Ciencia y Téecnologia de Alimentos
Mayo - agosto ISSN 0864-4497, pp.8-15

EFECTO ANTAGONICO DE CEPAS LACTICAS AISLADAS DE QUESO
FERMENTADO CONTRA MICROORGANISMOS DE INTERES EN
ALIMENTOS

Tatiana Beldarrain®, Eva Sevillano, Anabel Gonzdlez, Danae K. Rodriguez, Marlén Calderin, 1bis D. Flores,
Isaac Lipez y Rosa L. Gonzdlex

Instituto de Investigaciones para la Industria Alimentaria
Carretera al Guatao km 3% La Habana, CP 19200, Cuba.

E-mail: tatianaQiiia.edu.cu

RESUMEN

Para evaluar el efecto antagonico de cepas usadas como
cultivo iniciador en queso fermentado frente a
microorganismos patogenos y del deterioro de alimentos, se
elaboraron dos variantes con Lactococcus lactis (var 1) y
Pediococcus acidilactici (var 2). Al finalizar el tiempo de
fermentacion se tomaron muestras de cada variante de que-
so, se hicieron determinaciones de bacterias acido lacticas
(en MRS, 32 °C, 24 h) y se evalu6 su capacidad antagonica
contra Listeria innocua LMG 13568, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Proteus vulgaris ATCC 13315,
Bacillus subtilis ATCC 10707, Bacillus cereus ATCC 14579,
Lactobacillus plantarum IIIA y Lactobacillus acidophillus
IITA. Lactococcus lactis subsp. lactis y Pediococcus
acidilactici mostraron capacidad antagonica frente a los
microorganismos patégenos y del deterioro por la produc-
cion de 4cido organico.
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ABSTRACT

Antagonistic effect of lacti acid bacteria strain isolated from
fermented cheese against microorganisms of interest in
food

Fermented cheese starter antagonistic effect against
pathogens and spoilage microorganisms was evaluated. Two
variants of the product using Lactococcus lactis (var 1) and
Pediococcus acidilactici (var 2) were elaborated. After
fermentation time, cheese samples of each variant were taken
and lactic acid bacteria determinations were done (MRS, 32
°C, 24h). The antagonistic effect against Listeria innocua
LMG 13568, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145, Proteus vulgaris ATCC 13315, Bacillus subtilis
ATCC 10707, Bacillus cereus ATCC 14579, Lactobacillus
plantarum IITA and Lactobacillus acidophillus IIIA was
evaluated. Antagonistic effect of Lactococcus lactis subsp.
lactis and Pediococcus acidilactici against pathogens and
spoilage microorganism was showed by organic acid
production.

Keywords: antagonistic activity, lactic acid bacteria,
fermented cheese.

INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) son, probablemen-
te, el grupo bacteriano mas ligado al hombre. Estan
presentes de forma natural en el ambiente y en una
gran cantidad de alimentos, tanto de origen animal como
vegetal, ademas, se encuentran habitualmente asocia-
das a las mucosas de los vertebrados. Recientemente
su papel clasico como microorganismos involucrados
en la produccion de una amplia variedad de alimentos
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e ingredientes alimentarios se ha ampliado e incluye el
de mantener la salud de los consumidores (1). El rasgo
comun que caracteriza a estas bacterias es una pro-
piedad metabolica: la produccion de acido lactico como
unico o principal producto final de la fermentacion de
una gran variedad de sustratos (2). En la actualidad,
las principales bacterias lacticas relacionadas con los
alimentos y que poseen interés industrial pertenecen a
los géneros Enterococcus, Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus y Streptococcus (1,3).

Las bacterias acido lacticas se encuentran en ambien-
tes muy variados, pero generalmente estan asociadas
con sustratos ricos en nutrientes. En estos, la acidifica-
cion y la produccion de compuestos antimicrobianos,
exopolisacaridos y diversas enzimas que acompafian
su crecimiento, contribuyen al aroma, textura, conser-
vacion y valor nutritivo de una gran variedad de pro-
ductos fermentados (3,4).

El interés industrial de estas bacterias es por su capa-
cidad de conservar alimentos perecederos debido a la
produccion de metabolitos como acidos organicos,
peroxido de hidrogeno y bacteriocinas (5-8). En el [IIA
existe un banco de cepas lacticas que se emplean en la
fermentacion controlada de quesos y leches fermenta-
das, por esa razon se decidid evaluar la capacidad an-
tagonica de Lactococcus lactis subsp. lactis y
Pediococcus acidilactici, usadas como cultivo inicia-
dor en queso fermentado frente a microorganismos
indicadores en alimentos.

MATERIALES Y METODOS

En este estudio se trabajo con el queso madurado ela-
borado en la Planta Piloto de Lacteos del IIIA (9) que
fue elaborado a partir de leche de buena calidad
microbiologica mediante la tecnologia tradicional. Se
produjeron dos variantes cuya diferencia era el cultivo
iniciador empleado: Lactococcus lactis subsp. lactis
(var 1) y Pediococcus acidilactici (var 2). Se eligie-
ron estas cepas debido a sus propiedades tecnologicas
y a que se han reportado como productoras de
bacteriocinas de importancia (1).

Al final del tiempo de fermentacion se tomaron, en
condiciones estériles, 10 g de cada variante de queso y
se diluyeron en una solucion estéril de sacarosa (10 %

w/v) durante 7 min para estimular el crecimiento de las
BAL (5,10). Después se homogeniz6 en 90 mL de agua
destilada estéril mediante el empleo de un agitador
magnético (Speedsafe TM a 500 min-1), se hicieron
diluciones seriadas hasta 107. Se sembraron por dupli-
cado en medio selectivo para lactobacilos agar MRS
(Oxoid, Unipath Ltd., Basingstoke, UK) en placas es-
tériles de 90 mm de diametro, se incubaron en condi-
ciones restrictivas de oxigeno a 30 + 1 °C durante 18 a
24 h y se realizaron las lecturas correspondientes (se
tomaron en consideracion las placas que tuvieran en-
tre 20 y 300 UFC para evitar conteos erroneos). A las
cepas aisladas se les hicieron las siguientes pruebas
para comprobar que eran los microorganismos inocu-
lados: morfologia celular y pureza mediante tincion de
Levine y Black (sin &cido ni agua) (11) y observacion
al microscopio, capacidad acidificante por inoculacion
en caldo glucosado (Oxoid) e incubacion a 30 °C por
16 h (5) para evaluar el pH por potenciometria, tiempo
de coagulacion y viabilidad (11)

Se decidi6 incluir, ademas, pruebas bioquimicas de API
50 CH (API Systems, Biomerieux, France,
www.apiweb.biomerieux.com) y las pruebas comple-
mentarias necesarias para la identificacion de
lactobacilos para evitar tener en el estudio cepas que
no eran de interés (12).

Después de la identificacion, los lactobacilos aislados
se inocularon en tubos de caldo MRS y se incubaron
por 24 h, a 32 °C. Cada cultivo, por separado, se
centrifugé a 4000 min"' por 15 min (13); el
sobrenadante obtenido se paso, en condiciones
asépticas, a través de un filtro de membrana estéril de
0,22 pum, se dispenso en alicuotas de 1 mL y se almace-
no6 a 8 °C para su uso posterior.

Para este trabajo se eligieron como diana,
microorganismos sustitutos de cepas implicadas en
enfermedades transmitidas por los alimentos: Listeria
innocua LMG 13568, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus
ATCC 14579 y se incluyo, ademas, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Proteus vulgaris ATCC
13315, Bacillus subtilis ATCC 10707 y Lactobacillus
plantarum IIIA que se han aislado e identificado como
causantes del deterioro de carne, mayonesa y embuti-
dos, asi como Lactobacillus acidophillus IIIA. Para
la conservacion de los microorganismos diana, se em-
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plearon tubos de agar inclinado cerebro corazén
(Biocen, La Habana). En todos los casos se realizo la
tincion de Gram y observacion al microscopio para ase-
gurar que no existieran contaminaciones no deseadas.

Para la determinacion del antagonismo de las BAL se
utilizo la técnica de difusion en pocillos (5,14). La na-
turaleza quimica del compuesto con capacidad antago-
nica se determind de forma indirecta, y para ello se
eligio el sobrenadante que presentara actividad anta-
gobnica contra alguno de los microorganismos diana.
Estos ensayos se hicieron por duplicado, con la técnica
de los pocillos y comprendi6 la determinacion de inhibi-
cion por acidos organicos, por peroxido de hidrogeno o
por compuestos de naturaleza proteica.

Este experimento se realizo por triplicado y se utilizo
como control positivo de produccion de bacteriocina la
cepa Lactobacillus curvatus 705 del Centro de Refe-
rencia de Lactobacilos (CERELA, Argentina) que ha
presentado actividad contra Listeria innocua (3).

Para determinar si la inhibicion era sélo por produccion
del acido organico, se tomaron 5 mL del sobrenadante
que se neutralizaron con NaOH 1 N hasta pH 7 y se
ensayo la actividad antagénica contra cada microorga-
nismo diana (15). A las 24 h de incubacion examinaron
las placas, el efecto antagonico se determind midiendo
el diametro de los halos de inhibicion alrededor del po-
cillo, expresados en mm y se calculd la diferencia con
el diametro de los halos de inhibicion obtenidos en la
determinacion de la actividad antagdnica. Sino existia
halo alrededor del pocillo se concluia que la inhibicion
era por la presencia de acido organico.

Para determinar si el compuesto inhibidor era de natu-
raleza proteica o era peroxido de hidrogeno, se toma-
ron dos alicuotas de 3 mL de cada sobrenadante que

mostro actividad antagonica luego de ser neutralizado
con NaOH. Una de ellas se neutralizd con catalasa
(65 Ul/mL) (7,14) durante 5 min. Se tom6 1 mL de
cada una de las suspensiones de las bacterias diana
por separado y se adicionaron a tubos que contenian
10 mL del agar blando a 43 = 1 °C (pH 6), operacion
que se realizé por duplicado. Inmediatamente se mez-
clo vigorosamente mediante agitador de tubos, se ino-
cul6 como césped sobre el medio agar-agua duro y se
dejo secar en flujo laminar (3). Se tomaron 100 pL de
cada suspension de BAL y se coloco en cada una de
las placas Petri de agar-agua duro con las suspensio-
nes indculo. Se dejo incubar a 37 °C por 18+ 2 hy se
midio6 el halo alrededor de los pocillos. Si existia halo
alrededor del pocillo neutralizado con catalasa se con-
cluyo que la inhibicion fue por presencia de metabolito
de naturaleza proteica y si no se asumi6 que fue por
presencia de peroxido de hidrogeno.

Los resultados se evaluaron estadisticamente median-
te un analisis de varianza de clasificacion doble con un
nivel de confianza del 95 %. Al registrarse diferencia
significativa entre las distintas cepas se aplico la prue-
ba de comparacion y rangos multiples de Duncan. Los
factores evaluados fueron variantes de BAL y
microorganismos indicadores y la variable respuesta
fue el tamafio del halo de inhibicion. Se emple6 el pro-
grama estadistico SPSS 11,5 de Windows para el pro-
cesamiento de los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis macroscopico de las BAL (Tabla 1) mostro
que en la variante 1 de queso se encontraron viabilidades
de entre siete y ocho unidades log de colonias puntea-
das, convexas, de color blanco, tipicas de L. lactis
subsp. lactis mientras que los analisis microscopicos
mostraron cocos en duplas, con buena definicion y mor-

Tabla 1. Resultados de la caracterizacion de las cepas aisladas de quesos (n=3)

o ) Tiempo de Viabilidad
Var. Analisis microscopico pH )
coagulacion (h)  (logio UFC/g
1 Cocos en diplos (muy buen crecimiento) 4,8 (0,2) 24 7,81
Cocos en duplas, con buen tamafio y
4,5(0,3) 24 8,22

bien poblado

Var. 1: colonia aislada de queso elaborado con Lactococcus lactis subsp. lactis, Var. 2:
colonia aislada de queso elaborado con Pediococcus acidilactici.
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Tabla 2. Identificacion hasta género de las bacterias aisladas

Var. GRAM OXI CATA O/F GLU O Grupo
1 cocos + Neg. Neg. F Pos. Fac. Lactococcus, Enterococcus,
2 cocos+  Neg.  Neg. F Pos.  Fac. Streptococcus, Pediococcus

Neg.: negativo; Pos.: positivo; F: Fermenta la glucosa, O: Oxida la glucosa; O,: relacion

con el oxigeno, Fac.: anaerobio facultativo.

fologia. La variante 2 mostr6 concentraciones de ocho
unidades log de colonias blancas, convexas y de mayor
tamafio mientras que en la microscopia se observaron
células en forma de cocos en pares y tétradas, carac-
teristicas de este género (10,12,16).

En cuanto al pH, se obtuvieron valores de 4,8 para L.
lactis subsp. lactis y de 4,5 para P. acidilactici. Los
cultivos que producen un decrecimiento drastico del
pH en caldo glucosado, entre el primero y el cuarto dia
de fermentacion, con valores por debajo de cinco, son
beneficiosos desde el punto de vista higiénico ya que
provocan la inhibicién de la microbiota contaminante e
indeseable, incluyendo patdgenos (3).

El tiempo de coagulacion de la leche fue el esperado
para cada cultivo en estudio, esta propiedad es muy
importante ya que evidencia que las cepas cumplen
con las propiedades fisioldgicas y tecnologicas reque-
ridas para su empleo en un estudio de antagonismo
contra patogenos de alimentos (16).

Con relacion a los resultados obtenidos en las pruebas
de identificacidon hasta género (Tabla 2), se observa
que es dificil hacerlo por las pruebas tradicionales ya
que ambos géneros presentan las mismas caracteristi-
cas, y se ubican en el grupo de las BAL: cocos
grampositivos, que producen acido a partir de la gluco-
sa, catalasa negativos, oxidasa negativos, lo que com-
prueba que son las cepas inoculadas, ademas, pertene-
cen a la misma familia Lactobacilacceae (12).

La identificacion genotipica hasta especie (Tabla 3)
mostré que las cepas aisladas fueron las inoculadas: L.
lactis subsp. lactis y P. acidilactici. Ambas emplea-
ron la glucosa y eran homofermentativas ya que no se
observo produccion de gas a partir de la glucosa (17-
19).

El uso de determinados carbohidratos como fuente de
carbono, es otra de las pruebas bioquimicas que permi-
ten la diferenciacion entre géneros y especies de la
familia Lactobacillaceae. Como se puede observar,
L. lactis subsp. lactis no produjo acido a partir del
manitol y la rafinosa, lo que lo diferencia de P.
acidilactici. Ambos cultivos, sin embargo resultaron
positivos a la prueba de rojo de metilo, negativos a la
hidrdlisis de la gelatina y no reducen el nitrato a nitrito.
Respecto a la produccion de amoniaco de la arginina,
L. lactis subsp. lactis es capaz de hacerlo mientras
que P. acidilactici no.

Los resultados de la prueba de antagonismo indirecto
mostraron que las dos BAL analizadas inhiben las ce-
pas indicadoras ensayadas, aunque varia el grado en
que lo hacen (Tabla 4). Se obtuvo que tuvieron mayor
efecto antagénico contra las bacterias grampositivas
(L. innocua, B. subtilis, B. cereus, L. acidophillus,
L. plantarum y St. aureus) que contra las
gramnegativas (E. coli, Ps. aeruginosay Pr. vulgaris).
Esto esta dado, entre otros factores, por las diferen-
cias en la composicion de la pared celular, lo que trae
consigo que los mecanismos adaptativos para las dife-
rentes condiciones de estrés son mas complejos para
las bacterias gramnegativas. La mayoria de los acidos
débiles deben penetrar en la célula para tener un efec-
to letal o inhibitorio. En el caso de los organismos
gramnegativos deben atravesar la membrana
citoplasmatica y la membrana interna antes de ejercer
su accion en la célula. Esta barrera juega un importan-
te rol de controlar el acceso de preservantes y otros
compuestos al interior de la célula (5).

Los diametros de los halos de inhibicién (mm) presen-
tados por los microorganismos indicadores frente a las
BAL (Tabla 5) mostraron que el mayor antagonismo lo
presentaron contra L. innocua al obtenerse halos de

11
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Tabla 3. Pruebas bioquimicas de identificacion segun APl CH50

Prueba realizada Cepa 1 Cepa 2
Acido a partir de:  Arabinosa + +
Lactosa + +
Manitol - +
Rafinosa - +
Sorbitol + -
Sacarosa + D
Dextrina + D
Maltosa + +
Melibiosa + +
Ramnosa + +
Xilosa + -
Trealosa + -
Melizitosa + -
Salicina + D
Fructuosa + D
Galactosa + +
Manosa + D
Ribosa + D
Metabolismo Homofermentativo Homofermentativo
Crecimiento a 4 % NaCl + +
Crecimiento a 6.5 % NaCl - +
Crecimiento a 15 °C + +
Crecimiento a 37 °C +

Crecimiento a 45 °C - -
Prueba de rojo de metilo + +
Hidrdlisis de la gelatina - -

Reduccion de nitrato a nitrito - -

Producciéon de NH3 de la arginina + -
Microorganismo identificado Lactococcus lactis subsp Pediococcus
lactis acidilactici

e ce__

“+” = reaccion positiva, reaccion negativa, “D” = reaccion débil.
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Tabla 4. Resultados cualitativos de las pruebas de antagonismo indirecto entre las BAL aisladas y
los microorganismos indicadores ensayados (n=3)

Cepa
Microorganismo indicador Lactococcus lactis Pediococcus
subsp. lactis acidilactici

Listeria innocua LMG 13568 +++ +++
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ++ ++
Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

Proteus vulgaris ATCC 13315

Bacillus subtilis ATCC 10707 ++ ++
Bacillus cereus ATCC 14579 ++ ++
Lactobacillus plantarum IITA ++ ++
Lactobacillus acidophillus ITTA ++ ++

+++: halo mayor de 4 mm, ++: halo mayor de 2,9 mm; +: halo entre 0,5 y 2,9 mm.

Tabla 5. Resultados medios de las pruebas de antagonismo indirecto entre las BAL y los
microorganismos indicadores (n=3) (tamafio del halo mm)

Cepa
Microorganismo indicador Lactococcus lactis Pediococcus

subsp. lactis acidilactici
Listeria innocua LMG 13568 4,1 (0,2)e 4,1 (0,2)e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3,1(0,2)d 3,3(0,2)d
Escherichia coli ATCC 25922 0,67(0,2)a 0,8 (0,2)a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 1,1 (0,5)ab 1,0 (0,5)a
Proteus vulgaris ATCC 13315 1,6 (0,2)bc 1,8 (0,2)c
Bacillus subtilis ATCC 10707 3,3(0,2)d 3,3(0,2)d
Bacillus cereus ATCC 14579 3,6 (0,2)de 3,6 (0,2)de
Lactobacillus plantarum ITIA 3,3(0,2)d 3,3(0,2)d
Lactobacillus acidophillus ITIA 3,3(0,2)d 3,5(0,5)d

Valor medio (desviacion estandar).
Letras diferentes significan diferencias estadisticas a p < 0,05.
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inhibicion de 4,17 mm tanto L. lactis subsp. lactis como
P. acidilactici. Este resultado no mostré diferencias
significativas (p  0,05) con los resultados obtenidos
contra B. cereus ATCC 14579, a pesar de que los halos
de inhibicion de este fueron de 3,67 mm. La inhibicion
de las BAL contra los microorganismos grampositivos
ensayados (L. innocua LMG 13568; St. aureus ATCC
25923, B. subtilis ATCC 10707, B. cereus ATCC
14579, L. plantarum IIIA y L. acidophillus I11A) fue
significativamente inferior (p 0,05) a la obtenida para
los microorganismos gramnegativos (E. coli ATCC
25922, Ps. aeruginosa ATCC 10145 y Pr. vulgaris
ATCC 13315).

Estos resultados se justifican debido a que los
microorganismos gramnegativos poseen mecanismos
diversos que les propician poder adaptarse a cualquier
ambiente, entre ellos su capacidad de crecer en me-
dios acidos (20). Este mecanismo no esta bien claro y
puede estar relacionado con la formacion de proteinas
inducidas por la preexposicion de la bacteria a condi-
ciones acidas. E. coli posee varios sistemas de resis-
tencia a los acidos organicos que pueden ser clasifica-
dos de manera general en dos categorias: respuesta
acido tolerante que funciona en un medio minimamente
suplementado y mecanismo acido resistente en el que
se requieren algunas formas de suplementacion. En
algunos serovares de E. coli se han identificado hasta
tres mecanismos acido resistentes diferentes (20).
Ademas, poseen mecanismos de transporte que le per-
miten obtener nutrientes en los ambientes mas dilui-
dos.

La accion inhibitoria predominante se relacion6 con la
presencia de acido lactico ya que todos los
sobrenadantes perdieron la capacidad inhibitoria al ser
neutralizados excepto L. curvatus CRL 705, que se
utilizé como patron bacteriocinogénico. La actividad
antimicrobiana de los acidos organicos y del pH es com-
plementaria. La fraccion no disociada de los acidos
organicos es quien posee una mayor actividad inhibidora
debido a su naturaleza lipofilica, puede atravesar la
membrana celular y disociarse en el citoplasma (21).
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