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RESUMEN

Las bacterias dcido lacticas han demostrado una alta capacidad para inhibir mi-
croorganismos patogenos, por lo que mejorar el conocimiento de este tipo de
microorganismos es importante. Para ello, se determind la cinética, el crecimiento
y el efecto de inhibicion de Lactococcus lactis sobre Yersinia pseudotuberculosis.
La investigacion se realizo en la Universidad de Narifio, mediante antibiograma
en todas las cepas; inhibicion in vitro de Lc. lactis y su sobrenadante sobre la
bacteria patogena; pruebas gastrointestinales en la cepa ldctica (produccion de
gas y catalasa, bilis, sales biliares y 2 temperaturas), cinética de crecimiento y
determinacion de péptidos por HPLC en el sobrenadante. Se encontro resistencia
a la dicloxacilina en ambas cepas. La cepa ldctica y el sobrenadante inhibieron a Y.
pseudotuberculosis. Se encontro crecimientos de 3x10"" y 3,9x10 UFC/150 uL
al 3 y 5% de sales biliares, 5x1072 y 3x10"" UFC/150 uLa 1y 2% de bilis bovina y
3x10"3y 3x10? UFC/150 uL a 38 y 45°C. La fase logaritmica de Lc. lactis se en-
contro a las 3 horas con valores de 6,4x1072 UFC/150 uL. Se encontro el péptido
VAL-TIR-VAL en el sobrenadante. Se concluye que Lc. lactis muestra caracteristi-
cas probidticas en condiciones in vitro.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria have demonstrated a high ability to inhibit pathogenic
microorganisms, which improve knowledge of such microorganisms is
important, for this, the kinetics was determined, growth and the inhibition
effect of Lactococcus lactis on Yersinia pseudotuberculosis. The research
was conducted at the University of Narifio, by susceptibility testing in all
strains; in vitro inhibition of Lc. lactis and supernatant on bacterial patho-
gen; gastrointestinal lactic strain testing (gas production and catalase, bile,
bile salts and 2 temperatures), growth kinetics and HPLC determination
of peptides in the supernatant. dicloxacillin resistance was found in both
strains. Lactic Strain and the supernatant inhibited Y. pseudotuberculosis.
growths and 3,9x107° 3x10"" CFU/150 uL to 3 to 5% bile salts, 3x107" 5x10"
and CFU/150 uL 1 and 2% bovine 3x10" and 3x10" bile and CFU/150 uL
was found 38 and 45°C. The logarithmic phase of Lc. lactis was found at 3
hours with values 6,4x10" CFU/150 uL. The VAL-TIR-VAL peptide was found
in the supernatant. It is concluded that Lc lactis shows probiotic characte-
ristics in in vitro conditions.

RESUMO

Bactérias do acido lactico tém demonstrado uma elevada capacidade de
inibir microrganismos patogénicos, que melhoram 0 conhecimento de
tais microrganismos € importante, por isso, foi determinada a cinética,
0 crescimento e o efeito de inibicdo de Lactococcus lactis em Yersinia
pseudotuberculosis. A pesquisa foi conduzida na Universidade de Narifio,
por testes de sensibilidade em todas as estirpes; inibi¢do in vitro de Lc.
lactis e sobrenadante de agente patogénico bacteriano; testes gastroin-
testinal lactico estirpe (proaucdo de gas e a catalase, bilis, sais biliares
e 2 temperaturas), cinética de crescimento e determinagao por HPLC de
peptideos no sobrenadante. resisténcia dicloxacilina foi encontrada em
ambas as linhagens. estirpe lactico e o sobrenadante inibida Y. pseudotu-
berculosis. crescimentos e 3,9x107° 3x10"" UFC/150 ulL de 3 a 5% de sais
biliares, 3x10"" 5x10" e CFU/150 uL de 1% e 2 3x107° 3x10" bovina e biliar
e CFU/150 ul foi encontrado 38 e 45°C. A fase logaritmica de Lc. lactis foi
encontrada em 3 horas com valores 6,4x10' CFU/150 ul. VAL-TIR-VAL pép-
tido foi encontrada no sobrenadante. Concluiu-se que Lactococcus lactis,
mostra caracteristicas probioticas em condigées in vitro.

INTRODUCCION

Los lactobacilos se encuentran presentes en una amplia variedad de nichos
ecoldgicos, siempre que en ellos exista abundante fuente de carbohidra-
tos hidrosolubles, productos de degradacion de proteinas, vitaminas y una
tension de oxigeno reducida. Se pueden encontrar en habitats tan variados
como la leche y sus derivados, y formando parte de la microbiota gas-
trointestinal y genitourinaria de humanos y animales. Las bacterias acido
lacticas (BAL) son las que mejor toleran la acidez y muchas se utilizan en
la industria alimentaria [1].
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La investigacion microbioldgica esta en busca de
organismos probioticos para el control de bacterias
patogenas. Los probidticos tienen un efecto benéfico
en el tracto intestinal, manteniendo y fortaleciendo
los mecanismos de defensa, sin alterar las funcio-
nes fisiologicas y bioquimicas [2]. Los principales
géneros utilizados como probicticos en cultivos son
Aspergillus, Saccharomyces, Bacillus, Bacteroides
y Lactobacillus [3].

La Yersinia es un microorganismo infeccioso impor-
tante en humanos y animales. Se han encontrado 11
especies, de las cuales, tres son consideradas pato-
genas: Yersinia pestis, algunos serotipos de Yersinia
enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis [4]. La
principal fuente de infeccion de estas, es la via oral a
través de los alimentos; ademas los roedores son vec-
tores importantes de diseminacion de la bacteria [5].

Esta investigacion buscO determinar la cinética, el
crecimiento y el efecto de inhibicion de Lactococcus
lactis sobre Yersinia pseudotuberculosis.

METODO

La presente investigacion se realizo en el Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Pecuarias
y los Laboratorios Especializados de la Universidad
de Narifo, ubicados en la ciudad de Pasto con una
temperatura promedio de 14°C, a una altura de 2540
msnm, precipitacion anual promedio de 1084 mm vy
humedad relativa del 76%.

Se uso la cepa comercial Lactococcus lactis supsp.
lactis ATCC® 11454 (Lc. /actis) y la cepa patdgena
Yersinia pseudotuberculosis NCTC 8580. Estas fueron
reconstituidas de acuerdo con las instrucciones de la
casa comercial. La bacteria lactica se conservd me-
diante repique en medio solido (cajas con agar MRS)
cada 5 dias y en medio liquido (tubos con caldo MRS)
cada 8 dias; y para la bacteria patogena se uso cal-
do BHI como medio liquido y agar McConkey como
medio solido. Las condiciones de incubacion fueron
a 37°C y 24 h, para luego ser refrigeradas hasta su
utilizacion (4°C).

Lc. lactis fue cultivado de la siguiente manera: En un
Erlenmeyer se tomaron 40 mL de caldo MRS estéril,
en este se depositd una alicuota de la bacteria con-
servada y se incubd por 24 h a 37°C; terminada la
incubacion, se tomaron 4 mL del incubado y se de-

positaron en otros 40 mL de caldo MRS, que fueron
incubados en iguales condiciones. El indculo fue ajus-
tado mediante la metodologia de Crueger y Crueger
[6], para ello, se tomo 90 mL de caldo MRS estéril y
se afadio 10 mL de inoculo de acuerdo con la regla, al
terminar la incubacion, se hizo lectura directa de 1 mL
en espectrofotometro (625 nm), cuando la poblacion
fue superior a la establecida, se agrego caldo estéril
teniendo en cuenta la propuesta de Guerrero ajustado
por Jurado-Gamez et al. [7].

Se realizaron pruebas de susceptibilidad a antibiético
en Lc. lactis y Y. pseudotuberculosis; los antibioticos
evaluados fueron Gentamicina (CN 10 ug), Penicilina
(P10 1U), Ciprofloxacina (CIP 5 ug), Dicloxacilina (DCX
1 ug) y Cefalotina (KF 30 ug). La técnica utilizada fue
Kirby Bauer [8]; para ello, las bacterias fueron depo-
sitadas en un tubo con 1 mL de agua destilada, cada
cepa por separado y los tubos fueron incubados a
37°C, hasta obtener la turbidez 6pticamente compara-
ble con el estandar 0,5 de MacFarland; enseguida, el
contenido se transfirio a cajas de Petri con agar M-
ller Hilton y se distribuyé con un hisopo de algodon.
Por otra parte, se tomaron, con pinza estéril, discos
impregnados con cada uno de los antibiéticos y se
colocaron sobre el agar con algo de presion para que
se adhieran al medio; luego se invirtieron las cajas de
Petri y se incubaron a 37°C por 18 h; al terminar el
tiempo de incubacion, se midio el halo formado entre
el borde del disco y el borde maximo de inhibicion.

De igual manera, se evaluo el efecto de inhibicion pro-
ducido por Lc. lactis sobre Y. pseudotuberculosis me-
diante la metodologia de Tagg y McGiven [9]. Se tomo
una alicuota de Lc. /actis y se ajusto a escala McFar-
land 4 (1,2 x 10° UFC/mL) y se cultivaron en cajas de
Petri con agar MRS y azul de anilina a concentraciones
de 50, 75, 100 y 150 uL, finalmente se incubaron a
37°C por 24 h. La bacteria patdgena fue ajustada a es-
cala MacFarland 0,5 y cultivada en cajas de Petri con
agar Meller Hilton y agar TSA (Triptona soya agar).
Del agar MRS incubado con la bacteria lactica, se to-
maron discos y se colocaron en las cajas incubadas
con la bacteria patdgena, luego se incubd a 37°C por
12 h. Al finalizar el periodo de incubacion se midieron
los halos de inhibicion. Se determind susceptibilidad
de la cepa patogena cuando el halo fue igual o superior
a2 mm [10].

Se extrajo el sobrenadante de Lc. /actis; para ello, se
ajusto la concentracion de la bacteria a 4 en la escala
McFarland; 625 nm. De esta, se tom6 varias muestras
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de 1,5 mL y se depositaron en tubo Eppendorf para
centrifugar a una temperatura de 4°C con 15.000 rpm
durante 15 min. Se tomo el sobrenadante de cuatro
formas, la primera sin filtrar y sin exponer a tempe-
ratura; la segunda sin filtrar y se llevo a 80°C por 5
min; la tercera filtrada sin exposicion a temperatura y
la cuarta filtrada y llevada a 80°C, para filtrar, se uso
papel filtro de 0,2 um. Cada muestra se refrigero a 4°C
para posterior analisis.

Los anteriores sobrenadantes se evaluaron mediante la
metodologia de Kirby Bauer [8] modificada; el sobre-
nadante se coloco en papel pads, sobre el cual se de-
posito concentraciones de 50, 75, 100 y 150 L [11].
Los discos fueron colocados en cajas de Petri con la
bacteria patdgenas y se incubaron a 37°C y 24 h.

Se determino el crecimiento de la cepa lactica a con-
centraciones de 3, 4 y 5% de sales biliares bovinas y
0,9, 1y 2% de bilis bovina. La cepa se cultivo en caldo
MRS durante 24 h; de este cultivo, se realizo una nue-
va inoculacion en caldo MRS con las diferentes con-
centraciones de sales biliares y bilis bovina de manera
separada, luego se tomaron muestras y se cultivaron
en agar MRS con azul de anilina, permaneciendo 48
horas a 32°C.

Se realizaron pruebas de produccion de gas y catalasa
a la bacteria lactica [12].

Se evalud el crecimiento de la cepa lactica a cuatro
pH 2,5, 3,5, 4,5y 6, el registro se realizd durante tres
horas, con toma de muestras cada hora. La cepa fue
incubada en medio MRS comercial y el pH se ajusto
con la adicion de acido tartarico o hidroxido de sodio
para mantener el pH. Las condiciones de incubacion
fueron de 32°C por 48 h.

Se evaluo la cinética de fermentacion de Lc. /actis en
los medios de cultivo MRS y PRO, este dltimo com-
puesto por 10 g/L de azlcar blanco, 15 g/L de leche de
soya, 150 g/L de suero de leche y 15 g/L de salvado
de trigo [13], para cada medio se tomo un Erlenmeyer,
al cual se adicion6 540 mL de medio y 60 mLde in6-
culo, luego se llevd a incubacion (incubadora shaker)
en agitacion constante a 32°C y 100 rpm, el pH no fue
controlado dado la resistencia de la cepa. Durante la
cinética se evaluo: conteo de microorganismos viables
en placa (UFC/150 uL), determinacion de pH, consu-
mo de azdcar total, determinacion de acido lactico y
consumo de proteina. Las mediciones se realizaron
cada 4 h.

El conteo de microorganismos viables en placa se de-
termind mediante la disolucion de 1 mL de muestra
en 9 mL de agua peptonada al 0,1%, se realizaron di-
luciones decimales que fueron transferidas a cajas de
Petri, que contenian medio MRS con azul de anilina
(150 L) para siembra en superficie. Las cajas fueron
incubadas a 32°C y se observaron entre 24 y 48 h. Se
tuvo en cuenta Gnicamente las cajas de Petri con con-
teos entre 30 y 300 colonias. El niumero de colonias
fue multiplicado por el inverso de la dilucion y por 10
para obtener UFC/150 ulL [14].

Para determinar el pH se tomd una muestra del medio
y se midié con pHmetro digital (JENCO® VisionPlus).

El método de Dubois [15] fue usado para determinar el
azucar total, se prepararon diferentes concentraciones
de glucosa para crear una curva patron mediante los
valores obtenidos de las muestras observadas a una
densidad optica de 625 nm. Los valores se graficaron
contra la concentracion en mg/L, finalmente se obtuvo
los valores de la linea recta.

La acidez fue determinada mediante titulacion con hi-
droxido de sodio (1N). La biomasa se determind por
los métodos de Crueger y Crueger [6] y Rodriguez et
al [16], para ello se establecio la velocidad maxima de
crecimiento mediante la siguiente ecuacion:

(Ec. 1)
dLnX

dt

vmax =

y el tiempo de duplicacion celular (td) se determino
teniendo en cuenta la siguiente ecuacion:

(Ec.2)
_ Ln2

vymax

td

Se cuantifico el consumo de proteina mediante el mé-
todo de Lowry y Col [17], con modificacion de Malara
y Charra [18], se realizd una curva de calibracion me-
diante seroalbimina bovina y se determind la absor-
bancia en espectrofotometro a 750 nm. Los valores
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obtenidos fueron graficados contra la concentracion
para obtener la ecuacion de la linea recta.

Se evaluo la viabilidad de Lc. /actis a dos tempera-
turas (38 y 45°C), tomando como referencia la fase
exponencial de crecimiento encontrada en la cinética
de fermentacion; el procedimiento se baso en lo pro-
puesto por Crueger y Crueger [6], para ello se ajusto
el indculo de acuerdo con la escala de MacFarland
0,125, la incubacion durd 24 h de iniciada la prueba,
enseguida se realizo diluciones de 10" hasta 10'2 en
agua peptonada y se sembraron en cajas de Petri con
azul de anilina comenzando en la disolucion de 10
hasta la maxima disolucion, las cajas se incubaron por
48 horas a 37°C para determinar el recuento de colo-
nias en UFC/150 L.

Se tomo una muestra de sobrenadante y con ella se
identificd el contenido de péptidos mediante HPLC.
Se tomo 1 mL de muestra y se filtrd en jeringa PVDF,
Pall de 0,25 um, enseguida se conservd a -20°C,
protegida de la luz hasta su estudio. Los péptidos se
identificaron mediante el analisis de los picos inte-
grados de los espectros UV detectados mediante el
sistema PDA. Se empled como patron de referencia
una mezcla de péptidos (Sigma H2016), se realizo 4
réplicas para la muestra.

Los datos fueron evaluados mediante el paquete es-
tadistico SAS 9.1 [19]. Para comparar los medios y
la prueba de pH, se utilizon un disefo estadistico de
medidas repetidas en el tiempo, con el procedimiento
PROC MIXED de SAS.

Cuadro 1. Susceptibilidad de Lc. /actis a diferentes antibi6ticos.

Antibidticos Lc. lactis Y. pseudotuberculosis
P 40 Sab 24 Sabe

KF 22 Sa 43 Sa

CIP 26 Sbc 40 Sad

CN 24a 28 Sacd

DCX 0 Rab 0Rd

S: sensible, R: resistente. a. Centro de controle e produtos para
diagnosticos Ltda. CECON. b. Manual para antibiograma LABORCLIM.
¢. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing

; Twenty-Fourth Informational Supplement. d. EUCAST Europena
comitte on antimicrobian susceptibility testing. e Calpa y Chaspuengal.
P: penicilina 10 1U; KF: cefalotina 30 ug; CIP: ciprofloxacina 5 ug; CN:
gentamicina 10 ug; DCX: 1 ug.

Figura 1. Halos de inhibicion en las dos cepas.

L

Ciprofioxacina
CIF 6 pa

Halo de inhibicién

Cefalotina KF 30 ug

Yersinia pseudotuberculosis
NCTC 8580

W Lactococcus lactis sul
ATCC 11454

Izquierda Lc. factis; derecha Y. pseudotuberculosis.

RESULTADOS
Susceptibilidad frente a antibioticos

En el cuadro 1y figura 1 se aprecia los resultados ob-
tenidos para la prueba de susceptibilidad de Lc. factis.

Gueimonde et al. [20] mencionan que la resistencia a
los antibi6ticos es un peligro potencial cuando se pre-
senta en los microorganismos benéficos, ya que estos
podrian convertirse en reservorios que pueden transfe-
rir resistencia a microorganismos patdgenos y oportu-
nistas. Este fenomeno se debe a la modificacion en el
ADN bacteriano, producto de una mutacion o la trans-
ferencia de plasmidos, trasposones o integrones [21].

Los resultados indican que la cepa lactica muestra
sensibilidad a la mayoria de los antibioticos evalua-
dos. Segun Devirgiliis et al. [22], el género Lactococ-
cus presentan poca resistencia adquirida; ademas, es
sensible a macrolidos y antibioticos de amplio espec-
tro como aminoglicasidos (gentamicina y kanamicina)
vancomicina, tetraciclinas y cloranfenicol. Flores [23]
informa que en la cepa Lc. /actis K214, aislada de un
queso fresco fabricado con leche cruda, se hallé un
plasmido (pK214), portador de tres genes de resisten-
cia a estreptomicina, cloranfenicol y tetraciclina. A pe-
sar de existir resistencia a las dicloxacilina, se necesita
conocer qué tipo de resistencia es, ya que no todas
son transferibles, pero se puede inferir que Lc. lactis
s una cepa potencialmente segura.

Los resultados obtenidos para la cepa de Yersinia
pseudotuberculosis se observan en el cuadro 1y fi-
gura 1. Esta prueba determin¢ sensibilidad a la penici-
lina, cefalotina, ciprofloxacina y gentamicina y mostro
resistencia Unicamente a dicloxacilina.

En un estudio similar, Pérez-Guerra [24] encontro
que Y. pseudotuberculosis presentd resistencia a la
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dicloxacilina y Blair et al. [25] reportaron resultados
analogos en cuanto a la dicloxacilina, ademas de re-
sistencia a la penicilina y cefalotina. Las diferencias
podrian deberse a una adaptacion de la bacteria pa-
togena. La presencia de resistencia a antibidticos es
un fenomeno natural que puede ocurrir por la propa-
gacion de los sistemas de defensa que presentan las
cepas. Estos pueden ser generados por cambios en
genes, en donde proteinas codificadas pueden modifi-
car su actividad hasta que son capaces de proteger o
modificar el blanco de accion.

Evaluacion in vitro sobre Y. pseudotuberculosis

Los resultados del ensayo in vifro de Lc. lactis sobre
Y. pseudotuberculosis se observan en la figura 2. Se
encontro que la bacteria patdgena fue sensible a todas
las concentraciones, produciendo halos de 3, 4,4y 3
mm a 50, 75, 100 y 150 uL respectivamente.

La accion inhibitoria de Lc. /actis se puede explicar por
la produccion de compuestos antimicrobianos. Segun
Khemariya et al. [26], Lc. lactis es capaz de producir
compuestos como acido, perdxido de hidrégeno y ni-
sina, los cuales se han identificado por contribuir en la
actividad antimicrobiana de esta bacteria.

Khemariya et al. [26] afirman que la nisina se ha des-
crito como un péptido extracelular con una extensa
accion antimicrobiana frente a bacterias gram posi-
tivas nocivas y bacterias patogenas. Segun Tong et
al. [27] Lc. lactis tiene caracteristicas dominantes en
la competencia contra bacterias, debido a la produc-
cion de la bacteriocina nisina. Los mismos autores
sefalan que en estudios con Lc. Lactis, se encontra-

Figura 2. Discos de agar impregnados Lactococcus lactis subsp. lactis

23
u
Cuadro 2. Halos producidos por el sobrenadante de Lc. /actis
(sensidisco).
Halo (mm)
Ll 50 ul | 75 ul | 100 gl | 150 gl

Filtrado pH 6 2 2 2 2
Filtrado pH 6 80°C 2 2 3 3
Sin filtrar pH 6 2 2 2 2
Sin filtrar pH 6 - 80°C |2 2 2 2

ron resultados que demuestran la accion antagonica
frente a Streptococcus mutans, una de las principa-
les bacterias cariogenicas.

Los ensayos de inhibicion in vitro del sobrenadante de
Le. Lactis sobre Y. pseudotuberculosis se observan en
el cuadro 2. Se presentaron halos de 1, 2 y 3 mm,
donde la mayoria de estos tiene un valor de 2 mm.

Segun Faouzi et al. [28] la actividad inhibidora del so-
brenadante de Lc. /actis se explica por la produccion
de bacteriocinas estables al calor y los acidos orga-
nicos. Esta afirmacion es acorde con los resultados
encontrados en este estudio, ya que se presentaron
halos de inhibicidn, en el sobrenadante con 80°C.

Los resultados encontrados en la investigacion son
similares a los reportados por Sadiq et al. [29], don-
de se observa actividad antimicrobiana de Lc. Lactis
frente a £. coli y S. aureus, al igual que los resultados
reportados por Hemaiswarya et al. [30]; y Vegas et
al. [31]. Esto demuestra la capacidad inhibitoria de la
cepa lactica sobre la bacteria patdgena y su importan-
cia en la utilizacion como probidtico.

Viabilidad de Lc. /actis frente a sales biliares
y hilis bovina

En el ensayo de viabilidad frente a diferentes concentra-
ciones de sales biliares, Lc. Lactis reporto valores entre
7,8 x10%a 3 x 10" UFC/150 uL a una concentracion
de 3%, 5,6 x 10°a5,4 x 10" UFC/150 uL al 4% vy 4,4
x10°a 3,9 x 10" UFC/150 uL al 5% de sales biliares.

En cuanto a la viabilidad a diferentes concentraciones
de bilis bovina, Lc. /actis reportd valores de 8 x 10",
5x10"y 3x 10" UFC/150 uL en las concentraciones
de 0,5, 1y 2% respectivamente.

La resistencia de las cepas a bilis y sales biliares bovi-
nas es importante, debido a que tienen que enfrentarse
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al ambiente gastrointestinal, especialmente durante su
pasaje por el intestino delgado (Melgar-Lalanne et al.
[32]. Muchas cepas mueren cuando el medio en que
se desarrollan es basico (pH superiores a 8) [33]. Los
resultados muestran que Lc. /actis muestra un adecua-
do crecimiento a las concentraciones evaluadas.

Produccion de gas y actividad de catalasa
de Lc. lactis

Este ensayo permitio establecer que Lc. /actis no pro-
dujo gas y fue catalasa negativo. Segun Castillo-Marti-
nez et al. [34] la enzima catalasa, degrada el peroxido
de hidrogeno (H,0,) y para poder hacerlo requiere de
un grupo porfirinico (citocromo), mismo que las BAL
no pueden sintetizar; por tal motivo las BAL no po-
seen catalasa y esto permite identificarlas como cata-
lasa negativas. Con respecto a la produccion de gas,
Agiiero ef al. [35] comentan que la ausencia de gas de
una bacteria probidtica es una de las caracteristicas
deseables para ser utilizada como cultivo iniciador en
la industria carnica; ademas de evitar problemas de
gases en el organismo hospedero cuando se adminis-
tra en forma oral [36].

Cinética de fermentacion

Conteo unidades formadoras de colonia. Lc. /actis
presento su fase exponencial en el tiempo 3 (12 h)
para el medio MRS y 4 (16 h) para el medio PRO con
valores de 6,4 x 102y 3 x 10" UFC/150 uL

Los resultados de la fase exponencial demuestran que
la cepa tiene un crecimiento rapido, esta caracteristica
es importante, ya que a nivel industrial, el tiempo tiene
un efecto sobre los costos de produccion de indculos
viables [37]. Las cepas que tienen un tiempo menor
para llegar a la fase exponencial muestran menores
costos de produccion [38].

Determinacion de pH. En la figura 3 se observa que
en la fase logaritmica existe una mayor produccion de
biomasa a un pH de 4,8 y 4,66, para el medio MRS y
PRO respectivamente.

Se observa que el pH disminuye durante la cinética en
ambos medios de cultivo (MRS y PRO). De acuerdo
con Adbel-Rahman et al. [39], la reduccion en el pH
del medio es consecuencia de la produccion de acido
lactico y dcidos organicos en el medio. Los resultados
muestran la efectividad de la cepa lactica en reducir el
pH, con valores cercanos a 4,3 al final de la fermen-
tacion. Tabasco et al. [40] mencionan que uno de los
mecanismos antagonicos de las cepas lacticas es la
reduccion del pH, debido a que muchas bacterias no
crecen en pH 4cidos (2 a 4), por lo cual este es un
factor importante en la evaluacion de cepas con ca-
racteristicas probioticas.

Consumo de aziicares totales. El consumo de azlcar
en los medios MRS y PRO presento valores de 2,17 y
1,87 mg/L en la fase exponencial de la cinética para
los medios MRS y PRO (figura 3).

Figura 3. pH, azicar y LN UFC/uL de MRS y Pro en la cinética de fermentacion.
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El consumo de azucar demuestra que la cepa hace un
adecuado uso de los carbohidratos del medio de culti-
vo, lo que se convierte en acido lactico en el medio por
los procesos fermentativos de las bacterias lacticas
[39]. La produccion de &cido lactico tiene como con-
secuencia la reduccion del pH, sustancia antagonica
para bacterias patogenas.

Acido lactico. Los resultados obtenidos para la prueba
de acidez se pueden observar en la figura 3, donde se
encontraron valores de acidez de 0,71 y 0,45% para
los medios MRS y PRO respectivamente, durante la
fase exponencial.

Los resultados indican que Lc. /actis muestra un incre-
mento en la produccion de acido lactico a través del
tiempo, lo anterior responde a que las cepas necesitan
el azucar del medio para realizar sus funciones fisiold-
gicas y como producto de la fermentacion se obtiene
acido lactico [40]. El acido lactico es producido en for-
ma comercial como conservante de productos alimen-
ticios, ya que inhibe el crecimiento de microorganismo
en los alimentos; de igual manera, se ha observado
que inhibe el crecimiento de bacterias patogenas en el
tracto gastrointestinal del hospedero [41], por lo que
su produccion por parte de las BAL es importante.

Consumo de proteinas. El consumo de proteinas en
la fase exponencial mostré un consumo de 0,06 y
0,05 mg/L en los medios MRS Y PRO respetivamente
(figura 3).

Se observan fluctuaciones en los niveles de proteina
en el medio, el consumo de proteina muestra incre-
mentos en algunos de los tiempos de evolucion, este
tipo de comportamiento puede ser la respuesta a la
utilizacion de la proteina del medio y su posterior uso
en el construccion de sustancias peptidicas como son
la bacteriocinas [42].

En el cuadro 3 se observa el resumen de la cinética de
fermentacion para ambos métodos,

El tiempo de duplicacion celular de Lc /actis registro
valores de 28,2 y 56,12 minutos, en los medios PRO y
MRS respectivamente. Por su parte, Ahmed et al. [43]
afirman que tres cepas de Lc. Lactis en leche en polvo
reconstituida sin grasa, reportaron tiempos de dupli-
cacion celular de 68,16, 65,68 y 60,17 minutos. Las
diferencias en cuanto al tiempo de duplicacion pueden
explicarse por la accion del medio, ya que estos, ofre-
cen una variada cantidad de aportes nutricionales.

Cuadro 3. Resumen cinético de Lc. /actis en los medios MRS y PRO.

Lactococcus lactis MRS PRO
Fase de latencia 0 0
Velocidad especifica de creci-
miento (u h-1) 0741 1475

Fin fase logaritmica (horas) 12:00 |12:00
Tiempo de duplicacion celular 5612 28,2

(minutos)
R2 fin fase logaritmica 0,9462 10,9524

Los resultados de la cinética de fermentacion permitie-
ron establecer que el medio PRO es el mas adecuado
en términos de tiempo y velocidad para el crecimiento
de la bacteria lactica, ya que permite la obtencion de
inoculos adecuados en el menor tiempo posible.

Susceptibilidad en diferentes niveles de temperatu-
ra. Se encontrd que Lc. /actis obtuvo conteos compren-
didos entre 3,6 x 108y 3 x 10" UFC/150 uL a una tem-
peratura de 38°C y valores entre 2,36 x 108y 3 x 10%
UFC/150 uL a temperatura de 45°C respectivamente.

La temperatura de crecimiento de las BAL ha sido des-
crita por diferentes autores. Smith et al. [45] encontra-
ron que ciertas cepas de Lc. /actis muestran resisten-
cia a elevadas temperaturas como consecuencia de
mutaciones en su ADN. Sin embargo, los lactobacillus
se consideran mesdfilos, lo que indica un crecimiento
entre 20 y 40°C [46]. Se han encontrado deficiencias
en el crecimiento a altas temperaturas cuando el me-
dio es insuficiente en riboflavina [47]. De acuerdo con
lo mencionado, las BAL estudiadas, concuerdan den-
tro de los rangos anteriormente mencionados.

Los resultados encontrados en este estudio indican
que la temperatura y el periodo de incubacion son fac-
tores importantes que modulan el crecimiento de las
BAL, segun Ghareed et al. [48] estas caracteristicas
pueden llegar a afectar considerablemente las canti-
dades producidas de metabolitos antimicrobianos y
reducir su capacidad antagonica.

Determinacion de péptidos. Los resultados de HPLC
indicaron la presencia de la cadena peptidica VAL-TIR-
VAL con una concentracion de 0,62% mg/mL. Sin em-
bargo, no se pudo determinar la presencia de péptidos
relacionados con bacteriocinas en el sobrenadante.
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Lc. lactis y su sobrenadante inhibieron a Y. pseudotu-
berculosis, lo que indica que la cepa puede ser evalua-
da en condiciones in vivo. El crecimiento a diferentes
condiciones gastrointestinales demostrd que es viable
su administracion por via oral y resiste procesos in-
dustriales con temperaturas de 40°C en condiciones
in vitro. La produccion de inoculos es adecuada y pre-
senta un rapido crecimiento, con lo que se reduce los
costos de produccion.
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