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RESUMEN

En esta investigacion se trabajé con dos cepas nativas de Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus brevis, aisladas de productos fermentados; estas crecen en medios de cultivo y
producen un extracto complejo de acidos organicos y péptidos con actividad bactericida. Los
extractos de estas cepas mostraron capacidad bactericida frente a Salmonella sp. y Escherichia
coli. Los ensayos para determinar su accion se realizaron con el extracto crudo y centrifugado
provenientes de cada una de las cepas, a diferentes tiempos de almacenamiento, temperatura 'y
pH. Se observé una mejor actividad antibacteriana y estabilidad de la actividad, en el extracto
crudo almacenado a temperatura de 0°C y 4°C. A pH 5,5 se presento la mejor actividad en los dos
extractos frente a las cepas de estudio. Se concluy6 que los extractos sintetizados por ambas cepas
tienen un alto potencial bactericida contra estas dos patégenos que son responsables de toxi-
infecciones alimentarias.
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ABSTRACT

Invitro EVALUATION OF THE BACTERICIDAL EFFECT OF NATIVE STOCKS OF
Lactobacillus sp. AGAINST Salmonela sp. AND Echerichia coli.

In this investigation, two native stocks of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis
isolated from fermented products were studied; these grow in culture media and produce a complex
extract of organic acids and peptides with bactericidal activity. The extracts of these stocks
showed bactericidal capacity with Salmonella sp. and Escherichia coli. The tests to determine
their action were made with crude and centrifuged extract originating of each one of the stocks, with
different storage times, temperatures and pHs. A superior antibacterial activity and stability of the
activity was observed in the crude extract stored in temperatures of 0°C and 4°C. With pH 5,5 the
best activity of the two extracts against the study stocks was obtained. It is concluded that the
extracts synthesized by both stocks have a high bactericidal potential against these two pathogens
that are responsible for nutritional toxi-infections.

Key words: Antagonistic activity, lactic acid bacteria, indicator organisms, fermented foods,

native stocks, bactericidal activity

INTRODUCCION

Las bacterias 4cido lacticas (BAL), han es-
tado presentes en la alimentacion desde
hace siglos; se encuentran en productos
fermentados como la leche y derivados,
productos carnicos y vegetales; las cuales
proporcionan sabor y textura e incrementan
el valor nutricional de los alimentos
(Mateos, 2002). Estos microorganismos
cuando fermentan carbohidratos producen
una mezcla de sustancias con accion
antimicrobiana como: &cido lactico, &cido
acético, acido butirico, peréxido de hidro-
geno, diacetilo y péptidos de bajo peso
molecular llamados bacteriocinas, que ge-
neran cambios en la microbiota intestinal
como la inhibicién de patogenos; lo cual
repercute positivamente en el estado de
salud del consumidor (Casas y Dobrogosz,
2000).
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Entre los géneros de bacterias &cido lacticas
mas utilizadas para el consumo humano
se encuentran los siguientes: Lactococcus,
Streptococcus,Bifidobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, entre otros
(Farnworth, 2001). El género Lactobacillus
son microorganismos reconocidos por su
habilidad fermentativa e iniciadores en pro-
cesos industriales de productos fermenta-
dos; su presencia en el tubo digestivo es
considerada benéfica, por tener un papel
protector o terapéutico (Jiang; Mustaphay
Savaiano, 1996). Ellos previenen la enfer-
medad de Crohn”s (inflamacion del colon),
el cancer de colon, disminuyen el colesterol
(Guarner y Malagelada, 2002) previenen
o reducen los efectos de la diarrea, consti-
pacion, las toxi - infecciones alimentarias,
e infecciones urinarias. Por lo anterior, son
considerados probidticos. (Walker y Duffy,
1998).
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Debido a las caracteristicas fisiolégicas y
bioquimicas de las BAL, su uso en la con-
servacion de los alimentos, permitira dis-
minuir el empleo de preservativos quimi-
cos adicionados a estos. Estas ventajas han
hecho que los Lactobacillus sean conside-
rados como bacterias nutrace(ticas, por su
valor nutricional y farmacéutico (Cintas;
Casaus y Hernandez, 2000).

En la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin se han aislado cepas nativas
de Lactobacillus con efecto probiotico
(Salazar, 2003). Sin embargo, las propie-
dadesy caracterizacion del extracto produ-
cido por estas bacterias, aun no ha sido
analizado como sustancia bactericidas.

Este trabajo tuvo como objetivo determi-
nar la capacidad bactericida de los extrac-
tos crudos y centrifugados obtenidos de
cepas nativas de Lactobacillus para inhibir
el crecimiento de bacterias como
Salmonella sp y Escherichia coli.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y cultivos. Se utiliza-
ron 2 cepas nativas de Lactobacillus: L.
plantarum y L. brevis aisladas de varios pro-
ductos fermentados y cultivadas en agar
MRS (Merck) bajo condiciones anaerobicas
a 30 °C por 72 h (Salazar, 2003), propor-
cionadas por el Laboratorio de Microbiolo-
gfa Industrial de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin. Las cepas
utilizadas como microorganismos
indicadores fueron Salmonella sp. y
Escherichia coli, caracterizadas utilizando
API 20E System (BioMérieux), éstas fueron
donadas por el Laboratorio Departamental
de Salud Publica, Medellin.
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Produccion del extracto. Las cepas de
Lactobacillus fueron cultivadas en 20 ml
de caldo MRS por 72 h a 30 °C
anaerébicamente. El extracto se obtuvo del
sobrenadante, y se dividi6 en dos porcio-
nes en tubos estériles; una de ellas se
centrifug6 a (10.000 rpm/4 °C/10 min) y
la otra porcién se utiliz6 como extracto cru-
do.

Deteccion de la actividad bactericida. La
actividad bactericida, se midié por el mé-
todo de difusién en pozos con algunas
modificaciones (Montville et al., 1999). Se
tomaron cajas de petri con agar MRS se
hicieron 4 pozos y se adicionaron 70 pl de
extracto crudo y centrifugado en cada pozo.

Los cultivos de las bacterias indicadoras se
diluyeron hasta alcanzar una concentra-
cién de 1,5 x 102 bacterias, segun el pa-
tron de Mc Farland. Se adicionan 15 pl de
la dilucién de bacterias por cada tubo de
15 mL de Tripticasa Soya semisolido (Merck)
para formar una sobrecapa posteriormente
se incubaron a 30 °C/ 48 h.

Se detect0 la actividad bactericida por la
presencia de una zona clara de inhibicién
alrededor del pozo y se considerd inhibi-
cion cuando la medida del halo era mayor
az2mm.

Caracterizacion del extracto. El extracto
crudo y centrifugado se evalud de acuerdo
a la actividad bactericida frente al almace-
namiento, temperaturay pH.

Estabilidad del extracto a diferentes tem-
peraturas de almacenamiento. Los ex-
tractos fueron almacenados a 25,4y 0°C
durante 30 dias, y semanalmente se eva-
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lué la efectividad del extracto en el tiempo
y temperatura del almacenamiento.

Sensibilidad al pH. Se ajust6 con acido
clorhidrico (HCI) e hidréxido de sodio
(NaOH), 1,5 ml de extracto crudo y
centrifugado (Ten Brink et al., 1994).

RESULTADOS

Las pruebas realizadas a los extractos se
evaluaron desde el tiempo O; momento en
el cual el extracto se sometio por primera
vez a las temperaturas propuestas. Se ob-
servé una alta variabilidad, debido al cho-
gue térmico, que pudieron ocasionar las
diferentes temperaturas sobre la actividad
de los extractos, por esta razén se determi-
né hacer evaluaciones cada 10 dias.

Aunque, el extracto crudo obtenido de
Lactobacillus plantarum fue estable en el
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tiempo de estudio frente a Salmonellasp.;
alas diferentes temperaturas; se lograron
observar pequefias variabilidades asi: a 4
°C, la actividad bactericida disminuy6 des-
de el dia 10 hasta el dia 30. En cambio a
25 °C la actividad bactericida permanecio
constante hasta el dia 20 disminuyendo
fuertemente al dia 30, esta temperatura
favorecidé el crecimiento de células
vegetativas, impidiendo una buena obser-
vacion. El extracto del Lactobacillus brevis
se comport6 de manera diferente frente a
la misma bacteria indicadora, a 0 °C la ac-
tividad fue estable durante todo el tiempo
de estudio a4 °C, disminuy6 enel dia20y
permanecié estable hasta el dia 30; sin
embargo, a 25 °C se registrd una inestabi-
lidad caracterizada por un aumento hacia
el dia 20 y una disminucion dréstica en el
dia 30. (Figura 1).

L. brevis
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Figura 1. Efecto de la temperatura y almacenamiento del extracto crudo de cepas
nativas de Lactobacillus sp. sobre Salmonella sp.
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En la Figura 2, se grafican los resultados
obtenidos de los extractos centrifugados de
L. plantarum y L. brevis vs Salmonella sp.
Se observa que la actividad del extracto de
L. plantarum a 0 °C fue mayor a los 10
dias y disminuye con el tiempo de estudio.
A 25 °C, se aprecia actividad hasta el dia
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20 y un descenso al final del tiempo de
estudio; a 4 °C la actividad fue estable.
Con el extracto de L. brevis es evidente un
aumento de la actividad durante el tiempo
de estudio en las diferentes temperaturas
de almacenamiento.
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Figura 2. Efecto de la temperatura y almacenamiento de los extractos centrifugados de
cepas nativas de Lactobacillus sp. sobre Salmonella sp.

En laFigura 3 se encuentran los resultados
obtenidos de los extractos crudos frente a
E. coli. El comportamiento de la actividad
es similar a temperaturas de 0y 25 °C du-
rante el tiempo de estudio, encontrandose
una mejor actividad al dia 10; lo contrario
ocurre a4 °C donde la actividad inhibitoria

es mucho menor y disminuye con el tiem-
po. El extracto L. brevis mostré un com-
portamiento muy parecido a las diferentes
temperaturas durante el tiempo de estu-
dio, en el cual a 0 °C, se observé la mejor
actividad y lamenor al dia30a 4 °C.
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Figura 3. Efecto de la temperatura y almacenamiento de los extractos crudos de cepas

nativas de Lactobacillus sp. sobre E. coli.
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Cuando se trabajé con los extractos
centrifugados, de ambos microorganismos
frente a E. coli se observo que las mejores
actividades se dieron con el extracto de L.
plantarum hasta el dia 20 en las tres tem-
peraturas, permaneciendo estable a 25 °C
al final del estudio y decayendo fuertemen-
tea0 °C y 4°C. El comportamiento de
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los extractos obtenidos de L. brevis mostrd
inestabilidad de la actividad durante el tiem-
po de estudio, observandose la mejor acti-
vidad y estabilidad a los 25 °C en tanto
gue alos 0 °C no presentd ningiin halo de
inhibicion al final de la evaluacion. (Figura
4)
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Figura 4. Efecto de la temperatura y almacenamiento de los extractos centrifugados de

cepas de Lactobacillus sp. sobre E. coli.

Para determinar el efecto del pH del extrac-
to sobre la actividad inhibitoria de las ce-
pas de Lactobacillus, éstos fueron someti-
dos a 3 valoresde pH: 3,5;4,5Y5,5. El
pH 6ptimo para la actividad del sustrato en

el control de Salmonella sp. y E. coli fue
de 5,5; sin embargo, durante el estudio, la
actividad no se vi6 afectada con los otros
pHs (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Efecto del pH en la actividad bactericida sobre Salmonella sp. y E. coli del

extracto de Lactobacillus plantarum.

Salmonella sp E. coli
oH Extracto Extracto Extracto Extracto
' crudo centrifugado crudo centrifugado
3.5 10 2 17 12
45 10 5 8 5
55 12 14 10 9
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Tabla 2. Efecto del pH en la actividad bactericida sobre Salmonella sp. y E. coli del

extracto de Lactobacillus brevis.

Salmonellasp E. coli

Extracto Extracio Extracto Extracio

pH - .
crude centrifugade crude centrifugade
3,5 3 3 Z2 8
4.5 13 & 10 4
3.3 21 16 B 16
DISCUSION desy estructura. Aunque a 25 °C hay una

Al comparar la actividad bactericida de los
extractos crudos y centrifugados obtenidos
de las dos cepas, se puede afirmar que pre-
sentan actividad bactericida sobre las dos
bacterias de estudio; sin embargo, las me-
didas fueron muy heterogéneas, con valo-
res de 25 mm con el extracto crudo de L.
brevis a 0 °C y sin ninglin medida a 0 °C
con el extracto centrifugado de L. brevis.
Aunque las mejores actividades se obser-
varon con los extractos crudos, los resulta-
dos de estos se vieron afectados por la pre-
sencia de células vegetativas, lo que difi-
culté medir exactamente los halos de inhi-
bicion.

En la evaluacion con los extractos
centrifugados de L. plantarum frente a
Salmonella y E. coli se observd un com-
portamiento muy similar, presentandose
una disminucién de la actividad con el tiem-
po, concluyendo que 0 °C es una tempe-
ratura buena de almacenamiento, no solo
para la estabilidad del extracto, sino tam-
bién para la actividad frente a estos
microorganismos. Ogunbanwo; Sanni y
Onilude (2003 a) obtuvieron resultados si-
milares, donde el extracto a temperaturas
de congelacién conserva mas sus cualida-
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buena actividad y estabilidad a lo largo del
estudio, se presentd crecimiento de célu-
las, (Klaenhammery Todd, 1983), por esto
a esta temperatura se observd un aumento
en el nimero de colonias de Lactobacillus
en el medio, generando serios problemas
en la observacion de los halos de inhibi-
cion.

Cuando se trabaj6 con el extracto de L.
brevis, el nivel de estabilidad e inhibicion a
0 °C se mantuvo alto en el tiempo frente a
Salmonella sp., lo que corrobora trabajos
realizados por Cintas; Casans y Hernandez
(2000), donde se describe la capacidad
bactericida de estos extractos a temperatu-
ras de congelacion en alimentos, frente a
bacterias gram negativas, especialmente
Salmonella sp.

La evaluacion de pH se realizo en escala
acida; por que trabajos previos (Reddy et
al., 1984; Abdel-Bar; Harris y Rill, 1987)
demostraron que a un pH basico se pierde
totalmente la actividad bactericida. El pH
5,5, presentd mejor nivel de inhibicidn,
aungue a pHs de 3,5y 4,5 también se en-
contré actividad lo que concuerda con
Ogunbanwo; Sanni y Onilude (2003b).

2607



Segun Fricourt et al. (1994), las bacterias
acido lacticas sintetizan agentes
antibacteriales, que varian en el espectro
de actividad; en este trabajo, se corrobo-
ran los resultados anteriores. Esta investi-
gacion servira de apoyo en la aplicacion de
bioconservantes alimentarios en la indus-
trialacteay carnica

En conclusidn se pudo comprobar que los
extractos obtenidos de los L. plantarum y
L. brevis presentan una accién bactericida
frente a Salmonella sp. y E .coli; teniendo
una mejor accion inhibitoria los extractos
crudos producidos por la L. plantarum y
mantenidos a temperaturade 0°Cy 4 °C.
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