima 1,23 0,86 1,85 1,99 2,06 
Papaína 0,53 0,74 2,04 1,86 1,90 

Proteasa Tipo II de A. oryzae 1,77 1,93 1,91 2,06 2,17 
Proteasa de S. griseus 2,31 2,29 2,27 2,19 2,24 

Tripsina 1,70 1,68 1,78 1,95 2,25 

A.
 n

ig
er

 A
n2

61
 

Proteína sin tratar 0,31 0,32 0,33 0,76 1,35 

 

Los colores indican diferencias significativas  (p<0,05),  (p<0,01) y  
(p<0,001) respectivamente, con respecto a la inhibición producida por la proteína sin 
tratar con enzimas. 

 

 
La proteasa de S. griseus fue la más activa frente a la proteína en todos los 

casos. De hecho, ocasionó la pérdida de actividad frente a las cuatro cepas 

ensayadas incluso con la concentración de proteína más alta (Tabla III.25). 
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Tabla III.25. (continuación). Pérdida de actividad de la proteína antifúngica frente a 
las cepas de referencia tras el tratamiento con diferentes enzimas (absorbancia debida al 
desarrollo de las cepas de referencia en presencia de la proteína sin tratar y tratada con los 
distintos enzimas a las 96 h de incubación). 

 

CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA (μgN/ml) CEPAS de 

REFERENCIA 
ENZIMAS (0,5 mg/ml) 

25 12,5 6,25 3,12 1,56 

Pepsina 0,67 0,74 0,81 0,89 1,12 
Ficina 0,94 0,96 0,88 1,05 0,95 

α-amilasa de A. oryzae 0,89 0,76 0,82 1,11 0,88 
Lisozima 0,83 0,78 0,77 0,81 0,86 
Papaína 0,79 0,88 0,82 0,83 1,00 

Proteasa Tipo II de A. oryzae 0,78 0,70 0,79 0,74 0,62 
Proteasa de S. griseus 1,39 1,22 1,13 1,11 1,07 

Tripsina 0,88 0,94 0,81 0,90 0,84 

P.
 g

ri
se

of
ul

vu
m

 P
g2

91
9 

Proteína sin tratar 0,66 0,62 0,70 0,86 0,87 

       Pepsina 1,07 1,03 1,01 0,96 1,37 
Ficina 0,52 0,41 0,54 0,95 1,24 

α-amilasa de A. oryzae 0,53 0,95 0,91 1,24 0,88 
Lisozima 0,69 1,08 0,60 0,75 0,84 
Papaína 0,58 0,67 0,88 1,20 1,41 

Proteasa Tipo II de A. oryzae 1,11 0,87 1,25 1,34 0,94 
Proteasa de S. griseus 1,88 1,88 1,72 1,83 1,81 

Tripsina 0,83 1,39 1,14 1,21 1,45 

P.
 r

es
tr

ic
tu

m
 P

r3
41

 

Proteína sin tratar 0,72 0,88 0,43 0,58 0,48 

 

Los colores indican diferencias significativas  (p<0,05),  (p<0,01) y  
(p<0,001) respectivamente, con respecto a la inhibición producida por la proteína sin 
tratar con enzimas. 

 

 

La tripsina y la proteasa de A. oryzae también provocaron una pérdida de 

actividad en la proteína que incluso a las concentraciones más altas alcanzaba 
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significación estadística (p<0,05), pero exclusivamente para las cepas de 

referencia del género Aspergillus. La actividad frente a las cepas de Penicillium 

utilizadas en este ensayo sólo se ve ligeramente afectada por el tratamiento con 

tripsina, mientras que la proteasa de A. oryzae no tuvo un efecto apreciable (Tabla 

III.25).  

 

La ficina, la papaína y la lisozima originaron una pérdida significativa de 

actividad (p<0,001) frente a las cepas de Aspergillus a concentraciones 

intermedias de proteína. Sin embargo, frente a las cepas de Penicillium sólo se 

observó una pérdida de actividad de forma esporádica y con menor significación 

estadística, llegando a no apreciarse efecto alguno con la lisozima (Tabla III.25). 

 

La pepsina sólo mostró un efecto importante con bajas concentraciones de la 

proteína, observándose su efecto fundamentalmente frente a P. griseofulvum 

Pg2919 y A. flavus Af2687 (Tabla III.25). 

 

Por último, la α-amilasa originó una pérdida de actividad a concentraciones 

intermedias de la proteína, pero este efecto sólo se apreció de forma clara frente a 

las cepas de Aspergillus ensayadas (Tabla III.25). 

 

En la Figura III.26 se representa el crecimiento de las cepas de referencia en 

presencia de la proteína (1,56 μgN/ml) tras ser tratada con los diferentes enzimas 

a lo largo de 96 h de incubación. Se puede apreciar que el tratamiento con 

cualquiera de los enzimas permite un desarrollo más rápido de A. flavus Af2687 y 

A. niger An261, mientras que en el caso de P. restrictum Pr341 las diferencias con 

respecto al control sólo son evidentes tras tratar la proteína con proteasa de S. 

griseus, tripsina, pepsina y papaína incluso a las 72 h de incubación (Figura 

III.26). Por otro lado, el desarrollo de P. griseofulvum Pg2919 muestra pocas 

diferencias claras, que se limitan a un desarrollo ligeramente superior al final del 

periodo de incubación al tratar la proteína con pepsina, proteasa de S. griseus, 

papaína y ficina (Figura III.26). 
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Figura III.26. Efecto del tratamiento con diversos enzimas sobre la actividad de la 
proteína antifúngica (1,56 μgN/ml) frente a A. flavus Af2687 (A), A. niger An261 (B), P. 
griseofulvum Pg2919 (C) y P. restrictum Pr341 (D). 
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III.5. BÚSQUEDA DE SECUENCIAS DE ÁCIDOS NUCLEICOS RELACIONADAS 

CON LA SÍNTESIS DE LA PROTEÍNA ANTIFÚNGICA. 

 

La metodología utilizada se basa en la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) a partir del ADN extraído del moho (véase apartado II.2.5). Se utilizaron 

cebadores degenerados diseñados a partir tanto de la secuencia amino terminal 

obtenida por degradación de Edman, como de la secuencia carboxilo terminal 

deducida de los resultados obtenidos mediante degradación del péptido con 

tripsina y su posterior análisis por MALDI-TOF. 

 

Se utilizó un primer grupo de cebadores degenerados, PepFor y AnF, para 

amplificar por PCR los fragmentos de ADN. Aunque se realizaron modificaciones 

tanto en la temperatura de hibridación como en las de extensión y extensión final 

y se emplearon diferentes concentraciones de MgCl2 y de ADN (véase apartado 

II.2.5.2; Tabla II.7), en ningún caso se obtuvieron bandas de amplificación en las 

condiciones ensayadas. 

 

En las reacciones de PCR que se realizaron a continuación se empleó otro 

grupo de cebadores compuesto por dos cebadores directos derivados de la 

secuencia del PepFor utilizado previamente, y como cebador reverso se utilizó el 

mismo AnF del grupo anterior. En este caso se obtuvieron buenos resultados de 

amplificación tanto a 50 como a 55ºC de temperatura de hibridación. 

 

El resultado obtenido con los cebadores PepFor1+AnF y PepFor2+AnF se 

muestra en la Figura III.27. 
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Figura III.27. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de las PCRs realizadas con los 

cebadores PepFor1+AnF y PepFor2+AnF a 50 y 55ºC de temperatura de hibridación. M, 
marcador de pesos moleculares. Los números (1 al 10) corresponden a las bandas que se 
purificaron para su posterior inserción en el vector. 

 

Con los cebadores PepFor1 y AnF se obtuvo un mayor número de bandas a 

una temperatura de hibridación de 55ºC. En el caso de los cebadores PepFor2 y 

AnF se obtuvieron resultados muy similares independientemente de la 

temperatura de hibridación utilizada. Se seleccionaron 10 de los fragmentos de 

ADN amplificados tanto con los cebadores PepFor1+AnF como con 

PepFor2+AnF (Figura III.28), en función del tamaño esperado según la longitud 

del péptido. A continuación, los fragmentos fueron purificados del gel (véase 

apartado II.2.5.3) e insertados en el vector pCR 2.1 (véase apartado II.2.5.4). 

Posteriormente se transformaron las células competentes de E. coli (véase 

apartado II.2.5.5). Los transformantes obtenidos formaron colonias blancas en las 

placas de agar LB con ampicilina y X-gal (Figura III.28).  
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Figura III.28. Placas de LB con ampicilina y X-gal. Las colonias blancas son las 

células de E. coli en las que se ha insertado el vector pCR 2.1. 
 

Para comprobar que realmente las colonias seleccionadas tenían insertado el 

vector, se extrajeron los plásmidos y se sometieron a una digestión con el enzima 

de restricción EcoRI (véase apartado II.2.5.6). Los plásmidos con inserto se 

visualizaron en los geles de agarosa como dos bandas bien definidas: una de 3,9 

kb correspondiente al vector, y otra de diferente peso molecular correspondiente 

en cada caso a uno de los fragmentos de ADN purificados del gel e insertados en 

el plásmido (Figura III.29). 
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Figura III.29. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plásmidos tras la 

digestión con el enzima de restricción EcoRI. M, marcador de pesos moleculares. Líneas 
1-10, distintos plásmidos con y sin inserto. 

 

A partir de los 10 fragmentos de ADN seleccionados, se obtuvieron 8 

transformantes positivos con inserto que fueron secuenciados en el Servicio de 

Secuenciación de ADN SECUGEN S.L. utilizando los cebadores f17 y r19 del 

vector pCR 2.1. La secuenciación reveló que 3 de los fragmentos de ADN 

correspondían a secuencias amplificadas por un único cebador. El resultado para 

las otras 5 secuencias obtenidas se detalla a continuación: 
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INSERTO DE 664 pb. 

 
  1 TTGTGGTTTT TTGGGGGTAT GAATAGTATC GACCGGGGCC TCAAACACGT GGGCACCGTC  
 61 GGTCGGCAGT TCTGGCTTAT AATACCCAAG CTCAGGCTAA GAACCGTATC CTATATTTTG  
121 GGGTTGTTGC TTTCGTTGTC AAGTTTACTA GATAGCTGCT AGCGTAATGA AGGCAAAGGC  
181 AACCACGGCT CCAACTACAG GACCAGCAAT CCATGCTTTC GAAGATTTTC CATCAGTCTC  
241 GGTGTTACTC GAAGATGTAG CCGCGGGCGA TAATATAGAC GATGGCGCGG TAGATGCTGT  
301 CCAGTACTAG TAGCGGTTCG CGTTGCAGTG TCTGACGGTT GCCAACGAAT GAAGATGGCC  
361 TTAGCATTAA TGCCGTTAGC AGTCCTTATA CTAGATGTGG TGCCGGCTTT TGTGAATTTC  
421 TATAGGTGAT TAAGGTCGGT ATTAGTCGAG GTGCACCGGT TAGCTGAGTA CCAAACTATG  
481 CCATTTTCGG TTTGGGCACT ATAGCCTCTG GTCAAACGAT TCGCAGTCAG TAACTAGATT  
541 GGTCAGAGGG CATATAGGGG TTAAACTCAC TCTGGACAAC AGGTCGCCCG GGTCTCGACA  
601 TTATCGTTAC TAGAATCAAC CGATTGGTCT GCTGTCCAAT AGCCCGATGG ACCCTCACAC  
661 CGTG 

 

INSERTO DE 662 pb. 

 
  1 GAGAAGTGGT TTAAGCAGGG AACTGATTCC ACAGCAACCG GTAAGAACGA CAAGGTCAGT  
 61 AAGGTTACTG CAAACAGAGC TCCTTCTGCA TCGGCAACGC AGGAAGGTGG TGCTTACGCT  
121 GTGACTGTCA GCTCGCCAGC TACTGAGCGC TTGCTCGCTG GATCTCTACT GCTGTCTGGC  
181 CTGCTGGGTG TCGTTGCGAT CTGGCTTTGA TTTTGTTTTG TTCTTACTCG TCAATTGACG  
241 ATTGCGGCTC AAGCCATTCA TTGTATTGAT AGCATCACGA ATTTGGGATA GACGAGTTCG  
301 GCCAAGCGAT TGCATGATAT ATTGAAGTTG GCGTGCTTGT TTGTATACAG GTTATGTTAT  
361 CCCAGGTCTG TCTTTCACGA AGCATGAAGT GTACACAAGA AATGAATTAT TAGTCCGAAG  
421 TATGTACCTA GATCGGTCAT TGGTCCGTCA AAGCATTATC ATTATCGTAC ATCTCCTTAA  
481 TTATTAAACG ACAGACCTTC TATCCCAGTA ATGTTCATGT CCAAATCTGG CAGATACAGC  
541 TGAGGAGAGA CCTGCTCCAC CCGTCTCTCA GGCTCTTCGA CCTCCGAAAC ATTCTCTTCT  
601 TCCTCGATAT CAACATCAAC ACGATCTCCA TCCTCAACAT TACTCTCACC CTCACCCCAG  
661 TA  

 

INSERTO DE 482 pb. 

 
  1 GAGAAGAGTT TTAAGCAACA CACTGCAGTC GCCCGGTTTG ACACCATCGC AAGCTCACCG  
 61 TTCACGATCT GTCTCACCAC TACGGCCGAC CTCTAGTCGC TCCGCCTCGG CCACCAGCCT  
121 TGCTCTGTCT CCGCTATCCG CACGAGTACC CAGCCAGAAA CAAACCTGGC AACCGAGTCG  
181 CAAGTCGCTT AAAGACCTGG AAGAGGAATA CCATGATTCG GACGATGAAC TACCGGATGA  
241 TGCAAGTCTG TGGAATATCC CTATTTCTCC GCGCCCAGTG CAAGATCGGA CTCCGTCACG  
301 CCCTGCCAGT CCAAATGGCC GCAGCCCCGG GCGGCGACCA CTGCCTATCC AGCACACCAT  
361 AGCAGGAAGC GATAAGTCAC TCGAAAACAC AGCCAAGGCA TCCCGCATGA AGCGTGTACA  
421 GCGATCGAGC TCCGCAGGGC CGGAGCGTGG ACAAATCTCG CCACGCAACC CTCACACCAG  
481 TA  

 

 

 

 

 

 

INSERTO DE 346 pb. 

 
  1 GAGAAGTCGT TTAAGCATGA CTAGTTCCTG TGGGTTAGTA GTCTAACGTA ACCTCCAGGG  
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 61 CTTAGAAACC GTCCAGTGGC GCCGGACGAG TGCCGATCGA GTGCCGATTC CCGAGGTGAA  
121 CTCCACGAGT GACACCGTCC AGTCTATGCC GGAGAATCAG TATGTAAGAT TCGAGGGCTA  
181 ATGGGATTTA ATGGACACTG ATGCCATCGA TGGATCGAAA CTATCCCCTA TTTACAACGT  
241 TGTATGCACG GGAGTAATGG AATATCAATC GTCTGTTCGC CCATTGCCAC TGGTAGATTC  
301 TTGCCATTGG TCCCCACATT AATCCACGTC GACCCTAACT CCCGTT 

 

INSERTO DE 178 pb. 

 
  1 GAGAAGTCGT TTAAGCAATC GCGTACCTCA TACTGTTCTC GAACAACCGG CCTTGCCCGT  
 61 GGTAATCCAA TCAACCCCTC GGACACCTCA GAACAGATTT TGTGCACTTG TGTCTGCCGA  
121 CAACTCTCCT GACGCATGCA TTTCACGTGG ATCTCCGGCG GTCACACTCA CCCCAGTA 

 

 

 

 

Al igual que ocurrió con respecto a las secuencias de aminoácidos de los 

extremos carboxilo y amino terminal, no se encontraron homologías con 

secuencias de nucleótidos que codifiquen proteínas antimicrobianas descritas en 

bases de datos. 
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IV. DISCUSIÓN. 
 

Son numerosos los autores que han descrito el efecto protector de los mohos 

frente a microorganismos patógenos o alterantes, tanto en productos cárnicos 

madurados (Lücke y Hechelmann, 1987; Geisen y col., 1992; Leistner, 1994; 

Singh y Dincho, 1994; Berwal y Dincho, 1995) como en quesos (Larsen y 

Knöchel, 1997; Nielsen y col., 1998). De los diversos tipos de actividad que 

pueden verse implicadas, se han descrito tres proteínas con actividad antifúngica 

producidas por mohos (Nakaya y col., 1990; Lacadena y col., 1995; Marx y col., 

1995; Lee y col., 1999). Sin embargo, no se conoce la incidencia de estos 

microorganismos en productos cárnicos madurados. 

 

IV.1. SELECCIÓN DE CEPAS CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 

IV.1.1. OBTENCIÓN DE MOHOS CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA Y 

DETECCIÓN DE COMPUESTOS ACTIVOS SOLUBLES. 

 

La composición de la población fúngica en productos cárnicos madurados 

sin adición de cultivos iniciadores, como el jamón, parece estar relacionada tanto 

con la situación geográfica de las instalaciones de procesado como con el tipo de 

elaboración al que se sometan las piezas (Leistner y Ayres, 1968, Peintner y col., 

2000; Comi y col., 2004). Además, la evolución de las condiciones ecológicas 

durante el largo proceso de maduración hace que la población fúngica también 

vaya evolucionando hacia especies cada vez más resistentes a actividades de agua 

bajas (Huerta y col., 1987; Núñez y col., 1996b).  

 

Por lo tanto, para conseguir una diversidad de aislados suficiente para 

obtener posibles cepas de mohos productores de péptidos antifúngicos, es preciso 

partir de diferentes establecimientos y fases del procesado. En el presente estudio 

se realizaron tomas de muestras en 9 industrias, en distintas localizaciones 
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geográficas y en las diferentes fases del procesado. En cuanto a los medios de 

cultivo utilizados para el aislamiento de mohos, tras los primeros resultados se 

seleccionó el agar CSN debido a que permite obtener una mayor proporción de 

mohos del género Penicillium que el medio DG18 (véase Tabla III.1). Asimismo, 

su capacidad para cambiar de color en función de los cambios de pH producidos 

por el desarrollo de los microorganismos (Pitt, 1993) contribuye a seleccionar una 

mayor diversidad de mohos. 

 

Se obtuvo un total de 298 aislados, procedentes de las 9 industrias y de las 

distintas etapas, lo cual puede considerarse aceptable para la búsqueda de mohos 

con actividad antifúngica. La distribución según la etapa del procesado, con 50 de 

la fase de postsalado, 109 de secadero y 139 de bodega, corresponde a lo 

esperable en productos cárnicos madurados como el jamón curado, ya que la 

evolución de las condiciones ecológicas a lo largo de estas etapas favorece 

fundamentalmente el desarrollo y la diversidad de la población fúngica (Huerta y 

col., 1987; Núñez y col., 1996b). 

 

Dado que el número de mohos obtenido era considerable, fue preciso utilizar 

un ensayo rápido y sencillo para la detección de la actividad antifúngica. Se 

llevaron a cabo ensayos de inhibición radial en medio sólido porque son sencillos 

de realizar y permiten conocer en sólo 48 h la actividad antifúngica de los 

diferentes aislados frente a distintas cepas de referencia utilizando un número 

reducido de placas de agar (véase apartado II.2.1.2).  

 

Con el ensayo de inhibición radial se detectó actividad antifúngica frente a 

alguna de las cepas de referencia en el 59% de los aislados, que a su vez procedían 

de distintas fases del procesado e industrias (véase Tabla III.2), por lo que estos 

factores no muestran una relación estrecha con la presencia de mohos con 

actividad antifúngica (véase Figura III.2).  
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Para asegurar una selección de mohos lo más variada posible para los 

estudios posteriores, los aislados que mostraron actividad en los ensayos de 

inhibición radial se agruparon en función de pruebas morfológicas y fisiológicas 

(Pitt, 1979; Pitt, 1993; Pitt y Hocking, 1997). La caracterización preliminar de los 

aislados que mostraron algún efecto inhibidor puso de manifiesto una 

considerable variedad de mohos. Se diferenciaron 18 especies del género 

Penicillium capaces de inhibir el crecimiento de alguna cepa de referencia (véase 

Tabla III.3). Además, prácticamente en todas las especies de mohos se obtienen 

aislados que inhiben a diversas cepas de referencia. Dado que las especies de 

Penicillium caracterizadas corresponden a las descritas como habituales para 

diferentes tipos de jamón (Sutic y col., 1972; Monte y col., 1986; Huerta y col., 

1987; Lacey, 1989; Spotti y col., 1989; Rojas y col., 1991; Núñez y col., 1996b; 

Peintner y col., 2000; Comi y col., 2004), se puede esperar la presencia de mohos 

con actividad antifúngica en los distintos tipos de jamones madurados. 

 

Las especies que mostraron un espectro de inhibición más amplio, como P. 

solitum, P. viridicatum, P. griseofulvum y P. aurantiogriseum (véase Tabla III.3), 

se obtuvieron en todas las fases del procesado y en un número considerable (véase 

Figura III.2). Otras con actividad similar, como P. commune, fueron aumentando 

su recuento a lo largo del proceso de maduración. El alto porcentaje de mohos con 

actividad antifúngica y la diversidad en cuanto a especies inhibidoras, podría tener 

una implicación directa en la selección de la población fúngica que se desarrolla 

en los productos cárnicos madurados, junto a otros factores como la evolución en 

las características ecológicas a lo largo del proceso de maduración (Huerta y col., 

1987; Núñez y col., 1996b). 

 

El porcentaje de aislados activos en cada una de las especies refleja 

inequívocamente que la capacidad para inhibir a otros mohos no se restringe a 

especies determinadas. Adicionalmente, las especies que aportaron un mayor 

número de aislados activos incluían tanto individuos con un amplio espectro de 

inhibición, como otros activos únicamente frente a 3 ó menos cepas de referencia 
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(Figura IV.1). Por lo tanto, la actividad antifúngica no parece deberse a una sola 

característica, sino que está relacionada con diversos factores que se traducen en 

una actividad heterogénea incluso entre individuos de una misma especie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.1. Distribución de los aislados de las especies con mayor número de 

cepas activas según su espectro de inhibición, sea amplio (de 4 ó 5 cepas de referencia), 
medio (de 3 cepas de referencia) o reducido (1 ó 2 cepas de referencia). 

 

De las cepas utilizadas como referencia, A. niger sólo fue inhibido por 14 

aislados, siendo la más resistente. El resto resultaron sensibles a la mayoría de los 

mohos activos (véase Tabla III.3). De los 14 aislados que inhibieron el desarrollo 

de A. niger, 9 se incluyeron en 7 especies diferentes, y los 5 restantes sólo se 

caracterizaron a nivel de género. De estos 14 mohos activos frente a A. niger, 8 

inhibieron el desarrollo de las cinco cepas de referencia (Tabla IV.1). Es decir, la 

máxima capacidad para inhibir a otros mohos se obtiene en aislados 

pertenecientes a distintas especies. Además, ninguna especie muestra una 

proporción destacada de individuos con actividad de amplio espectro. 
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La inhibición observada en medio sólido puede deberse a la liberación al 

medio de compuestos solubles de distinta naturaleza, pero también a una 

competición por nutrientes. Para detectar y determinar la naturaleza de los 

compuestos responsables de la inhibición se efectuaron diferentes ensayos en 

placas multipocillo. Estos ensayos permitieron además cuantificar la actividad 

inhibidora, ya que el desarrollo de las cepas indicadoras se determina en función 

de la variación de la densidad óptica de los pocillos a lo largo del periodo de 

incubación (véase apartado II.2.1.4). 

 

Para detectar la actividad debida a compuestos antifúngicos liberados al 

medio se planteó un primer ensayo con 90 de entre los 121 aislados que 

produjeron inhibición en los ensayos realizados en medio sólido. Dichos mohos se 

seleccionaron tratando de obtener la mayor diversidad posible en función de la 

procedencia (industria y fase del procesado), de la caracterización preliminar 

realizada, y sobre todo englobando los diferentes tipos de actividad observados en 

los ensayos de inhibición radial en medio sólido. Cada aislado se incubó durante 

15 días a 25ºC en caldo extracto de malta (MEB). Posteriormente se eliminó el 

micelio, y el medio libre de células se sometió a una extracción con cloroformo. A 

continuación se evaluó la actividad en placas multipocillo tanto del extracto 

clorofórmico como del resto acuoso frente a las mismas cepas de referencia 

utilizadas en el ensayo de inhibición radial: P. expansum Px121, P. echinulatum 

Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii As161 y A. niger An261 (véase apartado 

II.2.1.4; Figura II.2). 

 

En la Tabla IV.1 se recogen ejemplos de los diferentes tipos de actividad 

antifúngica mostrada por algunos de estos 90 aislados tanto en los ensayos 

realizados en medio sólido como en las placas multipocillo.  
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Tabla IV.1. Espectro de inhibición mostrado por algunos aislados en los ensayos de 
inhibición radial en medio sólido (IR) y en los ensayos en placas multipocillo realizados 
con el extracto clorofórmico (C) y el resto acuoso (A) obtenidos a partir de MEB tras la 
eliminación del micelio. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. olsonii       

IR 1  a 0 1 1 0 
A +++ b - + +++ + RP42C 
C - c - - - - 
IR 1 1 4 6 1 
A + - + - + AMB62 
C +++ +++ +++ - - 

P. griseofulvum       
IR 10 5 5 7 0 
A + - - - - AMSII31 
C +++ +++ +++ - - 
IR 7 5 7 6 0 
A - - - - - RB52D 
C - - - - - 

P. solitum       
IR 10 6 4 7 0 
A - - + - - AMSI31 
C +++ +++ +++ - - 
IR 1 1 1 1 1 
A - + - - - CSI52 
C + - + - - 

P. camemberti       
IR 1 0 1 0 0 
A +++ - + - + AMP61 
C - - - - - 

P. commune       
IR 7 3 2 1 0 
A - - + - - DBI13 
C + +++ +++ - - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a radio (mm) de la corona que constituye el halo de inhibición alrededor del cilindro 

de agar con el aislado inhibidor (véase Figura III.1). 
b diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
c - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla IV.1 (continuación). Espectro de inhibición mostrado por algunos aislados en 
los ensayos de inhibición radial en medio sólido (IR) y en los ensayos en placas 
multipocillo realizados con el extracto clorofórmico (C) y el resto acuoso (A) obtenidos a 
partir de MEB tras la eliminación del micelio. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. verrucosum       

IR 1 a 0 1 1 0 
A + b - + - + ABIIC 
C - c - - - - 
IR 1 1 2 3 0 
A - - + - ++ DBI52 
C - - + - - 

P. echinulatum       
IR 1 0 6 3 2 
A - - + - - CSII32 
C - - + - - 
IR 1 1 1 1 0 
A +++ - +++ - - DBI14 
C +++ +++ +++ - - 

P. viridicatum       
IR 9 7 13 7 3 
A +++ + + +++ - DBI23 
C - - - - - 

P. aurantiogriseum       
IR 7 5 6 10 1 
A - +++ - - - CBII54 
C + + + - - 
IR 0 2 0 1 0 
A - +++ + - - FMS35 
C - + + +++ - 

P. crustosum       
IR 3 2 2 2 1 
A + - - + - AMP51 
C - - + - - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a radio (mm) de la corona que constituye el halo de inhibición alrededor del cilindro 

de agar con el aislado inhibidor (véase Figura III.1). 
b diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
c - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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Tabla IV.1 (continuación). Espectro de inhibición mostrado por algunos aislados en 
los ensayos de inhibición radial en medio sólido (IR) y en los ensayos en placas 
multipocillo realizados con el extracto clorofórmico (C) y el resto acuoso (A) obtenidos a 
partir de MEB tras la eliminación del micelio. 

 

 CEPAS de REFERENCIA * 
AISLADOS 

 Px121 Pe321 Pc332 As161 An261 
P. chrysogenum       

IR 1 a 0 1 1 0 
A +++ b + + +++ - AS51D 
C - c - - - - 
IR 1 0 0 1 0 
A ++ - + +++ - AMB11 
C - - - - - 
IR 1 0 0 1 0 
A +++ - +++ +++ + RB41C 
C - - - - - 

Penicillium spp.       
IR 1 0 0 0 1 
A + - + - ++ AMSII23A 
C + - - - - 
IR 0 0 2 7 1 
A - + - - - CBI23 
C - - + - - 
IR 1 3 3 1 1 
A - - - - - CBII59 
C - - + + - 
IR 5 6 4 4 1 
A ++ + + ++ ++ SNB41 
C + + - - - 

A. penicilloides       
IR 1 0 0 1 0 
A - - - - - NS21D 
C - - - - - 

Aspergillus spp.       
IR 5 3 3 12 3 
A + - - - - AP51C 
C - +++ + - - 

 
* P. expansum Px121, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, A. sydowii 

As161 y A. niger An261. 
a radio (mm) de la corona que constituye el halo de inhibición alrededor del cilindro 

de agar con el aislado inhibidor (véase Figura III.1). 
b diferencias significativas + (p<0,05), ++ (p<0,01) y +++ (p<0,001) con respecto al 

control. 
c - no hay diferencias significativas con respecto al control. 
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De forma general puede observarse que a partir de los aislados que 

produjeron en medio sólido una inhibición intensa frente a la mayoría de las cepas 

de referencia, como P. olsonii AMB62, P. griseofulvum AMSII31, P. solitum 

AMSI31 o P. commune DBI13, se obtuvieron extractos clorofórmicos muy 

activos (Tabla IV.1). Por lo tanto, su actividad parece estar más relacionada con la 

producción de compuestos liposolubles como las micotoxinas que con 

compuestos de naturaleza peptídica. Una excepción es el caso de P. viridicatum 

DBI23, del que se obtuvo una fase acuosa muy activa y un extracto clorofórmico 

inactivo (Tabla IV.1). En otros casos, como P. echinulatum DBI14, P. 

aurantiogriseum CBII54 o Penicillium spp. SNB41, la inhibición observada en 

medio sólido puede deberse a una combinación de sustancias de distinta 

naturaleza, ya que se obtiene actividad tanto en el extracto clorofórmico como en 

el resto acuoso (Tabla IV.1). 

 

En algunas ocasiones la inhibición radial observada en medio sólido no se 

reprodujo frente a ninguna cepa de referencia en los ensayos realizados en placas 

multipocillo, como es el caso de P. griseofulvum RB52C y A. penicilloides 

NS21D (Tabla IV.1). Esto puede deberse a que el aislado activo compita de 

manera muy eficaz con el moho sensible por los nutrientes del medio, limitando 

así el desarrollo de la cepa de referencia. Por otra parte, dado que en los ensayos 

en placas multipocillo se aumentó el tiempo de incubación del aislado activo 

desde los 4 a los 15 días, es posible que se produzca una degradación suficiente 

del compuesto responsable de la inhibición por enzimas liberadas por el propio 

moho inhibidor durante la extensión de la incubación. De hecho, muchos de los 

mohos aislados tanto en jamón como en otros productos cárnicos madurados han 

mostrado una intensa actividad proteolítica (Trigueros y col., 1995; Rodríguez y 

col., 1998; Martín y col., 2002), produciendo alguno de ellos proteasas 

extracelulares (Benito y col., 2002), por lo que podrían degradar péptidos activos. 

En cualquier caso, ninguna de las dos situaciones anteriores propiciaría la 

selección del moho en cuestión para el presente estudio. 
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No obstante, en este primer ensayo en placas multipocillo se evaluó la 

actividad del resto acuoso resultante de la extracción con cloroformo. Por lo tanto, 

si el o los compuestos activos fuesen sensibles al tratamiento con cloroformo 

podría perderse la actividad durante la extracción (Khmelnitsky y Rich, 1999). 

Para conocer la posible interferencia ocasionada por la extracción con cloroformo, 

en los siguientes ensayos de inhibición en placas multipocillo se evaluó la 

actividad del medio de cultivo filtrado, además del extracto clorofórmico y del 

resto acuoso (véase apartado II.2.1.4).  

 

Por otra parte, 11 de los 14 aislados que resultaron activos en medio sólido 

frente a A. niger se seleccionaron para los ensayos preliminares realizados en 

placas multipocillo. En 7 de estos 11 aislados incluyendo P. solitum CSI52, P. 

echinulatum CSII32 o P. viridicatum DBI23, no logró reproducirse en las placas 

la inhibición observada en medio sólido (Tabla IV.1). Esto indica que la actividad 

de estos mohos frente a A. niger puede estar más relacionada con una competición 

por los sustratos del medio que con un efecto de la concentración de los 

compuestos activos. Además, los extractos clorofórmicos de 10 de estos 11 

aislados, como P. olsonii AMB62 o P. aurantiogriseum CBII54, resultaron activos 

frente a alguna cepa de referencia (Tabla IV.1) por lo que no fueron seleccionados 

para los ensayos posteriores. 

 

Por otro lado, cepas como P. olsonii RP42C, P. echinulatum DBI14, P. 

chrysogenum AS51D y RB41C o P. aurantiogriseum FMS35, que produjeron una 

inhibición radial débil, mostraron gran actividad al incubar en las placas 

multipocillo (Tabla IV.1), posiblemente debido a que al aumentar el periodo de 

incubación también se incrementó la producción de los compuestos responsables 

de la inhibición, ya sean o no de naturaleza proteica. También es posible que si la 

actividad se debe a péptidos catiónicos, éstos interaccionen con los grupos 

funcionales de carga negativa del agar (Kunin y Edmondson, 1968), lo que 

conllevaría la reducción de la difusión y por tanto la disminución de la actividad 

(Holowachuk y col., 2003). 
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En cualquier caso, para los ensayos posteriores se seleccionaron los aislados 

que resultaron activos al incubar con la fase acuosa y cuyos extractos 

clorofórmicos no inhibieron el desarrollo de ninguna cepa de referencia en las 

placas multipocillo, ya que esto último podía suponer la producción de algún 

compuesto no deseado como las micotoxinas. Concretamente, se seleccionaron 7 

de los 90 aislados estudiados: P. olsonii RP42C, P. camemberti AMP61, P. 

verrucosum AB11C, P. viridicatum DBI23 y P. chrysogenum AS51D, AMB11 y 

RB41C. 

 

IV.1.2. CARACTERIZACIÓN DE LOS COMPUESTOS RESPONSABLES DE LA 

INHIBICIÓN. 

 

Los resultados obtenidos en los primeros ensayos en placas multipocillo 

plantearon distintas posibilidades respecto a la actividad de los extractos, como la 

competición por sustratos o la sensibilidad de los compuestos activos al 

tratamiento con cloroformo, que explicarían la actividad mostrada por algunos 

aislados como P. griseofulvum RB52C, P. echinulatum CSII32 o P. crustosum 

AMP51 (Tabla IV.1). Para dilucidar estas cuestiones, los siguientes ensayos en 

placas multipocillo se realizaron incorporando una prueba más, en la que se 

evaluaba la actividad del medio de cultivo sin más manipulación que un filtrado 

para eliminar el micelio y las esporas (véase apartado II.2.1.4; Figura II.3). 

 

Estos ensayos de inhibición en placas multipocillo para caracterizar los 

compuestos responsables de la inhibición se llevaron a cabo con 37 mohos. Se 

seleccionaron los 7 mohos que inhibieron a 3 o más cepas de referencia al incubar 

con la fase acuosa pero que no produjeron extractos clorofórmicos activos en los 

ensayos preliminares en placas multipocillo (Tabla IV.1). También se incluyeron 

25 de entre los 31 aislados caracterizados que mostraron actividad en las pruebas 

de inhibición radial y que no habían sido seleccionados anteriormente. Se 

utilizaron además 2 cepas de Penicillium nalgiovense con actividad antifúngica: 

BFE66 y BFE67 (Geisen, 2000), facilitadas por el Dr. Rolf Geisen (Centro 
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Federal de Investigación, Instituto de Higiene y Toxicología. Karlsruhe, 

Alemania), y 3 mohos no toxigénicos con actividad proteolítica aislados de 

productos cárnicos madurados: Penicillium chrysogenum Pg131, P. chrysogenum 

Pg341 y P. nalgiovense Pj261 (Núñez y col., 1996b; Rodríguez y col., 1998).  

 

En estos ensayos, además del caldo extracto de malta (MEB) se utilizó 

también el caldo de patata y dextrosa (PDB), donde se incubó cada aislado 

durante 15 días a 25ºC. De cada medio de cultivo se obtuvieron tres fracciones: 1) 

el medio de cultivo filtrado 2) el extracto clorofórmico de dicho medio junto con 

el micelio del moho y 3) la fase acuosa obtenida tras extraer con cloroformo 

(véanse apartado II.2.1.4; Figura II.3). 

 

Con el fin de establecer si el efecto inhibidor observado en los ensayos de 

inhibición radial se debía a compuestos presentes en el medio de cultivo o si por 

el contrario requería que el moho activo se desarrollase en presencia de la cepa 

sensible, se evaluó la actividad del medio de cultivo filtrado. De esta manera, se 

podría eliminar cualquier actividad debida a una competencia por sustratos que 

llegase a afectar de manera crítica a un determinado nutriente esencial para la cepa 

de referencia. Del mismo modo, la evaluación de la actividad en el medio filtrado 

evitaría cualquier interferencia debida a la extracción con cloroformo. 

 

Para discriminar si la actividad antifúngica podía deberse a compuestos de 

naturaleza proteica o si por el contrario se debía a otro tipo de compuestos 

liposolubles, como las micotoxinas, se evaluó la actividad inhibidora del extracto 

clorofórmico obtenido a partir del medio de cultivo junto con el micelio del moho. 

La comparación de la actividad de dicho extracto clorofórmico con la de la fase 

acuosa y la del medio de cultivo antes de la extracción, permitiría descartar a 

aquellos aislados que no produjeran péptidos de interés. De esta manera, a partir 

de los mohos de interés por la posible producción de péptidos antifúngicos se 

obtendría un medio de cultivo filtrado activo, pero extractos clorofórmicos 

inactivos. Adicionalmente, la evaluación de la actividad inhibidora de la fase 
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acuosa restante tras la extracción con cloroformo, aportaría información adicional 

sobre la estabilidad de los compuestos activos ante el cloroformo. 

 

Se emplearon como cepas de referencia a P. echinulatum Pe321, P. 

commune Pc332 y A. niger An261, que también se habían utilizado como 

indicadores en el ensayo de inhibición radial en medio sólido y en los primeros 

ensayos en placas multipocillo, incorporándose así mismo Penicillium solitum 

Ps321, igualmente aislado de productos cárnicos madurados (Núñez y col.; 

1996b) y seleccionado por producir micotoxinas (Díaz, 1999). También se prestó 

especial atención al hecho de que la especie caracterizada con mayor frecuencia 

en todas las fases del procesado fuera P. solitum (véase Figura III.2). Además, a 

partir de los 12 aislados de P. solitum seleccionados para los primeros ensayos en 

placas multipocillo se obtuvieron extractos clorofórmicos activos (véase Tabla 

III.4), lo que podría relacionarse con la producción de alguna micotoxina. Las 

cepas de A. sydowii As161 y P. expansum Px121 se descartaron debido a la poca 

capacidad de discriminación mostrada en los ensayos realizados en medio sólido, 

similar a la revelada por P. commune Pc332 (véase Tabla III.3). 

 

Los resultados obtenidos en estos ensayos permitieron agrupar a los aislados 

en función de la actividad observada con las distintas fracciones frente a las cuatro 

cepas de referencia (véase Tabla III.5). Las cepas que pueden producir péptidos 

antifúngicos de interés han de inhibir a la mayoría de las cepas de referencia, tanto 

con el medio de cultivo como con la fase acuosa, y son las que se han clasificado 

en esta memoria como Tipo P, P-nig, P-MEB y P-PDB (véase Tabla III.5). Los 

aislados Tipo P, concretamente P. viridicatum DBI23, P. camemberti AMP61; P. 

olsonii RP42C y P. chrysogenum RB41C, muestran una notable actividad frente a 

la mayoría de las cepas de referencia independientemente de que se cultiven en 

MEB o PDB (véase Tabla III.5). La diferencia fundamental entre los aislados 

Tipo P y P-nig fue la ausencia de actividad de las cepas P-nig frente a A. niger 

An261, lo que puede estar relacionado con la producción de distintos niveles de 

compuesto activo o bien con la liberación de compuestos antifúngicos diferentes. 
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En este sentido, entre los péptidos antifúngicos producidos por mohos que se 

describen en la bibliografía, algunos afectan únicamente a determinadas especies 

mientras que otros muestran espectros de inhibición amplios (Lacadena y col., 

1995; Lee y col., 1999). Así, un péptido producido por Aspergillus niger muestra 

una intensa actividad frente a diversos mohos de especies e incluso géneros 

diferentes (Aspergillus spp., Fusarium spp. y Trichosporon spp.), levaduras y 

bacterias (Lee y col., 1999). Por el contrario, una proteína secretada por 

Aspergillus giganteus, además de no resultar activa frente a bacterias o levaduras, 

únicamente inhibe a determinadas especies de mohos de los géneros Penicillium, 

Fusarium y Trichoderma, no resultando activa frente a cepas del género 

Aspergillus (Lacadena y col., 1995).  

 

En cuanto al aislado P. verrucosum AB11C, clasificado como Tipo P-MEB, 

mostró mayor actividad al ser incubado en PDB, mientras que de los mohos 

clasificados como P-PDB, concretamente de P. chrysogenum AS51D y AMB11, 

mostraron mayor actividad las fracciones obtenidas al incubar en MEB (véase 

Tabla III.5). Estas diferencias en la actividad no se deben a un menor desarrollo 

del moho en el medio de cultivo en el que resulta menos activo, pues en ambos 

casos fue similar. La composición del medio de cultivo y las condiciones de 

incubación pueden desempeñar un papel decisivo en la formación de péptidos 

antifúngicos por mohos (Marx y col., 1995; Meyer y col., 2002). De hecho, los 

promotores de los genes involucrados en la producción de los metabolitos 

secundarios fúngicos están sujetos a una regulación positiva o negativa mediante 

efectores intracelulares o proteínas que interaccionan con el ADN, que responden 

a limitaciones de las fuentes de carbono, nitrógeno y fosfato (Martín y Liras, 

1989; Kulmburg y col., 1993; Marzluf, 1993; Marín y col., 1998). Concretamente, 

una proteína antifúngica producida por P. chrysogenum no se detecta en medios 

de cultivo en los que se sustituye como fuente de carbono la sacarosa por glucosa 

(Marx y col., 1995). Por el contrario, la expresión de la proteína antifúngica 

producida por A. giganteus no está regulada por la fuente de carbono o nitrógeno, 

pero sí por las condiciones de pH o por la presencia en el medio de NaCl o etanol 
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(Meyer y col., 2002). No obstante, las diferencias observadas no se deben 

simplemente a que sólo se obtenga actividad a partir de uno de los dos medios, 

pues el medio donde se produce menor actividad también inhibe a alguna cepa de 

referencia, como es el caso de P. chrysogenum AS51D o P. verrucosum AB11C 

(véase Tabla III.5). Por lo tanto, estas diferencias pueden deberse a que no se 

forme alguno de los compuestos activos o a que se produzca en menor 

concentración. Además, en el único aislado Tipo P-MEB, P. verrucosum AB11C, 

se pierde gran parte de la actividad al extraer con cloroformo (véase Tabla III.5), 

fenómeno similar al que se describe a continuación para las cepas Tipo SC. 

 

En los aislados clasificados como Tipo SC, como P. aurantiogriseum 

CSII52 y CSII42, P. chrysogenum Pg341 o Penicillium spp. CP32, la inhibición 

producida por el medio de cultivo no se recuperó con la fase acuosa, pero el 

extracto clorofórmico tampoco reproducía toda la actividad observada en el medio 

de cultivo sin tratar (véase Tabla III.5). El hecho de no recuperar la actividad 

inhibidora tras la extracción con cloroformo puede atribuirse a que algunos de los 

principales compuestos responsables de la inhibición puedan haberse 

desnaturalizado como consecuencia del tratamiento con cloroformo (Khmelnitsky 

y Rich, 1999). Por otro lado, en el caso de Penicillium spp. DBI44, se recuperó 

parte de la actividad inhibidora en el extracto clorofórmico (véase Tabla III.5), lo 

que puede suponer que la actividad se deba a micotoxinas u otros compuestos 

antifúngicos solubles en solventes orgánicos. En este sentido, algunas cepas de 

Bacillus subtilis producen unos lipopéptidos con actividad antifúngica, 

concretamente la familia de las iturinas, solubles tanto en solventes orgánicos 

como en medios acuosos (Klich y col., 1991; Moyne y col., 2001; Bernal y col., 

2002). También se han descrito lipopéptidos producidos por Aspergillus rugulosus 

y A. nidulans con actividad antifúngica, concretamente la familia de las 

equinocandinas (Benz y col., 1974; Keller-Juslin y col., 1976; Roy y col., 1987). 

Desafortunadamente, la mayoría de estos lipopéptidos son hemolíticos (Latoud y 

col., 1986; Iwamoto y col., 1994a,b) lo que reduce considerablemente la 

posibilidad de ser utilizados en la industria alimentaria. 
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Por otro lado, en los aislados clasificados como Tipo SC+A, como P. 

viridicatum DBI32 y CSI44 o P. solitum CBI42, CSI54 y DBI41, además de una 

actividad que se pierde al extraer con cloroformo como en el caso de los aislados 

Tipo SC, se observa actividad en la fase acuosa obtenida de PDB frente a P. 

commune Pc332 (véase Tabla III.5). A partir de algunos aislados incluidos en este 

grupo, como P. solitum CBI25, CSII33 o FMP21, además se obtuvieron fases 

acuosas activas frente a varias cepas indicadoras a partir de los dos medios (véase 

Tabla III.5). Es decir, en este grupo se obtienen extractos con compuestos que 

pierden actividad al extraer con cloroformo, junto a compuestos que no la pierden. 

 

Además de las características específicas de cada tipo de actividad se 

obtuvieron algunos resultados difíciles de interpretar que afectaban a aislados con 

diferente actividad. Por ejemplo, en casos excepcionales, como P. chrysogenum 

AMB11 y P. camemberti AMP61, la actividad observada en la fase acuosa no fue 

detectada con el medio de cultivo sin tratar (véase Tabla III.5). Esto podría 

deberse a que en el medio de cultivo haya alguna sustancia soluble en cloroformo 

o sensible al tratamiento con el mismo, que impide la actividad del compuesto 

antifúngico frente a la cepa indicadora de la inhibición. En cualquier caso, este 

comportamiento es puntual y su discusión se aleja de los objetivos de este trabajo. 

 

Finalmente, los aislados que fueron seleccionados en los primeros ensayos 

en placas multipocillo (Tabla IV.1), concretamente P. olsonii RP42C, P. 

camemberti AMP61, P. verrucosum AB11C, P. viridicatum DBI23 y P. 

chrysogenum AS51D, AMB11 y RB41C, mostraron mayor actividad tanto en la 

fase acuosa como en el medio de cultivo sin tratar en el segundo ensayo (véase 

Tabla III.5). Esto se debe a que en el segundo ensayo tanto el medio de cultivo 

como la fase acuosa fueron concentrados antes de la evaluación de su actividad, a 

diferencia de en los primeros ensayos en los que no se llevó a cabo esta 

concentración (véase apartado II.2.1.4). 
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IV.1.3. CARACTERIZACIÓN DE LOS AISLADOS ACTIVOS. 

 

La caracterización preliminar de los 37 aislados seleccionados permitió 

establecer que 31 aislados correspondían a 11 especies distintas pertenecientes al 

género Penicillium subgénero Penicillium. Los 6 aislados restantes sólo pudieron 

identificarse a nivel de género. La caracterización de mohos basada en las 

características macroscópicas y microscópicas en medios de cultivo se ha 

utilizado de forma clásica para la identificación de mohos (Pitt, 1979; Pitt, 1993; 

Pitt y Hocking, 1997). Aunque la morfología de estos microorganismos puede 

variar considerablemente dentro de una especie en función de su estado 

fisiológico (Wiley, 1981), estas técnicas siguen siendo utilizadas por lo general 

acompañadas de otras pruebas complementarias tendentes a una identificación 

adecuada (Lund y Frisvad, 1994; Lund, 1995a,b; Larsen y Frisvad, 1995a,b). Para 

la identificación de ciertas especies del género Penicillium subgénero Penicillium 

tienen gran valor algunas de las características que se observan en los medios de 

cultivo, como por ejemplo la morfología microscópica típica de P. olsonii (Pitt, 

1979), el crecimiento a 37ºC de P. chrysogenum (Pitt, 1979), o las diferentes 

reacciones producidas en el medio CSN por especies de morfología macroscópica 

muy similar como P. verrucosum y P. viridicatum o P. aurantiogriseum y P. 

solitum (Pitt, 1993).  

 

A pesar de que la síntesis de metabolitos secundarios está condicionada por 

los factores ambientales, el estudio del perfil de metabolitos secundarios aporta 

información valiosa para la identificación de especies de los géneros Fusarium, 

Penicillium y Aspergillus, (Khachatourians, 1999). Adicionalmente, la capacidad 

para formar metabolitos tóxicos puede ser de gran valor para descartar cepas por 

su potencial toxigénico. 

 

Los resultados del análisis mediante HPLC-UV mostraron que en los 

extractos obtenidos a partir de los medios de cultivo (MEB y PDB) sin inocular 

apenas se detectaron compuestos, ya que el cloroformo no extrae muchos de los 
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metabolitos primarios polares que contienen los medios, como son los hidratos de 

carbono o los aminoácidos. Por ello, se consideró que los compuestos detectados 

en los extractos clorofórmicos de los 37 aislados seleccionados eran metabolitos 

secundarios.  

 

Por otra parte, los perfiles correspondientes a los extractos clorofórmicos 

obtenidos a partir de MEB y PDB para cada aislado resultaron similares entre sí, 

por lo que en este caso la incubación en ambos medios no aporta ninguna ventaja 

adicional desde el punto de vista de la identificación. 

 

El análisis de los extractos clorofórmicos de los 37 aislados seleccionados 

mediante HPLC-UV (véanse Tabla III.9; Figura III.8), permitió agrupar a 28 de 

estos 37 aislados en 6 patrones distintos, mientras que los 9 mohos restantes 

(véase Figura III.9) presentaron perfiles totalmente diferentes. 

 

En la Tabla IV.2 se muestra la caracterización de los 37 aislados 

seleccionados, mediante técnicas clásicas, por el perfil de metabolitos secundarios 

y mediante el sistema Microstation de Biolog. También se detalla el tipo de 

inhibición mostrada en los ensayos realizados en placas multipocillo. 

 

En la mayoría de los casos, la agrupación según el perfil de metabolitos 

secundarios se correspondió con la caracterización morfológica y fisiológica, de 

forma que los aislados de una misma especie mostraron un patrón común de 

metabolitos secundarios (Tabla IV.2). Por ejemplo, los aislados RB41C, AMB11 

y AS51D identificados como P. chrysogenum; mostraron un perfil de metabolitos 

secundarios prácticamente idéntico (Figura IV.2). Algo similar sucede con los 

aislados CSII42 y CSII52 identificados como P. aurantiogriseum; o con DBI17, 

DBI12, DBI32 y CSI44, identificados como P. viridicatum (Figura IV.2).  
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Tabla IV.2. Caracterización preliminar, mediante el perfil de metabolitos 
secundarios y por el sistema Microstation de Biolog de los aislados seleccionados, y tipo 
de inhibición en placas multipocillo de los mohos seleccionados. 

 
IDENTIFICACIÓN 

AISLADO CARACTERIZACIÓN 
PRELIMINAR 

PERFIL de 
METABOLITOS 
SECUNDARIOS 

Microstation 
BIOLOG 

INHIBIDOR 
TIPO 

RB41C P. aurantiogriseum P 
AMBII P. solitum 
AS51D 

P. chrysogenum PERFIL I 
P. chrysogenum 

P-PDB 

CSII42 
CSII52 

P. aurantiogriseum PERFIL II P. polonicum SC 

DBI17 * 
DBI12 * 
DBI32 * 
CSI44 

P. viridicatum PERFIL III P. solitum SC+A 

DBII41 
DBII42 * 
CSII16 * 

P. commune P-nig 

CSII33 * 
CBI25 * 
CBI42 
CBII57 
CSI54 

FMP21 * 
DBI11 * 
DBI41 * 

SC+A 

DBII22 
DBII23 * 

P. solitum 

DBII12 * Penicillium spp. 

PERFIL IV P. solitum 

P-nig 

BFE66 
BFE67 

P. verrucosum 

Pj261 
P. nalgiovense PERFIL V 

P. nalgiovense 
F 

Pg131 P. polonicum F 
Pg341 

P. chrysogenum PERFIL VI P. aurantiogriseum SC 
RP42C P. olsonii - 1 P. solitum P 
DBI23 P. viridicatum - P. viridicatum P 
AB11C P. verrucosum - P. verrucosum P-MEB 

AMP61 * P. camemberti - P. camemberti P 
CP32 - Talaromyces spp. SC 

DBI44 
Penicillium spp. 

- P. expansum SC 
DBII14 - n.i 2 
CBI52 - n.i 
FMP13 

Aspergillus spp./ 
Eurotium spp. 

- n.i 
N 

 
* mohos identificados con fiabilidad por el sistema Microstation de Biolog. 
1  mohos no incluidos en los perfiles de metabolitos secundarios mayoritarios. 
2  mohos no identificados por el sistema Microstation de Biolog por un nivel de 

desarrollo insuficiente de los mohos. 
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Figura IV.2. Perfil de metabolitos secundarios obtenido mediante HPLC-UV a 
partir de los extractos clorofórmicos de A) P. chrysogenum RB41C, AMB11 y AS51D; 
B) P. aurantiogriseum CSII42 y CSII52; y C) P. viridicatum DBI17 y DBI32. 
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No obstante, no todos los aislados caracterizados como de la misma especie 

mostraron el mismo perfil de metabolitos secundarios. Las cepas de P. 

chrysogenum Pg131 y Pg341 mostraron perfiles idénticos entre sí, pero diferentes 

a los de P. chrysogenum RB41C, AMB11 y AS51D (Figura IV.3). De hecho, en 

los extractos clorofórmicos de RB41C, AMB11 y AS51D se detectó ácido 

secalónico a diferencia de en los obtenidos de Pg131 y Pg341. De forma similar, 

el aislado DBI23 caracterizado como P. viridicatum no mostró un perfil similar al 

del resto de mohos caracterizados como de esa especie (Figura IV.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura IV.3. Perfil de metabolitos secundarios obtenido mediante HPLC-UV a 

partir de los extractos clorofórmicos de A) P. chrysogenum Pg131 y AS51D; y B) P. 
viridicatum DBI23 y DBI17. 
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Los aislados P. chrysogenum Pg131 y Pg341, y P. viridicatum DBI23, 

además de mostrar perfiles de metabolitos secundarios diferentes a los mostrados 

por el resto de mohos clasificados en su respectiva especie, también mostraron 

una actividad antifúngica diferente en los ensayos realizados en las placas 

multipocillo (Tabla IV.2). 

 

Por otra parte, determinadas cepas caracterizadas como P. commune y P. 

solitum se agruparon en el perfil IV de metabolitos secundarios (Tabla IV. 2; 

Figura IV.4). Adicionalmente, la mayoría de estos aislados, como DBII42, CSII33 

o FMP21, fueron identificados como P. solitum con suficiente fiabilidad por el 

sistema Microstation de Biolog (Tabla IV.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.4. Perfil de metabolitos secundarios obtenido mediante HPLC-UV a 

partir de los extractos clorofórmicos de DBII42 y CSI54 caracterizados por las técnicas 
clásicas como P. commune y P. solitum respectivamente. 

 

Los aislados DBII41, DBII42 y CSII16, incluidos en el perfil IV, fueron 

caracterizados por las técnicas clásicas como P. commune, y como P. solitum por 

min0 5 10 15 20 25 30

mAU   

-300

-200

-100

0

100

200

300

400

*VWD1 A, Wavelength=254 nm (RAQUEL3\DBII42ME.D)
*VWD1 A, Wavelength=254 nm (RAQUEL3\CSI54ME.D)

min0 5 10 15 20 25 30

mAU   

-300

-200

-100

0

100

200

300

400

*VWD1 A, Wavelength=254 nm (RAQUEL3\DBII42ME.D)
*VWD1 A, Wavelength=254 nm (RAQUEL3\CSI54ME.D)



DISCUSIÓN 

 183

el sistema Microstation de Biolog. Ambas especies muestran una morfología 

similar en los medios de cultivo utilizados de forma clásica para la identificación 

de mohos y producen la misma reacción básica en el medio CSN (Pitt y Hocking, 

1997; Pitt, 1993). En cambio, la mayoría de cepas de P. commune producen ácido 

ciclopiazónico a diferencia de las cepas de P. solitum (Lund, 1995). Esta 

micotoxina no se detectó en ninguno de los extractos clorofórmicos obtenidos a 

partir de los aislados caracterizados como P. commune por las técnicas clásicas. 

Además, dichos mohos mostraron el mismo perfil de metabolitos secundarios que 

los aislados caracterizados como P. solitum tanto por las técnicas clásicas como 

por el sistema de Biolog, los cuales tampoco produjeron ácido ciclopiazónico en 

los medios de cultivo ensayados. Por ello, todos los aislados incluidos en el perfil 

IV de metabolitos secundarios deben considerarse como P. solitum. 

 

En cuanto a los aislados DBI17, DBI12, DBI32 y CSI44, caracterizados por 

las técnicas clásicas como P. viridicatum, también fueron identificados como P. 

solitum por el sistema Microstation de Biolog. No obstante, mostraron el perfil III 

de metabolitos secundarios, totalmente diferente al del resto de mohos 

identificados como P. solitum, que fueron incluidos en el perfil IV. Además, 

produjeron una reacción ácida en el medio CSN, a diferencia de los aislados 

identificados como P. solitum que producen una reacción básica (Pitt, 1993). Esta 

característica hace que se consideren como cepas de P. viridicatum y no de P. 

solitum. 

 

Por otra parte, los aislados CSII42 y CSII52, que mostraron el perfil II de 

metabolitos secundarios, fueron caracterizados por las técnicas clásicas y por el 

sistema de Biolog como P. aurantiogriseum y P. polonicum respectivamente. 

Ambas especies son prácticamente indistinguibles en función de la morfología 

mostrada en los medios de cultivo utilizados de forma clásica en la identificación 

fúngica (Lund y Frisvad, 1994). No existe un criterio unánime respecto de la 

identidad de P. polonicum. Algunos autores opinan que se trata de una variedad 

dentro de la especie P. aurantiogriseum (Pitt y Hocking, 1997), mientras que 
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otros afirman que son especies independientes (Samson y col., 1995, 1996; 

Smedsgaard y Frisvad, 1996, 1997). No obstante, la producción de verrucosidina 

es una característica descrita para P. polonicum en la bibliografía (Smedsgaard y 

Frisvad, 1996, 1997). Esta micotoxina fue detectada en los extractos 

clorofórmicos de CSII42 y CSII52, por lo que deben identificarse como P. 

polonicum y no como P. aurantiogriseum. 

 

Por otro lado, el tipo de inhibición mostrada por los distintos aislados en las 

placas multipocillo no se corresponde totalmente con la identificación realizada. 

Así, las cepas caracterizadas como P. solitum incluidas en el perfil IV de 

metabolitos secundarios, como DBII42, DBI11, DBI41 o DBII23, produjeron 

diferentes tipos de inhibición en placas multipocillo. Algo similar sucede con los 

aislados del perfil I de metabolitos caracterizados como P. chrysogenum, que 

muestran tipos de inhibición diferentes (Tabla IV.2). 

 

Al margen de que las pruebas efectuadas no sean suficientes para una 

identificación completa de los mohos aun habiéndose utilizado una combinación 

de técnicas como han propuesto algunos autores (Lund y Frisvad, 1994; Lund, 

1995a,b; Larsen y Frisvad, 1995a,b), estos métodos permitieron la clasificación de 

las cepas y sirvieron a uno de los objetivos del trabajo: conseguir seleccionar 

mohos diversos para obtener diferentes compuestos con actividad antifúngica. 

 

PRODUCCIÓN DE MICOTOXINAS. 

 

La baja actividad de agua, unida a la alta concentración de sal y el alto 

contenido proteico, convierten a los productos cárnicos madurados en sustratos 

favorables para el desarrollo fúngico, aunque no para la producción de 

micotoxinas (Beuchat, 1987). No obstante, cepas de P. polonicum y P. commune 

aislados de jamón curado son capaces de producir verrucosidina y ácido 

ciclopiazónico respectivamente, en medios de cultivo constituidos 

fundamentalmente por extracto de carne (Núñez y col., 1999; Sosa y col., 2002). 
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Además, al menos durante ciertos periodos del proceso de maduración, se ha 

detectado la formación de micotoxinas en distintos productos cárnicos madurados 

(Bullerman y col., 1969; Escher y col., 1973; Halls y Ayres, 1973; Wu y col., 

1974a; Cantoni y col., 1982; Skrinjar y Horvat-Skenderovic, 1989; Leistner, 1984; 

Gareis y Scheuer, 2000). Por todo lo anterior, resulta de gran interés estudiar el 

potencial toxigénico de las cepas productoras de proteínas con actividad 

antifúngica que puedan utilizarse como cultivos protectores en productos cárnicos 

madurados. 

 

Debido al gran número de toxinas producidas por mohos del género 

Penicillium (Pohland, 1993; Sweeney y Dobson, 1998), algunos autores utilizan 

ensayos biológicos para estimar el potencial toxigénico de estos microorganismos 

(Wu y col., 1974b; Núñez y col., 1996b; López-Díaz y col., 2001). No obstante, 

con estos métodos no es posible relacionar el efecto tóxico con la producción de 

determinadas micotoxinas. Por el contrario, los análisis mediante cromatografía 

líquida de alta resolución acoplada a un detector de masas (HPLC-MS; Núñez y 

col., 2000; Rundberget y Wilkins, 2002) y por electroforesis capilar micelar 

electrocinética (MECC; Nielsen y col., 1996; Martín y col., 2004) permiten la 

separación y detección de múltiples micotoxinas en un único análisis. Los 

resultados obtenidos en este estudio fueron prácticamente idénticos con las dos 

técnicas utilizadas. 

 

La mayoría de las especies del género Penicillium analizadas están 

consideradas como potencialmente toxigénicas (Frisvad y Thrane, 1995). De 

hecho, se detectaron ácido secalónico, ácido ciclopiazónico, ocratoxina A y 

verrucosidina, producidas por 7 de los 37 aislados seleccionados, identificados 

como P. chrysogenum, P. camemberti, P. verrucosum y P. polonicum (Tabla 

IV.3). 
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Tabla IV.3. Micotoxinas detectadas en los extractos clorofórmicos de los 37 
aislados seleccionados mediante cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un 
detector de masas (HPLC-MS) y por electroforesis capilar micelar electrocinética 
(MECC). 

 
HPLC-MS  MECC 

     AISLADO MICOTOXINA 
Masa 

Tiempo de 
retención 

(min) 

Área 
(UAA) 

 Tiempo de 
retención 

(min) 

Máximos de 
absorbancia 

(λ) 

P. chrysogenum 

RB41C 
ácido secalónico 639,5 21,60 1,7x1010 

 

P. chrysogenum 

AS51D 
ácido secalónico 639,3 21,50 3x109 

 

P. chrysogenum 

AMB11 
ácido secalónico 639,5 21,54 7,1x109 

 

10,0 
246 343 

363c 

P. verrucosum 

AB11C 
ocratoxina A 404,1 17,01 1,4 x109 

 
13,2 ec, 217, 381 

P. camemberti 

AMP61 

ácido 

ciclopiazónico 
337,6 22,74 1,2x1010 

 
13,9 

225c 262 

283 

P. polonicum 

CSII42 
verrucosidina 417,2 27,42 1,6 x106 

 
nd 

P. polonicum 

CSII52 
verrucosidina 417,4 27,34 4,5 x105 

 
nd 

 
c  Longitud de onda a la que se detectó la máxima absorbancia. 
e, máximo de absorción por debajo de 190 nm. 
nd: micotoxina no detectada. 
 

El número de aislados capaces de producir micotoxinas in vitro detectado, 

contrasta con los resultados obtenidos en estudios sobre la población fúngica de 

productos cárnicos madurados como el chorizo (López-Díaz y col., 2001) o el 

jamón curado (Díaz, 1996, 1999). No obstante, no debe extrañar el bajo 

porcentaje de mohos productores de micotoxinas por diversas razones. En primer 

lugar, el aislamiento de mohos no ha sido representativo de la población, ya que el 
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objetivo fue el de obtener la mayor diversidad de especies posible. En segundo 

lugar, en los diferentes procesos de selección no se favoreció a los aislados que 

mostraron actividad antifúngica en los extractos clorofórmicos, la cual podría 

deberse a la producción de metabolitos tóxicos. 

 

A diferencia de P. chrysogenum Pg131 y Pg341 (Núñez y col., 1996b), los 

otros tres aislados caracterizados como P. chrysogenum seleccionados, RB41C, 

AS51D y AMB11, produjeron ácido secalónico, que se detectó por ambas 

técnicas. Aunque la producción de roquefortina C y ácido secalónico ha sido 

descrita en cepas de P. chrysogenum (Frisvad y Filtenborg, 1989), en estudios 

realizados con mohos de esta misma especie aislados de jamón curado, entre los 

que se encuentran P. chrysogenum Pg131 y Pg341, no se detectó la producción 

ninguna de estas micotoxinas (Díaz, 1999; Martín y col., 2004). 

 

Por otra parte, en los extractos correspondientes al aislado caracterizado 

como P. camemberti AMP61 se detectó mediante ambas técnicas ácido 

ciclopiazónico (Figura IV.5). De hecho, este moho se ha descrito en la 

bibliografía como uno de los mayores productores de esta micotoxina (Engel y 

Teuber, 1989; Le Bars, 1979, 1990). 

 

P. verrucosum se considera uno de los principales productores de ocratoxina 

A (Frisvad y col., 1999) y de otras micotoxinas como citrinina (El-Banna y col., 

1987), de hecho en los extractos clorofórmicos del único aislado caracterizado de 

esta especie se detectó ocratoxina A. Además, en alimentos como quesos y 

productos cárnicos con un alto contenido en grasas y proteínas, en los que puede 

desarrollarse este moho, se ha detectado dicha micotoxina (Gareis y Scheuer, 

2000). 

 

 

 

 



DISCUSIÓN 

 188

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.5. Electroferograma y cromatograma obtenidos mediante MECC y 

HPLC-MS a partir del extracto clorofórmico de P. camemberti AMP61 incubado en MEB 
durante 15 días a 25ºC. 

 

A diferencia de lo ocurrido con las demás micotoxinas, la verrucosidina 

producida por los dos aislados caracterizados como P. polonicum, concretamente 

CSII42 y CSII52, únicamente pudo detectarse mediante HPLC-MS, posiblemente 

debido a que ambos mohos la produjeron en pequeñas cantidades (Tabla III.7). La 

gran mayoría de los aislados de alimentos de esta especie producen verrucosidina 
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(Lund y Frisvad, 1994), incluyendo los procedentes de jamón curado (Díaz, 1999; 

Núñez y col., 2000). 

 

En los extractos de los aislados caracterizados como P. viridicatum no se 

detectaron micotoxinas. En cambio, se han descrito cepas de P. viridicatum que 

producen octatoxina A en cereales (Pohland y col., 1992), citrinina en jamón (Wu 

y col., 1974a), o ácido ciclopiazónico en medios de cultivo constituidos 

únicamente por extracto de levadura y sacarosa (Tabuc y col., 2004).  

 

La bibliografía recoge abundantes evidencias de que P. solitum produce gran 

variedad de metabolitos secundarios tóxicos de las familias de las ciclopeninas, 

viridicatinas y compactinas (Frisvad y Filtenborg, 1989; Svendsen y Frisvad, 

1994; Lund, 1995b; Pitt y Hocking, 1997). Incluso se han detectado dichas 

toxinas en extractos obtenidos in vitro a partir de cepas de P. solitum aisladas de 

jamón (Díaz, 1999). No obstante, estas toxinas no pudieron detectarse en los 

extractos de los aislados caracterizados como P. solitum (Tabla IV.2). Por otra 

parte, estos mohos no produjeron en cantidad detectable ninguna de las 

micotoxinas estudiadas (Tabla III.6). 

 

En los extractos clorofórmicos obtenidos de P. olsonii RP42C no se detectó 

ninguna de las 22 micotoxinas analizadas, lo que corresponde con los resultados 

obtenidos en un estudio realizado con cepas de P. olsonii aisladas de chorizo 

(López-Díaz y col., 2001). De manera similar, en los extractos de las 3 cepas de P. 

nalgiovense seleccionadas tampoco se detectó ninguna micotoxina, si bien era lo 

esperable dado que se incluyeron en el presente estudio precisamente porque 

habían sido descritas como no toxigénicas en la bibliografía (Núñez y col., 1996b; 

Díaz, 1999; Geisen, 2000). 

 

Finalmente, el hecho de que por el objetivo del presente estudio se hayan 

descartado la mayoría de mohos del género Aspergillus/Eurotium, hacía poco 

probable que se obtuviesen aislados productores de aflatoxinas, dado que dicho 
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género incluye las especies productoras aisladas de productos cárnicos madurados 

(Strzelecki y col., 1969; Escher y col., 1973; Rojas y col., 1991). 

 

La producción de micotoxinas depende de factores como el tipo de sustrato, 

temperatura, actividad de agua, pH o disponibilidad de oxígeno (Lacey, 1989; 

Núñez y col., 1999; Sosa y col., 2002), por lo que el hecho de no haber detectado 

ninguna micotoxina en los extractos no implica necesariamente la inocuidad de 

estas cepas de mohos. No obstante, para el cultivo de los microorganismos se 

emplearon medios de cultivo con un alto contenido en hidratos de carbono, 

sustrato óptimo para la producción de micotoxinas (Beuchat, 1987), lo que 

permite ser optimistas respecto al potencial toxigénico de las cepas seleccionadas, 

especialmente P. olsonii RP42C. 

 

IV.2. OBTENCIÓN DE LOS COMPUESTOS RESPONSABLES DE LA 

INHIBICIÓN. 

 

Para obtener los compuestos de naturaleza proteica responsables de la 

inhibición se utilizó en primer lugar la cromatografía de intercambio iónico, 

técnica empleada por numerosos autores para la obtención de péptidos con 

actividad antifúngica (Lacadena y col., 1995; Marx y col., 1995; Martínez-Ruiz y 

col., 1997; Lee y col., 1999; Wang y Ng, 2001a,b, 2003; Chu y col., 2003). 

Además, el fraccionamiento con columnas de intercambio catiónico permitió 

descartar las proteínas de carácter más aniónico o hidrofóbico que pudieran estar 

presentes en el medio de cultivo, cuya actividad está más relacionada con la 

toxicidad para células de mamíferos que con el efecto antifúngico (Broekaert y 

col., 1992; Koo y col., 1998; Hong y col., 2001). 

 

Para la obtención de los compuestos responsables de la inhibición, se 

seleccionaron 15 cepas incluyendo mohos de los diversos tipos de inhibición 

descritos en los ensayos realizados en placas multipocillo (véase Tabla III.5). La 

mayoría de los aislados clasificados como Tipo SC fueron descartados, ya que la 
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actividad mostrada por el medio de cultivo no se recuperaba íntegramente en la 

fase acuosa, por lo que dicha actividad podría deberse a compuestos que no fueran 

de naturaleza proteica. 

 

Cada microorganismo se incubó durante 15 días a 25ºC en MEB y PDB. 

Posteriormente se obtuvieron 28 fracciones por cromatografía de intercambio 

catiónico a partir del medio libre de células. La actividad de cada fracción se 

evaluó en placas multipocillo frente a P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332, 

A. niger An261 y P. solitum Ps321 (véase apartado II.2.2.1).  

 

De igual manera, la actividad de las fracciones obtenidas por cromatografía 

de intercambio catiónico a partir de los medios de cultivo incubados sin inocular, 

fueron evaluadas en placas multipocillo frente a las cepas de referencia. Cabía la 

posibilidad de que la cromatografía de intercambio catiónico concentrara en 

determinadas fracciones algunos de los constituyentes de los medios, provocando 

un mayor o menor desarrollo de las cepas de referencia. Del mismo modo, el 

gradiente de NaCl utilizado para eluir las distintas fracciones, también podía tener 

un efecto negativo en el desarrollo de los mohos indicadores de la inhibición. De 

hecho, los resultados obtenidos confirmaron el efecto tanto del medio de cultivo 

como del gradiente de NaCl utilizado en la elución sobre las cepas de referencia 

(Figura IV.6). 

 

Concretamente, las fracciones obtenidas a partir del medio PDB produjeron 

un retraso (p<0,05) en el desarrollo de P. solitum Ps321 a las 96 h de incubación. 

Algo similar ocurrió con P. echinulatum Pe321, pero en este caso al incubar con 

las fracciones obtenidas de MEB. Por otra parte, aunque los medios de cultivo no 

influyeron significativamente en el crecimiento de P. commune Pc332, sí se 

detectó un menor desarrollo en las fracciones con mayor concentración de NaCl. 

Finalmente, no se detectaron diferencias significativas en el desarrollo de A. niger 

An261 ni con los dos medios de cultivo ni con las distintas concentraciones de 

NaCl (Figura IV.6). 
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Figura IV.6. Inhibición originada por las distintas fracciones obtenidas por 

cromatografía de intercambio catiónico a partir de los medios de cultivo estériles sobre 
las cepas de referencia (p<0,05) a las 96 h de incubación. Valores expresados como 
diferencia de absorbancia con respecto al desarrollo de las cepas de referencia en el 
tampón de elución A. 

 

En las 28 fracciones obtenidas a partir de cada aislado seleccionado eluyeron 

los diferentes compuestos en función de su carga, y se agruparon en fracciones 

obtenidas con baja (fracciones A1 a A7), media (fracciones A8 a B10) y alta 

(fracciones B8 a C6) fuerza molar (véase apartado II.2.2.1), según la 

concentración de NaCl requerida para la elución.  

 

Para la realización del estudio estadístico, se comparó el desarrollo de las 

cepas de referencia con cada una de las 28 fracciones obtenidas de los aislados 

seleccionados, con el desarrollo en presencia de las mismas fracciones obtenidas 

por intercambio catiónico a partir de los medios de cultivo estériles. De este modo 
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podía eliminarse la interferencia producida por los medios de cultivo y por el 

gradiente de NaCl. 

 

En la Tabla IV.4 se muestra el tipo de inhibición en placas multipocillo 

mostrada por los aislados seleccionados, la fuerza molar a la que se obtuvieron las 

fracciones activas (p<0,05) por cromatografía de intercambio catiónico a partir de 

los mismos, y el espectro de inhibición de las fracciones eluídas con una fuerza 

molar similar. 

 

Los resultados obtenidos a partir de P. viridicatum DBI23 mostraron el 

mayor número de fracciones activas (p<0,05) y fundamentalmente al ser incubado 

en MEB (Tabla IV.4). Esto explica los grandes halos de inhibición observados en 

los ensayos realizados en medio sólido (Tabla IV.1), así como la intensa actividad 

mostrada por la fase acuosa en los ensayos de inhibición en placas multipocillo 

(véase Tabla III.5).  

 

A partir de P. nalgiovense BFE66, P. camemberti AMP61, P. chrysogenum 

AS51D y P. olsonii RP42C, se obtuvieron fracciones activas que eluían con baja, 

media y alta fuerza molar (Tabla IV.4). De manera general, las fracciones eluídas 

con mayor fuerza molar mostraron el espectro de inhibición más amplio, 

independientemente del medio de cultivo a partir del que se obtuvieron. No 

obstante en esos casos, la actividad de los compuestos eluídos en dichas 

fracciones puede estar siendo potenciada por el efecto del NaCl (Figura IV.6). Por 

otro lado, las que eluyeron con baja fuerza molar fundamentalmente resultaron 

activas frente a P. commune Pc332 y cuando se obtenían a partir de PDB. Las 

fracciones eluídas con fuerza molar media mostraron actividad en su mayoría 

frente a P. commune Pc332 y A. niger An261 (véase Tabla III.12). 
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Tabla IV.4. Fuerza molar de elución y espectro de inhibición de las fracciones 
activas obtenidas por cromatografía de intercambio iónico a partir de las cepas 
seleccionadas incubadas en MEB o PDB. 

 
FRACCIONES ACTIVAS 1 

CEPAS TIPO de 
INHIBICIÓN Fuerza molar 

de elución Espectro de inhibición 2 

    

P. viridicatum DBI23 P 

B 
 

M 
 

A 

Ps321, Pc332, An261 
 

Ps321, Pe321, Pc332, An261 
 

Ps321, Pe321, Pc332, An261 

    

P. nalgiovense BFE66 F 
P. camemberti AMP61 P 
P. chrysogenum AS51D P-PDB 

P. olsonii RP42C P 

B 
 

M 
 

A 

Pc332 
 

Pc332, An261 
 

Ps321, Pe321, Pc332, An261 

    

P. solitum CSI54 SC+A 
P. solitum DBI11 SC+A 

P. solitum CSII33 SC+A 

B 
 

M 

Pc332, An261 
 

Pc332, An261 

    

P. chrysogenum RB41C P 
P. chrysogenum AMB11 P-PDB 
P. verrucosum AB11C P-MEB 
P. commune DBII41 P-nig 
P. solitum DBII22 P-nig 

P. chrysogenum Pg341 SC 
P. solitum CBII57 SC+A 

B 
 

M 
 

A 
 

Ps321, Pe321, Pc332, An261 

    
 
1 Fracciones activas eluídas con baja (B), media (M) y alta (A) fuerza molar 

obtenidas mediante cromatografía de intercambio catiónico. 
2  P. solitum Ps321, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332 y A. niger An261. 
 

También se obtuvieron fracciones al eluir con baja y media fuerza molar a 

partir de las cepas de P. solitum DBI11, CSI54 y CSII33, activas 

fundamentalmente frente a P. commune Pc332 y A. niger An261 (Tabla IV.4). No 

obstante, la fase acuosa de estos tres aislados sólo produjo inhibición en los 

ensayos realizados en placas multipocillo frente a P. commune Pc332, y cuando se 
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obtenía a partir de PDB (véase Tabla III.5). Esto puede indicar que en las 

fracciones obtenidas con fuerza molar baja y media eluyen compuestos sensibles 

al tratamiento con cloroformo. De ser así, la intensa inhibición producida por P. 

camemberti AMP61, P. chrysogenum AS51D y P. olsonii RP42C en placas 

multipocillo podría deberse básicamente a los compuestos eluídos en las 

fracciones de alta fuerza molar, que además de mostrar un amplio espectro de 

inhibición, también resistirían el tratamiento con cloroformo.  

 

Por otro lado, la actividad de la fase acuosa obtenida de las cepas de P. 

solitum DBI11, CSI54 y CSII33 al incubar en PDB frente a P. commune Pc332 

(véase Tabla III.5), no se recupera en este medio con la cromatografía de 

intercambio catiónico (véase Tabla III.12), por lo que puede ser debida o bien a 

compuestos de naturaleza proteica con carácter aniónico y resistentes al 

tratamiento con cloroformo, o bien a compuestos de naturaleza no proteica.  

 

De forma similar, la actividad mostrada por la fase acuosa obtenida de P. 

nalgiovense BFE66 incubado en MEB en placas multipocillo (véase Tabla III.5) 

frente a P. solitum Ps321, P. echinulatum Pe321 y P. commune Pc332, se debe a 

los compuestos de alta fuerza molar resistentes al cloroformo. El hecho de no 

observar actividad de la fase acuosa obtenida a partir de PDB (véase Tabla III.5) y 

la obtención a partir de dicho medio de fracciones eluídas con baja y media fuerza 

molar activas frente a P. commune Pc332 y A. niger An261 (Tabla IV.4), 

corrobora la hipótesis de la sensibilidad de dichos compuestos al tratamiento con 

cloroformo. 

 

Algunos de los aislados a partir de los que apenas se obtuvieron fracciones 

activas, como P. chrysogenum RB41C y AMB11, o P. verrucosum AB11C (véase 

Tabla III.12), mostraron una inhibición muy intensa al incubar con la fase acuosa 

en los ensayos realizados en placas multipocillo (véase Tabla III.5). Esta actividad 

podría deberse a péptidos o proteínas de carácter aniónico o bien a compuestos 

hidrosolubles de naturaleza no proteica. 
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Estos resultados indican que la inhibición observada se debe a distintos 

compuestos activos que eluyen tanto con fuerza molar baja o media como alta y 

que muestran diferente sensibilidad al tratamiento con cloroformo y distintos 

espectros de inhibición. En este sentido, un mismo moho puede liberar al medio 

un gran número de proteínas con actividades diversas. De hecho se ha descrito 

una cepa de Aspergillus giganteus que produce dos proteínas con actividad 

antimicrobiana: α-sarcina, que es una ribonucleasa citotóxica (Olson y Goerner, 

1965; Wool, 1984; Wnendt y col., 1993), y una proteína con actividad antifúngica 

(Wnendt y col., 1994; Lacadena y col., 1995).  

 

Por otra parte, existe una gran similitud en la actividad de los compuestos 

eluídos con alta fuerza molar (véase Tabla III.12), lo que sugiere que pudiera 

tratarse de proteínas de una misma familia producidas por mohos de diferentes 

especies de Penicillium. Así, se ha puesto de manifiesto una gran similitud en 

cuanto a tamaño, carga y estructura, entre proteínas con actividad antifúngica 

producidas por mohos incluso de diferente género (Nakaya y col., 1990; Lacadena 

y col., 1995; Marx y col., 1995; Lee y col., 1999). 

 

Para la siguiente etapa de purificación se seleccionaron las fracciones 

obtenidas mediante cromatografía de intercambio catiónico que mostraron mayor 

actividad (véase Tabla III.13), señaladas con flechas en las Figuras IV.7, IV.8 y 

IV.9. Se empleó la cromatografía de filtración en gel, técnica utilizada por 

diversos autores para la purificación de proteínas con actividad antifúngica 

(Lacadena y col., 1995; Martínez-Ruiz y col., 1997; Wang y Ng, 2001a,b, 2003; 

Chu y col., 2003; Gomes y col., 2005). 

 

A partir de la fracción B5 eluída con alta fuerza molar obtenida de P. olsonii 

RP42C incubado en MEB o PDB (Figura IV.7), se purificó por filtración en gel 

una proteína de aproximadamente 9 kDa (véanse Figura III.15; Tabla III.19), 

activa frente a P. solitum Ps321, P. echinulatum Pe321, P. commune Pc332 y A. 

niger An261 (véase Tabla III.14).  
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Figura IV.7. Inhibición originada por las distintas fracciones obtenidas por 

cromatografía de intercambio catiónico a partir de P. olsonii RP42C incubado en MEB y 
PDB sobre las cepas de referencia (p<0,05) a las 96 h de incubación. Valores expresados 
como diferencia de absorbancia con respecto al desarrollo de las cepas de referencia con 
la misma fracción obtenida a partir del medio correspondiente estéril. Las flechas indican 
las fracciones activas (p<0,001) seleccionadas para la purificación por cromatografía de 
filtración en gel. 

 

Esta proteína se seleccionó para los estudios posteriores debido en primer 

lugar al mayor espectro de inhibición mostrado. También resultó de gran interés el 

hecho de que fuera la proteína de mayor carácter catiónico purificada, 

característica relacionada por un lado con una mayor actividad antifúngica y por 

otro con un menor efecto tóxico para las células de mamíferos (Hong y col., 

2001). Finalmente, su menor peso molecular podría conferir una mayor resistencia 

frente al ataque de proteasas presentes en los productos cárnicos madurados, ya 

sean liberadas por mohos desarrollados en la superficie de estos productos 

(Trigueros y col., 1995; Rodríguez y col., 1998; Benito y col., 2002; Martín y col., 
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2002), o bien utilizadas para acelerar el proceso de elaboración (Roncalés, 1998; 

Fernández y col., 2000). 

 

Por otro lado, a partir de la fracción A11 eluída con fuerza molar media 

obtenida de P. chrysogenum AS51D incubado en MEB (Figura IV.8), se purificó 

una proteína de aproximadamente 38 kDa (véanse Figura III.15; Tabla III.19) 

activa frente a P. commune Pc332 (véase Tabla III.16). Esta proteína podría ser 

también responsable de la actividad frente a A. niger An261 mostrada tanto por la 

fase acuosa (véase Tabla III.5), como por la fracción A11 que eluye con fuerza 

molar media (véase Tabla III.12). 

 

Se ha descrito una proteína antifúngica de 12 kDa producida por una cepa de 

P. chrysogenum que muestra actividad frente a A. niger (Marx y col., 1995), al 

igual que la producida por P. chrysogenum AS51D. No obstante, no puede 

tratarse de la misma proteína ya que la de 12 kDa no se detecta al cultivar en 

medios con un 2% de glucosa, como es el caso del agar o caldo extracto de malta, 

al estar su expresión regulada por la fuente de carbono (Marx y col., 1995). 
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Figura IV.8. Inhibición originada por las distintas fracciones obtenidas por 

cromatografía de intercambio catiónico a partir de P. chrysogenum AS51D incubado en 
MEB y PDB sobre las cepas de referencia (p<0,05) a las 96 h de incubación. Valores 
expresados como diferencia de absorbancia con respecto al desarrollo de las cepas de 
referencia con la misma fracción obtenida a partir del medio correspondiente estéril. Las 
flechas indican las fracciones activas (p<0,001) seleccionadas para la purificación por 
cromatografía de filtración en gel. 

 

Por otra parte, a partir la fracción A4 eluída con baja fuerza molar obtenida 

de P. nalgiovense BFE66 incubado en PDB (Figura IV.9), se obtuvo una fracción 

activa frente a P. commune Pc332 (véase Tabla III.17), en la que eluyeron 3 

compuestos de 75, 69 y 62 kDa aproximadamente (véanse Figura III.15; Tabla 

III.19).  
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Figura IV.9. Inhibición originada por las distintas fracciones obtenidas por 

cromatografía de intercambio catiónico a partir de P. nalgiovense BFE66 incubado en 
MEB y PDB sobre las cepas de referencia (p<0,05) a las 96 h de incubación. Valores 
expresados como diferencia de absorbancia con respecto al desarrollo de las cepas de 
referencia con la misma fracción obtenida a partir del medio correspondiente estéril. La 
flecha indica la fracción activa (p<0,001) seleccionada para la purificación por 
cromatografía de filtración en gel. 

 

De manera similar al caso anterior, recientemente se ha secuenciado en esta 

misma cepa de P. nalgiovense BFE66 un gen (Geisen, 2000), con alta homología 

con el que codifica la proteína de 12 kDa con actividad antifúngica de P. 

chrysogenum (Marx y col., 1995). Al igual que anteriormente, tampoco se ha 

detectado la proteína de 12 kDa en los medios donde se incubó P. nalgiovense 

BFE66, con la diferencia de que en este caso se trata de la misma cepa. Esto 

puede deberse a que realmente Geisen (2000) no comprobó la producción de 

dicha proteína por parte de P. nalgiovense BFE66, sino que lo dedujo a partir de 

la secuenciación del gen homólogo al de P. chrysogenum. 
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En el caso de estos dos mohos, P. chrysogenum AS51D y P. nalgiovense 

BFE66, los compuestos obtenidos podrían ser precursores de una proteína 

antifúngica de mayor peso molecular, como se ha descrito para proteínas con 

actividad antifúngica producidas por P. chrysogenum (Marx y col., 1995) y A. 

giganteus (Martínez-Ruiz y col., 1997). No obstante estos precursores, además de 

ser formas inactivas, suelen detectarse únicamente en las primeras 48-60 h de 

incubación pues son rápidamente hidrolizados por proteasas extracelulares hacia 

las formas activas (Martínez-Ruiz y col., 1997), de menor tamaño y 

extremadamente resistentes al tratamiento con proteasas (Lacadena y col., 1995).  

 

En cualquier caso, lo más probable es que las proteínas de 38 kDa, y de 75 a 

62 kDa, obtenidas de P. chrysogenum AS51D y P. nalgiovense BFE66, 

correspondan a proteínas de mayor peso molecular diferentes a la producida por 

P. chrysogenum (Marx y col., 1995). Se han descrito multitud de proteínas 

antifúngicas (Selitrennikoff, 2001) entre las que se encuentran ciertas proteínas 

con actividad quitinasa cuyas masas están entre 26 y 43 kDa (Nielsen y col., 1997; 

Watanabe y col., 1999) algunas de las cuales se han aislado a partir de mohos 

(Mathivanan y col., 1998; Kang y col., 1999). También se han descrito proteínas 

con un peso molecular aproximado de 60 kDa (Zhang y col., 1999) con actividad 

antifúngica, que provocan la inhibición de la síntesis de proteínas, como es el caso 

de la α-sarcina, una ribonucleasa producida por A. giganteus (Wool, 1984; 

Wnendt y col., 1993, 1994; Hao y col., 1998). 

 

En este sentido, debe tenerse en cuenta que tanto P. chrysogenum AS51D 

como P. nalgiovense BFE66, mostraron actividad en otras fracciones eluídas con 

alta fuera molar, y que por lo tanto se corresponderían con lo esperable para la 

proteína de fuerte carácter catiónico de 12 kDa descrita para P. chrysogenum 

(Marx y col., 1995). No obstante, estas fracciones no se analizaron por 

cromatografía de filtración en gel porque sus características coincidían 

plenamente con las fracciones obtenidas a partir de P. olsonii RP42C, que 
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mostraron mayor actividad y por ello fueron las que se seleccionaron para los 

estudios posteriores. 

 

Por otra parte, el aislado P. chrysogenum AS51D produjo ácido secalónico 

en cultivos in vitro, lo que resulta inaceptable para su utilización como cultivo 

protector. No obstante, esto no implica que sea capaz de producir esta micotoxina 

en productos cárnicos madurados, sustrato menos óptimo por su alto contenido 

proteico (Beuchat, 1987), ya que además a producción de metabolitos tóxicos 

depende de múltiples factores como ya se ha apuntado anteriormente (Lacey, 

1989; Núñez y col., 1999; Sosa y col., 2002). Por todo esto, no se descarta la 

caracterización de las proteínas antifúngicas producidas por P. chrysogenum 

AS51D y P. nalgiovense BFE66 en trabajos futuros. 

 

Finalmente, aunque las fracciones obtenidas por intercambio iónico a partir 

de P. viridicatum DBI23 (Figura IV.10), mostraron una gran actividad antifúngica 

(véase Tabla III.12), cuando se intentaron purificar los compuestos responsables 

de la inhibición mediante cromatografía de filtración en gel no se obtuvieron 

fracciones activas (véase Tabla III.18). Para descartar la posibilidad de que los 

compuestos activos no fueran detectados a 214 nm, se ensayó la actividad en 

placas multipocillo de todas las fracciones eluídas de la columna de filtración en 

gel. En ese caso volvieron a obtenerse los mismos resultados. Por ello, en cada 

fracción obtenida por intercambio catiónico deben eluir diferentes compuestos 

activos (detectados o no a 214 nm), que al ser purificados por filtración en gel no 

reproducen por sí solos la actividad mostrada por el conjunto de estos 

compuestos. Asimismo, puede haber ocurrido un fenómeno similar en el caso de 

la fracción A5 eluída con baja fuerza molar obtenida a partir de P. chrysogenum 

AS51D incubado en PDB (Figura IV.8), a partir de la que tampoco se purificaron 

proteínas activas (véase Tabla III.15). 
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Figura IV.10. Inhibición originada por las distintas fracciones obtenidas por 

cromatografía de intercambio catiónico a partir de P. viridicatum DBI23 incubado en 
MEB y PDB sobre las cepas de referencia (p<0,05) a las 96 h de incubación. Valores 
expresados como diferencia de absorbancia con respecto al desarrollo de las cepas de 
referencia con la misma fracción obtenida a partir del medio correspondiente estéril. Las 
flechas indican las fracciones activas (p<0,001) seleccionadas para la purificación por 
cromatografía de filtración en gel. 

 

IV.3. UTILIZACIÓN DE P. olsonii RP42C COMO CULTIVO PROTECTOR. 

 

La producción de una proteína con actividad antifúngica podría suponer para 

P. olsonii RP42C una ventaja adicional para competir frente al resto de mohos que 

se desarrollan en la superficie de los productos cárnicos madurados, lo que sería 

de gran valor para su utilización como cultivo protector. Para ello es necesario que 

el moho esté adaptado a las condiciones ecológicas del producto, es decir, que sea 

capaz de desarrollarse en los valores de temperatura, actividad de agua (aw) y pH 

que se dan a lo largo del proceso de maduración. 

 



DISCUSIÓN 

 204

Entre la población fúngica que se ha aislado de la superficie de distintos 

productos cárnicos madurados, se encuentra con frecuencia P. olsonii (Andersen, 

1995; López-Díaz y col., 2001; Ludemann y col., 2004). De hecho, en el presente 

trabajo se obtuvieron aislados de P. olsonii tanto en postsalado, como en secadero 

y bodega (véase Figura III.2), lo que refleja una adecuada capacidad de desarrollo 

durante el proceso de maduración. Además, en un estudio realizado recientemente 

se comprobó el desarrollo de cepas de P. olsonii aisladas de productos cárnicos 

madurados en un amplio rango de temperaturas (10 a 25ºC), pHs (4,5 a 6,0) y aw 

(0,86 a 0,99), incluso equiparables a las de una cepa de P. nalgiovense utilizada 

frecuentemente como cultivo iniciador en productos cárnicos madurados (López-

Díaz y col., 2002). 

 

En los ensayos en los que se inoculó P. olsonii RP42C en el medio de 

extracto de carne (ECB; véase Tabla III.21), para simular las condiciones de 

fuente de nitrógeno, pH y temperatura que se dan durante el proceso de 

elaboración algunos productos cárnicos madurados (Córdoba y col., 1994; 

Rodríguez y col., 1994; Núñez y col., 1996a,b; López-Díaz y col., 2002), se 

observó que este microorganismo es capaz de crecer a pH 4,5; 5,5 y 6,5; y a 

temperaturas de 15, 20, 25 y 30ºC, cuando la aw del medio es de 0,99. A valores 

de 0,96 de aw se registró un mayor desarrollo del moho, excepto al incubar a pH 

4,5 a temperaturas de 15 y 30ºC.  

 

Sin embargo, en ninguna de las combinaciones ensayadas con aw de 0,96 se 

detectó la producción de la proteína antifúngica (véase Tabla III.21). En estudios 

realizados con A. giganteus se ha comprobado que no existe correlación entre el 

nivel de crecimiento del moho y la producción de su proteína activa (Meyer y col., 

2002). En este caso además, la expresión de la proteína antifúngica se induce en 

condiciones de estrés (Meyer y col., 2002), lo que podría explicar la mayor 

concentración de proteína activa obtenida con P. olsonii RP42C a aw de 0,99, 

cuando el desarrollo del micelio es menor.  
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Generalmente se detectó una mayor concentración de proteína activa al 

incubar a pH 4,5, siendo este uno de los factores que mayor influencia tienen en la 

producción de metabolitos secundarios en mohos (Espeso y col., 1993; Tilburn y 

col., 1995; Then Bergh y Brakhage, 1998; Denison, 2000; Schmitt y col., 2001). 

De hecho, la proteína antifúngica producida por A. giganteus no se detecta en 

condiciones ácidas de cultivo, y su concentración va aumentando conforme se 

incrementa el pH hasta alcanzar los niveles máximos a pH 8 (Meyer y col., 2002).  

 

A partir de P. olsonii RP42C se obtuvo aproximadamente el doble de 

proteína activa al cultivarse en MEB (véase Tabla III.20) que al ser cultivado en 

ECB (véase Tabla III.21), por lo que la producción de la proteína activa podría 

estar regulada por la fuente de N o C presente en el medio (Marzluf, 1993; Ruijter 

y Visser, 1997; Wilson y Arst, 1998). Las condiciones de cultivo pueden modular 

la producción de determinados metabolitos (Cortassa y col., 2000). De hecho, la 

regulación de la expresión de proteínas en función de la fuente de N o C se ha 

descrito para cepas de P. chrysogenum (Haas y Marzluf, 1995; Haas y col., 1995) 

y A. nidulans (Kulmburg y col., 1993; Cubero y Scazzochio, 1994; Mathieu y 

Felenbok, 1994; Strauss y col., 1999; Mathieu y col., 2001) respectivamente. Del 

mismo modo, la expresión de una proteína con actividad antifúngica producida 

por P. chrysogenum está regulada por el metabolismo del C y del N (Marx y col., 

1995), a diferencia de otra purificada a partir de A. giganteus en cuya expresión 

toma más importancia el pH del medio de cultivo (Meyer y col., 2002).  

 

Para bajar la aw de 0,99 hasta 0,96 se incrementó la concentración de 

extracto de carne de un 2,5% hasta un 20%, y además se añadió un 5% de NaCl. 

Este incremento en la fuente de N puede ser el responsable de que no se produzca 

la proteína activa aun habiendo un mayor desarrollo fúngico en comparación con 

el detectado a aw de 0,99 (véase Tabla III.21). A diferencia de las observaciones 

realizadas con A. giganteus (Meyer y col., 2002), el aumento en la concentración 

de NaCl no conlleva un incremento en la producción de proteína activa en P. 
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olsonii RP42C (véase Tabla III.21), si bien en ese caso se incrementó 

simultáneamente la concentración de extracto de carne.  

 

Los resultados obtenidos apuntan a la necesidad de comprobar directamente 

en carne a distintos valores de aw la capacidad de P. olsonii RP42C de producir la 

proteína con actividad antifúngica, ya que las condiciones de cultivo ejercen una 

gran influencia en la producción.  

 

Finalmente, el cultivo simultáneo de A. giganteus con diferentes 

microorganismos altera la producción de la proteína con actividad antifúngica, 

pudiendo tanto desencadenarla como suprimirla (Meyer y Stahl, 2003). Este 

hecho resulta de gran importancia si el moho productor va a destinarse a la 

utilización como cultivo protector para la elaboración de productos cárnicos 

madurados, en los que la población de mohos en la superficie es muy diversa y 

alcanza un gran desarrollo. Por ello, no sólo es necesario comprobar la producción 

de proteína antifúngica por parte de P. olsonii RP42C en los productos cárnicos 

madurados, sino también cómo se ve influida por la presencia de otros 

microorganismos que puedan desarrollarse en las condiciones de maduración de 

los mismos. 

 

Por otra parte, algunas cepas identificadas como P. olsonii que han sido 

aisladas de productos cárnicos madurados, mostraron actividad proteolítica y 

lipolítica (Ludemann y col., 2004), aptitudes deseables en mohos utilizados como 

cultivos iniciadores para la elaboración de productos cárnicos madurados. 

Además, P. olsonii es una especie fúngica considerada como no toxigénica 

(Frisvad, 1988; Pitt y Hocking, 1997). De hecho, cepas aisladas de productos 

cárnicos madurados no producen micotoxinas como ácido ciclopiazónico, ácido 

micofenólico, patulina, ocratoxina A o roquefortina en cultivos in vitro, ni 

muestran toxicidad frente a larvas de Artemia salina (López-Díaz y col., 2001). 

Estos resultados son similares a los obtenidos en el presente trabajo, pues en los 
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extractos obtenidos a partir de P. olsonii RP42C no se detectó ninguna de las 22 

micotoxinas estudiadas.  

 

Por todo ello, aunque sea necesario comprobar la producción de la proteína 

antifúngica por parte de P. olsonii RP42C de forma directa en productos cárnicos 

madurados, este moho es posible que reúna las características deseables para ser 

utilizado como cultivo protector en productos cárnicos madurados. 

 

IV.4. CARACTERIZACIÓN DE LA PROTEÍNA CON ACTIVIDAD 

ANTIFÚNGICA. 

 

La cantidad de proteína necesaria para la caracterización, se obtuvo a partir 

de P. olsonii RP42C incubado en MEB a pH 4,5 durante 15 días a 25ºC, ya que 

fueron las condiciones en las que se lograron las concentraciones más altas de 

proteína (véanse Figuras III.11 y III.16; Tabla III.20). 

 

En la caracterización de compuestos antimicrobianos de naturaleza proteica 

tiene gran interés la determinación del punto isoeléctrico, ya que el carácter 

catiónico está relacionado con la actividad antifúngica (Broekaert y col., 1992; 

Nielsen y col., 1997; Koo y col., 1998; Hong y col., 2001). En los últimos años se 

han descrito gran cantidad de proteínas y péptidos con actividad antifúngica, que 

se caracterizan por su fuerte carga catiónica y por la formación de estructuras 

amfipáticas (Maloy y Kari, 1995). La presencia de aminoácidos catiónicos sugiere 

la capacidad de interaccionar con los fosfolípidos aniónicos de membrana 

(Sitaram y Nagaraj, 1999), pudiendo provocar alteraciones en la permeabilidad de 

la misma. Este mecanismo de acción ha sido descrito para péptidos 

antimicrobianos elaborados por algunos invertebrados (Dimarcq y col., 1998) y 

también para algunas defensinas de plantas (Thevissen y col., 1999). Las 

defensinas son un grupo de proteínas y péptidos antimicrobianos producidos por 

mamíferos (Ganz y col., 1990), insectos (Lamberty y col., 1999) y plantas 

(Broekaert y col., 1995), muy similares a las proteínas antifúngicas producidas por 
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mohos en cuanto a su estructura, pequeño tamaño, carácter catiónico y presencia 

de puentes bisulfuro en su estructura. Las defensinas producidas por mamíferos e 

insectos, son de menor tamaño (3 a 5 KDa) y forman canales iónicos en la 

membrana plasmática provocando la pérdida de minerales y metabolitos 

esenciales (Lehrer y col., 1989; White y col., 1995). Las purificadas a partir de 

plantas, en cambio, provocan alteraciones en la permeabilidad de las membranas. 

Por otra parte, algunas de estas defensinas producidas por plantas interaccionan 

con la membrana plasmática fúngica a través de receptores (Thevissen y col., 

1997).  

 

El análisis de la proteína antifúngica producida por P. olsonii RP42C 

mediante electroforesis capilar de isoelectroenfoque reveló un punto isoeléctrico 

de 9,22 (véase Tabla III.23), lo que indica un alto contenido en aminoácidos de 

carga neta positiva (histidina, lisina o arginina). Por otra parte, la electroforesis 

capilar en zona no mostró un máximo de absorbancia a 280 nm (véase Tabla 

III.22) lo que revela un bajo contenido en aminoácidos con anillos aromáticos 

(fenilalanina, tirosina o triptófano). 

 

Hasta el momento sólo se han descrito tres proteínas con actividad 

antifúngica producidas por mohos: Anafp de A. niger (Lee y col., 1999), afp de A. 

giganteus (Wnendt y col., 1994; Lacadena y col., 1995) y paf de P. chrysogenum 

(Marx y col., 1995), con una masa aproximada de 6,6, 5,8 y 12 kDa 

respectivamente. Estas tres proteínas se caracterizan por su pequeño tamaño, por 

tener un alto contenido en residuos de cisteína y por su marcado carácter 

catiónico. Además, sus estructuras terciarias se encuentran estabilizadas por 3 ó 4 

puentes bisulfuro formando estructuras fuertemente amfipáticas (Nakaya y col., 

1990; Campos-Olivas y col., 1995; Lacadena y col., 1995; Marx y col., 1995; Lee 

y col., 1999). Estas estructuras compactas podrían permitir la migración a través 

de los poros de la pared celular posibilitando la interacción de los péptidos con la 

membrana plasmática impidiendo de este modo el desarrollo fúngico (Huang y 

col., 2000; Huang y col., 2002). No obstante, también se han descrito péptidos que 
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no provocan la formación de canales iónicos o poros en las membranas, sino que 

inhiben la síntesis del ADN mediante la interacción con proteínas diana (Tailor y 

col., 1997). En cuanto a las proteínas antifúngicas elaboradas por mohos, 

únicamente ha sido detallado el mecanismo de acción de la producida por A. 

giganteus, que provoca la permeabilización de las membranas fúngicas mediante 

la interacción con la pared celular (Theis y col., 2003, 2005). 

 

Como ya se ha detallado anteriormente, tanto la secuencia de aminoácidos 

como la conformación espacial de las proteínas con actividad antifúngica, resultan 

de gran interés para el estudio del mecanismo de acción. Para analizar la 

secuencia de aminoácidos de proteínas antifúngicas producidas por mohos, se ha 

utilizado la digestión con enzimas proteolíticos, análisis de los péptidos obtenidos 

por espectrometría de masas y secuenciación mediante degradación de Edman 

(Lee y col., 1999). Los fragmentos resultantes de la digestión con enzimas, 

también pueden analizarse mediante espectrometría de masas, comparando los 

espectros de fragmentación en bases de datos. De este modo, se puede evaluar su 

similitud con proteínas recogidas en dichas bases de datos. En un primer análisis 

de la proteína producida por P. olsonii RP42C en el Laboratorio de Proteómica 

del Centro Nacional de Biotecnología del CSIC en Madrid, se realizó una 

digestión con tripsina previa al análisis mediante espectrometría de masas 

MALDI-TOF. La fragmentación no fue lo suficientemente buena como para 

comparar los espectros obtenidos en bases de datos. No obstante, las distintas 

masas detectadas parecían terminar en los aminoácidos TLTPV. Puesto que el 

paso previo al análisis fue la digestión con tripsina, y ésta corta detrás de arginina 

o lisina, la secuencia de estos cinco aminoácidos debe corresponder al extremo 

carboxilo terminal. Los tres últimos aminoácidos, TPV, coinciden con el final de 

la secuencia de la proteína antifúngica producida por A. niger (Lee y col., 1999). 

El motivo de la deficiente fragmentación de la proteína con tripsina puede ser que 

la proteína tenga en su secuencia pocos residuos de arginina o lisina, o bien por su 

resistencia al tratamiento con dicho enzima. Se han descrito péptidos antifúngicos 

producidos por mohos muy resistentes al tratamiento con enzimas proteolíticos 



DISCUSIÓN 

 210

(Lacadena y col., 1995), lo que se atribuye a su compacta estructura estabilizada 

por puentes bisulfuro (Nakaya y col., 1990; Campos-Olivas y col., 1995; 

Lacadena y col., 1995; Marx y col., 1995; Lee y col., 1999). Por otra parte, en un 

análisis posterior de la proteína mediante degradación de Edman se obtuvo la 

secuencia de aminoácidos del extremo amino terminal: LSLFGGEKSLKH, que al 

igual que en el caso de la secuencia obtenida mediante MALDI-TOF, no mostró 

homologías con secuencias de aminoácidos de proteínas antimicrobianas descritas 

en bases de datos. 

 

Por otra parte, los análisis realizados con la proteína sin digerir tanto en el 

Instituto de Investigaciones Químicas y Ambientales del CSIC en Barcelona 

mediante espectrometría de masas MALDI-TOF, como en el Laboratorio de 

Proteómica del Centro Nacional de Biotecnología del CSIC en Madrid mediante 

SELDI-TOF, mostraban un pico de mayor intensidad de unos 6 kDa, otro mucho 

más pequeño sobre 3 kDa, y otro aún mucho más pequeño de aproximadamente 

13 kDa (véanse Figuras III.20 y III.21). Esto es congruente con la masa 

aproximada de 9 kDa observada en los geles de poliacrilamida (véanse Figura 

III.15; Tabla III.19). Según los espectros de MALDI-TOF y SELDI-TOF la masa 

molecular del péptido producido por P. olsonii RP42C es de unos 13 kDa 

(aproximadamente 103 aminoácidos), y las otras dos señales a 6 y 3 kDa 

corresponderían a iones moleculares con dos o cuatro cargas respectivamente, ya 

que el espectrómetro de masas mide relaciones masa/carga. En este caso, la 

especie molecular que se produce en las condiciones en las que se realizaron los 

análisis (matriz, fuerza del láser, etc.) es la de carga 2+. Por otro lado, los 

resultados obtenidos con las matrices CHCA y SPA mediante SELDI-TOF fueron 

muy similares entre sí (véase Figura III.21). En la espectrometría de masas 

SELDI-TOF, la matriz no sólo sirve para absorber el exceso de energía producida 

por el láser, sino que se selecciona para un analito concreto. Concretamente, las 

matrices CHCA y SPA se utilizan respectivamente para análisis de pequeñas 

proteínas o de más de 10 kDa. El hecho de obtener los mismos resultados con 

ambas matrices indica que la proteína está purificada. 
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ESPECTRO DE INHIBICIÓN. 

 

Aunque las tres proteínas antifúngicas producidas por mohos que se 

describen en la bibliografía manifiestan grandes similitudes en cuanto a tamaño, 

carga y estructura (Nakaya y col., 1990; Campos-Olivas y col., 1995; Lacadena y 

col., 1995; Marx y col., 1995; Lee y col., 1999), muestran grandes diferencias con 

respecto al espectro de inhibición. Concretamente, el péptido producido por A. 

niger muestra una intensa actividad frente a diversos mohos de especies e incluso 

géneros diferentes (Aspergillus spp., Fusarium spp. y Trichosporon spp.), 

levaduras y bacterias (Lee y col., 1999). Por el contrario, la proteína producida por 

A. giganteus, además de no resultar activa frente a bacterias o levaduras, 

únicamente inhibe a determinadas especies de mohos de los géneros Penicillium, 

Fusarium y Trichoderma, no resultando activa frente a cepas del género 

Aspergillus (Lacadena y col., 1995). 

 

En los ensayos realizados con la proteína antifúngica producida por P. 

olsonii RP42C para evaluar el espectro de inhibición y el efecto de la 

concentración del compuesto activo (véase Tabla III.24), se observó un 

comportamiento diferente según el moho de referencia utilizado (Figura IV.11). 
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Figura IV.11. Efecto de distintas concentraciones (0 a 60 μgN/ml) de la proteína 

producida por P. olsonii RP42C sobre el desarrollo de las cepas de referencia a las 96 h 
de incubación. 

 

Concretamente, se detectaron mohos, como P. commune Pc131, P. 

polonicum Pp51 y P. aurantiogriseum Pa2918, resistentes a la proteína 

independientemente de la concentración utilizada (véase Tabla III.24), como se 

muestra en la Figura IV.12. Por el contrario, otros como A. niger An261, A. flavus 

Af2687 y P. chrysogenum Pg222, mostraron una gran sensibilidad en todas las 

condiciones ensayadas (véase Tabla III.24), como se muestra en la Figura IV.13.  
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Figura IV.12. Crecimiento de P. polonicum Pp51 en presencia de diferentes 

concentraciones (0,47 a 60 μgN/ml) de la proteína antifúngica producida por P. olsonii 
RP42C a lo largo de 96 h de incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura IV.13. Crecimiento de A. niger An261 en presencia de diferentes 

concentraciones (0,47 a 60 μgN/ml) de la proteína antifúngica producida por P. olsonii 
RP42C a lo largo de 96 h de incubación. 
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Por otro lado, el efecto de la proteína antifúngica en algunas cepas, como P. 

commune Pc332, P. restrictum Pr341 y P. jensenii Pj261, sólo se hizo patente a 

partir de las 48-72 h de incubación independientemente de la concentración de 

proteína utilizada (véase Tabla III.24), como se muestra en la Figura IV.14. Otras 

cepas como P. solitum Ps321 y P. griseofulvum Pg2919, resultaron sensibles sólo 

a concentraciones altas de proteína pero a lo largo de todo el periodo de 

incubación (véase Tabla III.24), como se muestra en la Figura IV.15.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura IV.14. Crecimiento de P. commune Pc332 en presencia de diferentes 

concentraciones (0,47 a 60 μgN/ml) de la proteína antifúngica producida por P. olsonii 
RP42C a lo largo de 96 h de incubación. 

 

Finalmente, la actividad de la proteína antifúngica frente a otros mohos, 

como A. versicolor Av2664, A. parasiticus Ap2682 y P. echinulatum Pe321, fue 

menor conforme disminuía la concentración utilizada y aumentaba el tiempo de 

incubación (véase Tabla III.24), como muestra la Figura IV.16. 
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Figura IV.15. Crecimiento de P. griseofulvum Pg2919 en presencia de diferentes 

concentraciones (0,47 a 60 μgN/ml) de la proteína antifúngica producida por P. olsonii 
RP42C a lo largo de 96 h de incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura IV.16. Crecimiento de A. parasiticus Ap2682 en presencia de diferentes 

concentraciones (0,47 a 60 μgN/ml) de la proteína antifúngica producida por P. olsonii 
RP42C a lo largo de 96 h de incubación. 
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Por otra parte, la actividad de la proteína activa mostrada en placas 

multipocillo, se comprobó en un ensayo de inhibición radial en medio sólido 

frente a algunas de las cepas de referencia (véase apartado II.2.4.6). Los 

resultados obtenidos fueron similares a los anteriormente descritos. De hecho, en 

las placas inoculadas con P. commune Pc131 y P. aurantiogriseum Pa2918, no se 

apreciaban halos de inhibición (véase Figura III.23). En cambio, en las placas 

inoculadas con A. niger An261, P. commune Pc332, A. flavus Af2687, A. 

versicolor Av2664 y P. chrysogenum Pg222, los halos de inhibición 

permanecieron visibles en muchos casos incluso 17 días. 

 

El efecto de algunas proteínas antimicrobianas, como las defensinas, se ha 

explicado por una interacción con los fosfolípidos aniónicos de la membrana 

plasmática (Kagan y col., 1990; Cociancich y col., 1993; De Lucca y Walsh, 

1999). Sin embargo, la distinta respuesta de los mohos sensibles ante la proteína 

producida por P. olsonii RP42C, parece indicar que la interacción con la 

membrana fúngica podría estar mediada por receptores específicos (Oberparleiter 

y col., 2003; Theis y col., 2003). Así, los mohos, como P. polonicum Pp51 (Figura 

IV.12), que no dispongan de dianas concretas en su membrana serían resistentes al 

tratamiento antifúngico (véase Tabla III.24), pudiendo incluso degradar la 

proteína por los procesos metabólicos normales, tal como se ha descrito para la 

proteína antifúngica de A. giganteus (Theis y col., 2003). Por otra parte, la 

sensibilidad moderada que muestran algunos mohos, como P. commune Pc131 y 

P. aurantiogriseum Pa2918 (véase Tabla III.24), puede explicarse por 

interacciones con dianas similares a los receptores específicos de la proteína 

antifúngica. De hecho, en algunas cepas de Saccharomyces cerevisiae y Pichia 

pastoris se han descrito receptores que son responsables de la sensibilidad de estas 

levaduras al tratamiento con determinadas defensinas de plantas, ya que mutantes 

que han perdido estas dianas son resistentes a dichas proteínas (Thevissen y col., 

2000, 2004).  
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En el caso de algunas cepas, como P. commune Pc332 (Figura IV.14), P. 

restrictum Pr341 y P. jensenii Pj261, la sensibilidad al tratamiento con la proteína 

antifúngica sólo se hace patente a partir de las 48-72 h de incubación (véase Tabla 

III.24). Esto puede ser explicado por el modelo propuesto para bacterias por 

Huang (2000) según el cual, las proteínas con actividad antimicrobiana se van 

incorporando a la membrana plasmática permaneciendo en un estado inactivo. 

Mientras la relación proteína/lípidos de membrana es baja, el péptido tiende a ser 

adsorbido por los lípidos manteniéndose en un estado inactivo. Cuando se supera 

un determinado nivel de proteína/lípidos, que es diferente para cada 

microorganismo sensible, el péptido origina poros en la membrana que resultan 

letales para la célula. Esto podría explicar la ausencia de actividad frente a algunas 

cepas, como P. solitum Ps321 y P. griseofulvum Pg2919 (Figura IV.15), hasta que 

no se alcanzan determinadas concentraciones de proteína (véase Tabla III.24). 

También es posible que la conformación de la proteína sufra modificaciones en 

función de la concentración a la que se encuentre, pasando de un estado inactivo a 

otro activo. La concentración que limita estos cambios en la estructura también 

parece ser específica para cada una de las especies sensibles, particularmente de la 

composición lipídica de la membrana plasmática, lo que explicaría el efecto de las 

diferentes concentraciones de proteína frente a las distintas cepas de referencia 

(Huang, 2000).  

 

Por otro lado, la pérdida de actividad de la proteína antifúngica conforme 

aumenta el tiempo de incubación que se observa en el caso de A. versicolor 

Av2664, A. parasiticus Ap2682 (Figura IV.16) y P. echinulatum Pe321 (véase 

Tabla III.24), puede deberse a que esté siendo hidrolizada por proteasas de la cepa 

sensible. En este sentido, se ha descrito que cepas de mohos resistentes a la 

proteína antifúngica producida por A. giganteus, presentan en su interior gran 

cantidad de dicha proteína almacenada en vacuolas (Theis y col., 2003). La 

hidrólisis por proteasas extracelulares, aunque es posible, es menos probable, dada 

la resistencia al tratamiento con enzimas proteolíticos mostrada por las proteínas 

antifúngicas producidas por mohos (Lacadena y col., 1995). 
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Estudios realizados con la proteína antifúngica producida por A. giganteus 

revelan que los determinantes para la especificidad mostrada por dicha proteína 

residen en la capa más externa y en la pared celular de las cepas sensibles. 

Además la membrana plasmática representa la principal diana para la actividad 

antifúngica (Theis y col., 2003, 2005). En este sentido, la composición de lípidos 

de la membrana fúngica, es responsable de la resistencia o sensibilidad de S. 

cerevisiae y P. pastoris al tratamientos con determinadas defensinas producidas 

por plantas (Thevissen y col., 2000, 2004). Dadas las similitudes entre estas 

proteínas antifúngicas y las producidas por mohos, en cuanto a tamaño, carga, 

estructura tridimensional y puentes bisulfuro, la diferente sensibilidad de las cepas 

de referencia a la proteína producida por P. olsonii RP42C, podría explicarse por 

las diferencias en la composición de la membrana fúngica. 

 

SENSIBILIDAD AL TRATAMIENTO CON ENZIMAS DE DISTINTA NATURALEZA. 

 

Durante el proceso de elaboración de los productos cárnicos madurados 

tiene lugar una intensa proteolisis que origina la liberación de péptidos y 

aminoácidos de gran importancia en la formación del sabor y aroma del producto 

acabado (Ventanas y col., 1992; Ordóñez y col., 1999; Martín y col., 2001). No 

obstante, algunos enzimas musculares como las catepsinas, consideradas las 

principales responsables de la proteolisis en carne (Toldrá y Flores, 1998), pueden 

verse inhibidas por la sal y los agentes de curado (Sárraga y col., 1989; Rico y 

col., 1991; Toldrá y col., 1993) a los niveles empleados en la elaboración de 

algunos productos cárnicos madurados (Córdoba y col., 1994; Ordóñez y col., 

1999). Por ello, se ha propuesto la utilización de diferentes enzimas exógenos para 

estimular la proteolisis en las primeras etapas del proceso de elaboración y 

acelerar la maduración de ciertos productos cárnicos (Fernández y col., 2000). 

Entre ellos se encuentran enzimas de plantas, como bromelina, ficina y papaína 

(Díaz y col., 1996; Lawrie, 1998), y de microorganismos (Díaz y col., 1993; Naes 

y col., 1995; Hagen y col., 1996; Zapelena y col., 1997; Ansorena y col., 2000; 

Benito y col., 2003b). Algunos como tripsina, papaína y una proteasa producida 
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por Aspergillus oryzae, se encuentran entre los enzimas de mayor actividad en 

carne (Díaz y col., 1997; Simpson y col., 1998; Zapelena y col., 1999; Gerelt y 

col., 2000). Por todo esto, no sólo es necesario comprobar que P. olsonii RP42C 

es capaz de producir la proteína con actividad antifúngica en los productos 

cárnicos madurados, sino que también resulta de gran interés el estudio de la 

resistencia de dicha proteína al ataque de enzimas proteolíticos que puedan ser 

utilizados en la elaboración de dichos productos. Por ello, se evaluó la 

sensibilidad de la proteína antifúngica producida por P. olsonii RP42C al 

tratamiento con ficina, papaínay dos proteasas producidas por Aspergillus oryzae 

y Streptomyces griseus. 

 

Por otro lado, la sensibilidad de la proteína al tratamiento con proteasas del 

tracto digestivo, como pepsina, lisozima o tripsina, permitiría suponer que su uso 

en productos cárnicos madurados resultaría aceptable ya que sería inactivada a 

nivel gastrointestinal, como ya se ha apuntado para bacteriocinas (Tagg y col., 

1976; Daeschel y Klaenhammer, 1985; Bhunia y col., 1991; Piard y Desmazaud, 

1992) y otros compuestos antimicrobianos de naturaleza proteica (Nieto-Lozano y 

col., 2002). 

 

Las cepas sensibles que se han utilizado para estudiar el efecto de los 

enzimas en la proteína activa, se seleccionaron teniendo en cuenta la sensibilidad 

mostrada frente al compuesto activo. Se utilizaron las cepas que mostraron mayor 

sensibilidad a lo largo de todo el periodo de incubación a todas las 

concentraciones de proteína ensayadas, es decir, A. niger An261 y A. flavus 

Af2687 (véase Tabla III.24). Además, se seleccionaron P. restrictum Pr341, 

sensible a todas las concentraciones de proteína utilizadas aunque únicamente a 

partir de las 48 h de incubación (véase Tabla III.24); y P. griseofulvum Pg2919, 

que mostró sensibilidad a lo largo de las 96 h de incubación aunque a 

concentraciones de proteína superiores a 1,88 μgN/ml (véase Tabla III.24). 
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Por otra parte, algunas proteasas microbianas pueden influir en el desarrollo 

fúngico (Budi y col., 2000; de Marco y Félix, 2002), por lo que era necesario 

comprobar si los enzimas utilizados para este estudio modificaban el crecimiento 

de las cepas de referencia. Únicamente se detectó un retraso (p<0,05) en el 

crecimiento de P. restrictum a las 96 h de incubación al incubar con lisozima 

(véase Figura III.24). Del mismo modo, sólo se realizó el ensayo en un rango de 

concentraciones de la proteína activa que inhibían el desarrollo de las cepas de 

referencia, para asegurar que la pérdida de actividad se producía como 

consecuencia del tratamiento con los enzimas y no por un efecto de la dilución 

(véase Figura III.25).  

 

En cuanto a los resultados obtenidos, se observó que de manera general la 

proteasa de S. griseus fue la más activa frente a la proteína antifúngica producida 

por P. olsonii RP42C. Por otra parte, el efecto del tratamiento de la proteína con el 

resto de enzimas dependía de la cepa utilizada como indicadora de la inhibición 

(véase Tabla III.25).  

 

Tras el tratamiento con la mayoría de los enzimas ensayados, la proteína 

producida por P. olsonii RP42C pierde actividad frente a las cepas de Aspergillus 

seleccionadas, que habían mostrado la mayor sensibilidad a la proteína (véase 

Tabla III.24). Únicamente se mantiene el efecto inhibidor tras el tratamiento con 

pepsina y lisozima a las concentraciones más altas de proteína activa. Además, se 

observó que la proteína también pierde actividad frente a estas cepas al ser tratada 

con α-amilasa (véase Tabla III.25). 

 

A diferencia de lo que ocurre frente a las cepas de Aspergillus ensayadas, el 

tratamiento de la proteína de P. olsonii RP42C con α-amilasa no parece afectar a 

su actividad antifúngica frente a las cepas de Penicillium (véase Tabla III.25). Por 

otro lado, la proteína perdió actividad frente a estas dos cepas de Penicillium 

seleccionadas al ser tratada fundamentalmente con la proteasa de S. griseus, si 
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bien a concentraciones bajas llegó a mostrar sensibilidad al tratamiento con otros 

enzimas (véase Tabla III.25). 

 

Las modificaciones en la actividad de la proteína antifúngica tras el 

tratamiento con los diferentes enzimas sugieren un mecanismo de acción diferente 

según el género de las cepas sensibles. El hecho de que la proteína no se vea 

inactivada tras el tratamiento con α-amilasa frente a las cepas de Penicillium y sí 

pierda actividad frente a los Aspergillus, indica que la actividad antifúngica frente 

a estos últimos puede estar mediada por un grupo de naturaleza glicídica que no 

afecta a la actividad de la proteína frente a las cepas de Penicillium. 

 

Para comprobar si se trataba de una proteína de glicosilada, la proteína 

activa producida por P. olsonii RP42C se tiñó en un gel de poliacrilamida con 

ácido periódico-Schiff (PAS), siguiendo el método descrito por Deepak y col. 

(2003). En este caso, el ácido periódico oxida a aldehídos los grupos 1,2-glicol de 

los polisacáridos, los cuales reaccionan con la tinción de Schiff formando bandas 

color magenta (Figura IV.17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.17. Gel de poliacrilamida (PAGE-SDS) al 12% de la proteína antifúngica 

de P. olsonii RP42C, teñido con A) azul de Comassie y B) tinción de Schiff. 

A BA B
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Por otra parte, para evaluar si el efecto de la α-amilasa originaba cambios 

importantes en la masa de la proteína de P. olsonii RP42C, se analizó mediante 

cromatografía de filtración en gel una preparación constituida por α-amilasa y la 

proteína antifúngica, que se mantuvo en agitación y en las condiciones óptimas de 

actuación del enzima durante 12 h (Figura IV.18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.18. Cromatografía de filtración en gel de una preparación constituida por 

α-amilasa y la proteína antifúngica, antes (en rojo) y después (en verde) de un tratamiento 
de 12 h en las condiciones óptimas de actuación del enzima. 

 

Los resultados obtenidos revelaron que el tratamiento con α-amilasa no 

origina cambios en la masa de la proteína antifúngica apreciables mediante 

cromatografía de filtración en gel, ya que el pico correspondiente a la proteína 

eluyó exactamente al mismo volumen que antes del tratamiento (Figura IV.18). 

También se pudo observar una ligera disminución en la absorbancia del pico 

correspondiente a la proteína antifúngica, por lo que es posible que la región 

glicídica implicada en la actividad frente a mohos del género Aspergillus suponga 

una parte mínima de la molécula. 
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Los carbohidratos unidos covalentemente a la cadena de un péptido pueden 

conferir a la glicoproteína entre otras funciones, la capacidad de interacción con el 

receptor (Deepak y col., 2003). Esto último explicaría la pérdida de actividad de la 

proteína tras el tratamiento con α-amilasa frente a las cepas de Aspergillus en el 

caso de que el mecanismo de acción frente a estos mohos estuviera mediado por 

receptores. 

 

Aunque hasta el momento se desconoce la presencia de grupos glicídicos en 

las proteínas antifúngicas producidas por mohos, sí se ha descrito esta 

característica para bacteriocinas (Lewus y col., 1992; Schved y col., 1993; 

Keppler y col., 1994) y proteínas antifúngicas de plantas (Deepak y col., 2003), en 

las que se atribuye a estos carbohidratos un papel importante con respecto a la 

actividad antimicrobiana. 

 

Tras el tratamiento de la proteína con enzimas proteolíticos que pueden ser 

utilizados en la elaboración de algunos productos cárnicos madurados (Díaz y 

col., 1997; Simpson y col., 1998; Zapelena y col., 1999; Gerelt y col., 2000), se 

apreció una pérdida de actividad frente a las cepas de referencia (véase Tabla 

III.25). No obstante, tanto la temperatura como el pH al que se realizó el 

tratamiento de la proteína (véanse apartado II.2.4.7; Tabla II.5), aún siendo 

condiciones óptimas de actuación de los enzimas, no son las que se dan durante el 

proceso de elaboración de algunos productos cárnicos madurados (Córdoba y col., 

1994; Rodríguez y col., 1994; Núñez y col., 1996a,b; López-Díaz y col., 2002).  

 

Por otra parte, la sensibilidad mostrada por la proteína al tratamiento con 

enzimas como tripsina, pepsina y lisozima, permite ser optimistas respecto de su 

uso en alimentos, ya que puede ser degradada en el tracto gastrointestinal, como 

ya se ha apuntado para las bacteriocinas (Sanders, 1993; Vandenbergh, 1993), 

péptidos antimicrobianos producidos por bacterias. 
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IV.5. BÚSQUEDA DE SECUENCIAS DE ÁCIDOS NUCLEICOS RELACIONADAS 

CON LA SÍNTESIS DE LA PROTEÍNA CON ACTIVIDAD ANTIFÚNGICA. 

 

Para obtener secuencias de ácidos nucleicos relacionadas con la síntesis de 

la proteína antifúngica se utilizó la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a 

partir del ADN extraído de P. olsonii RP42C. Esta técnica ha sido utilizada con la 

misma finalidad para un péptido antifúngico de P. nalgiovense (Geisen, 2000), así 

como para una proteasa de P. chrysogenum (Benito y col., 2006). 

 

Al utilizar el primer cebador directo diseñado a partir de la secuencia amino 

terminal de la proteína, PepFor (36 nucleótidos), y el cebador reverso obtenido a 

partir de la secuencia carboxilo terminal, AnF (15 nucleótidos), no se obtuvieron 

productos de PCR a pesar de que se probaron distintas combinaciones tanto de 

concentraciones de reactivos como de temperaturas de hibridación, extensión y 

extensión final (véase Tabla II.7). Para optimizar la amplificación de fragmentos 

de ADN resulta de gran importancia tanto la temperatura óptima de unión (Ta) 

como la de fusión (Tm) de los cebadores utilizados. De hecho, mientras más 

próxima sea la temperatura de hibridación utilizada para la PCR a la Tm de los 

cebadores, más específica será la amplificación (Innis y Gelfand, 1990; Rychlik y 

col., 1990). El cebador PepFor requiere temperaturas de hibridación altas, 

mientras que el cebador reverso AnF, mucho más corto e inespecífico, exige 

temperaturas más bajas. Esto impidió la utilización de una temperatura de 

hibridación que resultara óptima para la amplificación con ambos cebadores y 

explica la ausencia de productos de PCR en estos primeros ensayos. Por ello, a 

partir del cebador directo PepFor se diseñaron dos nuevos cebadores más cortos, 

PepFor1 y PepFor2 (16 y 17 nucleótidos respectivamente), que permitieran la 

utilización de una temperatura de hibridación en las PCRs que resultara también 

adecuada para el cebador reverso AnF. En este caso se obtuvieron bandas de 

interés con una temperatura de hibridación de 50 y 55ºC (véase Figura III.27). 
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Se seleccionaron 10 de los fragmentos de ADN amplificados con los 

cebadores PepFor1+AnF y PepFor2+AnF (véase Figura III.27). A continuación, 

los fragmentos fueron purificados a partir del gel de agarosa (véanse apartado 

II.2.5.3; Figura II.8) e insertados en el vector pCR 2.1 (véanse apartado II.2.5.4; 

Figura II.9). Este vector posee extremos cohesivos formados por residuos de 

timinas, lo que favorece el anclaje de los fragmentos amplificados, ya que al ser 

obtenidos mediante PCR con una ADN polimerasa con actividad extendasa, 

poseen en los extremos colas de adeninas complementarias. Posteriormente se 

transformaron las células competentes de E. coli (véase apartado II.2.5.5). Los 

transformantes positivos se reconocieron como colonias blancas en las placas de 

agar LB con ampicilina y X-gal, donde las células sin inserto se mostraron de 

color azul (véase Figura III.28). El vector utilizado posee un gen de resistencia a 

la ampicilina, por lo que las células transformadas pueden crecer en el medio de 

cultivo. Además, la inserción de ADN extraño en el vector inhibe la expresión del 

gen lacZ, que codifica la producción del enzima β-galactosidasa, lo hace que los 

clones positivos no degraden el X-gal y crezcan como colonias blancas en las 

placas (McAlpin y Mannarelli, 1995). 

 

A partir de los 10 fragmentos de ADN purificados se obtuvieron 8 

transformantes positivos con inserto. La secuenciación reveló que 3 de los insertos 

correspondían a secuencias amplificadas por un único cebador. Por el contrario, la 

secuencia de 664 pb correspondía a una región de ADN amplificada por los 

cebadores PepFor1 y AnF, y las de 662, 178, 482 y 346 pb, a fragmentos 

amplificados por PepFor2 y AnF.  

 

Las secuencias de nucleótidos de los insertos no mostraron homologías con 

secuencias que codifiquen proteínas antimicrobianas descritas en bases de datos. 

 

Por otra parte, las proteínas producidas por mohos se encuentran codificadas 

en regiones de ADN interrumpidas por intrones. Concretamente, la proteína 

antifúngica producida por P. chrysogenum está codificada en una región de 279 
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pb interrumpida por dos intrones de 76 y 68 pb (Marx y col., 1995), de tamaño y 

posición similares a los que aparecen en el gen de la proteína de A. giganteus 

(Wnendt y col., 1994). Por ello, sería posible que cualquiera de las cinco 

secuencias de nucleótidos propuestas estuviera relacionada con la proteína, aun 

teniendo tamaños tan diferentes. 

 

La comparación de secuencias de ADN de diferentes genes revela ciertas 

similitudes en cuanto a las zonas de unión de intrones y exones (Jacob y 

Gallinaro, 1989). La secuencia de los exones habitualmente termina en AG. 

Asimismo, los intrones poseen unos lugares de unión o splice sites que suelen ser 

GT en el extremo 5´ y AG precedido de una cola de pirimidinas en el extremo 3´ 

(Saxonov y col., 2000; Pertea y col., 2001). Además de estos lugares de unión, 

existen otras secuencias necesarias para un apropiado procesado de los intrones 

denominadas branch sites, localizadas generalmente 20 a 50 nucleótidos en 

dirección 5´ desde el sitio de unión 3´. Al igual que en otros genes de mohos, los 

dos intrones presentes en la secuencia que codifica la proteína antifúngica de P. 

chrysogenum poseen una de estas secuencias para la formación del bucle que 

permitirá el desprendimiento del exón, concretamente RCTRAC, siendo R los 

nucleótidos A o G (Marx y col., 1995). No obstante, ninguna de las cinco 

secuencias de nucleótidos obtenidas contiene esta secuencia concreta, si bien 

fueron localizadas un gran número de secuencias que coinciden con los lugares de 

unión, por lo que no puede descartarse la presencia de intrones en estas 

secuencias. 

 

Por otro lado, al estudiar las secuencias de aminoácidos correspondientes a 

las secuencias de nucleótidos de los cinco insertos (Figura IV.19), se pudo 

apreciar que nunca se reproducía exactamente la secuencia de aminoácidos del 

extremo amino terminal. Esto, unido al hecho de que la secuenciación mediante 

degradación de Edman no es del todo fiable, hizo pensar que la secuencia de 
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aminoácidos a partir de la que se diseñaron los cebadores directos podía no 

corresponder plenamente con la proteína. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura IV.19. Comparación de las secuencias de aminoácidos obtenidas mediante 

1) MALDI-TOF tras la degradación de la proteína antifúngica con tripsina, 2) 
degradación de Edman, y 3) traducción de los extremos de las secuencias de nucleótidos 
de los cinco insertos. 

 

Por ello, se repitió el análisis de la proteína antifúngica mediante 

espectrometría de masas MALDI-TOF en el Departamento de Agricultural and 

Environmental Sciences de la Universidad de Nottingham. Al igual que en el 

primer análisis, aunque la proteína fue digerida en diferentes condiciones (con o 

sin reducción o alquilación previa, en presencia o ausencia de acetonitrilo, en 

presencia o ausencia de urea, a 40 y 50ºC) se detectaron muy pocos péptidos, 

posiblemente debido al pequeño tamaño de la proteína. Algunos de los péptidos 

detectados eran versiones ligeramente distintas del mismo péptido, es decir, 

péptidos precursores de diferente tamaño (449+2, 477+2, 750+1) con un mismo 

patrón de fragmentación. Sin embargo la mejor resolución se obtuvo para la 

secuencia FGGECSLK (Figura IV.20).  

 

 

 

extremo amino              extremo carboxilo
MALDI-TOF1: T L T P V
Edman2: L S L F G G E K S L K H

664 pb3: L W F F G G T L T P V
TTGTGGTTTTTTGGGGGT                               GACCCTCACACCGTG

662 pb: E K W F K Q          T L T P V
GAGAAGTGGTTTAAGCAG             ACCCTCACCCCAGTA

482 pb: E K S F K Q          T L T P V
GAGAAGAGTTTTAAGCAA             ACCCTCACACCAGTA     

346 pb: E K S F K H          T L T P V
GAGAAGTCGTTTAAGCAT             ACCCTAACTCCCGTT

178 pb: E K S F K Q          T L T P V
GAGAAGTCGTTTAAGCAA             ACACTCACCCCAGTA
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Figura IV.20. Comparación de las secuencias de aminoácidos obtenidas mediante 

1) primer análisis mediante MALDI-TOF tras la degradación de la proteína antifúngica 
con tripsina, 2) segundo análisis mediante MALDI-TOF tras la degradación de la proteína 
antifúngica con tripsina, y 3) degradación de Edman. 

 

Esta secuencia es similar a la obtenida mediante degradación de Edman. De 

hecho difiere en un único residuo, detectándose cisteína (C) en lugar de lisina (K). 

Por otra parte, como de forma previa al análisis se realizó una digestión con 

tripsina y la tripsina corta detrás de arginina (R) o lisina (K), el residuo anterior a 

la fenilalanina (F) debería ser bien R o bien K, y no leucina (L) como se obtuvo 

mediante degradación de Edman. No obstante, también cabe la posibilidad de que 

este fragmento no corresponda con el extremo amino terminal de la proteína 

antifúngica. 

 

Un posible péptido adicional obtenido en este análisis mediante MALDI-

TOF es HNTCTYLK, aunque esta secuencia también puede resolverse como 

HggTCTYLK, HNTCTYiK o HggTCTYiK. 

 

El resto de las secuencias obtenidas, pese a no ser suficientemente buenas, se 

detallan a continuación: 

 

• elsgw 

• glk 

• nqnk o ggqnk o nqggk o ggqggk 

• lfqgg....R 

extremo amino         extremo carboxilo
MALDI-TOF1: T L T P V

MALDI-TOF2: F G G E C S L K
Edman3: L S L F G G E K S L K H
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Al igual que ocurrió con las secuencias de aminoácidos de los extremos 

amino y carboxilo terminal obtenidas mediante degradación de Edman y MALDI-

TOF respectivamente, no se encontró homología entre las secuencias detectadas 

en este último análisis y las secuencias de proteínas antimicrobianas descritas en 

bases de datos.  

 

Además de estos fragmentos se detectó una masa que podría corresponder a 

un grupo glicídico que tampoco presenta similitudes con los de glicoproteínas 

recogidas en bases de datos. Por ello, es probable que la proteína antifúngica 

producida por P. olsonii RP42C sea diferente a las descritas hasta el momento. 

 

Por todo lo anterior, para profundizar en la secuenciación de la proteína sería 

necesario diseñar nuevos cebadores a partir de las nuevas secuencias de 

aminoácidos obtenidas en el último análisis por MALDI-TOF, para conseguir 

mediante PCR fragmentos de ADN relacionados con la proteína antifúngica. 

También se podría utilizar ADNc elaborado a partir del ARNm. De esta manera, 

se podría eliminar la interferencia ocasionada por la presencia de intrones en las 

secuencias de ácidos nucleicos. 

 

No obstante, otros objetivos a corto plazo incluyen el estudio de la 

producción de la proteína en productos cárnicos madurados, así como la 

evaluación de la actividad antifúngica en dichos productos. Además se estudiarán 

los posibles efectos no deseados que pudiera producir la proteína antifúngica 

producida por P. olsonii RP42C en los consumidores. 
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V. CONCLUSIONES. 
 

1. Entre los diferentes mohos del género Penicillium presentes en la 

superficie de los productos cárnicos madurados se halla un alto 

porcentaje de mohos con actividad antifúngica, sin que exista una 

relación estrecha entre la presencia de mohos activos y la 

localización geográfica de la industria o la fase de procesado. 

 

2. La actividad antifúngica se debe a distintos compuestos producidos 

por una amplia diversidad de penicilos terverticilados, de manera que 

incluso individuos de la misma especie muestran una actividad 

heterogénea. 

 

3. Los compuestos activos obtenidos en la fase acuosa muestran distinta 

sensibilidad al tratamiento con cloroformo y espectros de inhibición 

diferentes. Entre los compuestos de naturaleza proteica producidos 

por diferentes especies de Penicillium destacan los más catiónicos 

por su amplio espectro de inhibición. 

 

4. Se ha purificado una proteína con actividad antifúngica a partir de 

una cepa no toxigénica de Penicillium olsonii que muestra un amplio 

espectro de inhibición frente a las cepas de mohos ensayadas. 

 

5. La cepa RP42C de Penicillium olsonii produce la proteína activa en 

condiciones similares a las de las etapas iniciales de la maduración, 

por lo que podría proponerse como cultivo protector para productos 

cárnicos madurados. 
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6. La proteína antifúngica seleccionada muestra una sensibilidad al 

tratamiento con enzimas digestivos que permite esperar una 

degradación suficiente en el tracto gastrointestinal para eliminar 

posibles efectos indeseables en los consumidores. 

 

7. La proteína posee un grupo glicídico que parece esencial para la 

actividad frente a algunos mohos del género Aspergillus. 

 

8. El análisis de la secuencia amino y carboxilo terminal de la proteína 

y de fragmentos obtenidos mediante digestión con tripsina, indica 

que puede tratarse de una proteína antifúngica no descrita hasta el 

momento. 
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VII. RESUMEN. 
 

Las condiciones ecológicas alcanzadas durante la maduración de algunos 

productos cárnicos favorecen el desarrollo de una población fúngica superficial, la 

cual puede contribuir en gran medida a la formación del sabor, aroma o textura del 

producto acabado, pero también puede alterarlo e incluso producir micotoxinas.  

 

Los métodos físicos o químicos utilizados para controlar la población 

fúngica en alimentos no son adecuados para este tipo de productos. Además, las 

medidas higiénicas para prevenir la contaminación durante la elaboración se ven 

desbordadas en los secaderos y bodegas, donde resulta muy difícil eliminar 

totalmente la contaminación ambiental. Por otra parte, la inespecificidad de estos 

tratamientos evitaría la posible contribución beneficiosa de los mohos a la 

maduración de los productos cárnicos madurados. En cambio, la utilización de 

cepas de mohos productores de péptidos antifúngicos como cultivos protectores 

permitiría reducir e incluso eliminar la incidencia de los mohos toxigénicos, sin 

afectar a los que contribuyan a la maduración de manera deseable. 

 

El objetivo fundamental de este trabajo ha sido seleccionar cepas de 

Penicillium productoras de péptidos antifúngicos capaces de inhibir a los mohos 

no deseables en productos cárnicos madurados. Para llevar a cabo este estudio se 

han aislado 281 mohos de la superficie de jamones curados elaborados en nueve 

industrias situadas en diferentes puntos de Badajoz, Cáceres, Huelva y Salamanca. 

 

Los ensayos de inhibición radial en medio sólido revelaron que 

aproximadamente el 59% de los aislados obtenidos mostraban actividad 

antifúngica frente a mohos toxigénicos aislados de jamón curado, 

independientemente de la industria y fase del procesado en la que se obtuvieron. 

Entre ellos se encuentran cepas de diferentes especies como P. solitum, P. 

viridicatum, P. griseofulvum, P. aurantiogriseum, P. commune o P. olsonii, que se 

desarrollan habitualmente en los productos cárnicos madurados. 
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Los ensayos de inhibición realizados con el medio de cultivo, la fase acuosa 

y el extracto clorofórmico en placas multipocillo, permitieron relacionar dicha 

actividad antifúngica con diversos compuestos de diferente solubilidad en agua o 

solventes orgánicos y con distinta sensibilidad al tratamiento con cloroformo, lo 

que se traduce en una actividad heterogénea incluso entre individuos de una 

misma especie.  

 

Por otra parte, el fraccionamiento por intercambio catiónico reveló que la 

inhibición observada en la fase acuosa se debe a diferentes compuestos activos 

que eluyen con fuerza molar baja, media o alta, y que muestran distintos espectros 

de inhibición. No obstante, existe una gran similitud en la actividad de los 

compuestos eluídos con alta fuerza molar, lo que sugiere que pudiera tratarse de 

proteínas de una misma familia producidas por mohos de diferentes especies de 

Penicillium.  

 

En el presente trabajo se ha purificado por cromatografía de filtración en gel 

una glicoproteína con actividad antifúngica de unos 12 kDa con un punto 

isoeléctrico de 9,22, producida por la cepa RP42C de P. olsonii aislada de jamón 

curado.  

 

Esta proteína ha mostrado diferente actividad frente a distintos mohos 

toxigénicos. Así, P. commune Pc131, P. polonicum Pp51 y P. aurantiogriseum 

Pa2918 son muy resistentes independientemente de la concentración de proteína 

utilizada. Por el contrario, otros como A. niger An261, A. flavus Af2687 y P. 

chrysogenum Pg222, mostraron una gran sensibilidad en todas las condiciones 

ensayadas. Por otro lado, el efecto de la proteína antifúngica en algunas cepas, 

como P. commune Pc332, P. restrictum Pr341 y P. nalgiovense Pj261, sólo se 

hizo patente a partir de las 48-72 h de incubación independientemente de la 

concentración de proteína utilizada. Otras cepas como P. solitum Ps321 y P. 

griseofulvum Pg2919, resultaron sensibles sólo a concentraciones altas de proteína 

pero a lo largo de todo el periodo de incubación. Finalmente, la actividad de la 
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proteína antifúngica frente a otros mohos, como A. versicolor Av2664, A. 

parasiticus Ap2682 y P. echinulatum Pe321, fue menor conforme disminuía la 

concentración utilizada y aumentaba el tiempo de incubación. 

 

Las modificaciones en la actividad de la proteína antifúngica tras el 

tratamiento con α-amilasa sugieren un mecanismo de acción diferente según el 

género de las cepas sensibles. Concretamente, la actividad antifúngica frente a 

algunas cepas de Aspergillus disminuye tras el tratamiento con este enzima, por lo 

que puede estar mediada por un grupo de naturaleza glicídica, lo que no sucede 

frente a las cepas de Penicillium ensayadas.  

 

El análisis de la secuencia amino y carboxilo terminal de la proteína y de 

fragmentos obtenidos mediante digestión con tripsina, indica que puede tratarse 

de una proteína antifúngica no descrita hasta el momento. 

 

Se ha comprobado la producción de proteína activa en condiciones similares 

a las de las etapas iniciales de la maduración. Esto podría suponer para P. olsonii 

RP42C una ventaja adicional para competir frente al resto de mohos que se 

desarrollan en la superficie de los productos cárnicos madurados, lo que sería de 

gran valor para su utilización como cultivo protector. Por otra parte, esta cepa no 

produce ninguna de las principales micotoxinas que se atribuyen a los mohos que 

se desarrollan de forma habitual en los productos cárnicos madurados. 

 

No obstante, antes de proponer su uso en alimentos será necesario estudiar la 

producción de la proteína por parte de P. olsonii RP42C en productos cárnicos 

madurados, así como la actividad antifúngica del compuesto activo en dichos 

productos. Además, se evaluarán los posibles efectos indeseables que la proteína 

pudiera ocasionar en los consumidores para evitar cualquier peligro de tipo 

sanitario. Sin embargo, la sensibilidad mostrada por la proteína al tratamiento con 

enzimas como tripsina, pepsina y lisozima, permite ser optimistas respecto de su 

uso en alimentos, ya que puede ser degradada en el tracto gastrointestinal. 
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Por todo lo anterior, el empleo de mohos productores de proteínas 

antifúngicas puede constituir una estrategia adecuada para controlar los mohos 

indeseables en alimentos madurados. 
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