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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue estudiar la competitividad de
cepa de Lactobacillus acidophillus LA16 frente a
Salmonella typhimurium in vitro. Para ello se emple6 el
método de la doble capa. Se realizé un disefio experimental
con una variable, el efecto de la temperatura y para ello se
incubaron los microorganismos a 2 temperaturas: 18+2°Cy
30+1 °C en aras de determinar si no existia diferencia signi-
ficativa en el comportamiento de Lactobacillus
acidophillus LA16 y para ello se midi6 el halo transparente
formado cada 24 h durante dos semanas y se realizaron tres
réplicas experimentales de esta prueba. Los resultados ob-
tenidos en este trabajo sefialan a Lactobacillus acidophilus
LA16 como un cultivo bioprotector adecuado para el con-
trol de Salmonella typhinurium en chorizo elaborado en
condiciones artesanales, pues garantiza una disminucién
paulatina del pH a valores inferiores a 5,5 y una actividad
de agua de 0,85.

Palabras clave: cultivo bioprotector, competitividad,
Salmonella typhimurium.

ABSTRACT

Use of lactobasillus Acidophillus as bioprotective culture
The competitiveness of Lactobacillus acidophillus LA16 in
front of Salmonella typhimurium in vitro was studied. It
was carried out an experimental design with a variable, the
effect of the temperature and for they were incubated it the
microorganisms to 2 temperatures: 18+2°C and 30+1°C for the
sake of determining if significant difference didn't exist in the
behavior of Lactobacillus acidophillus LA16 and for it was
measured it the formed transparent halo each 24 h during 2
weeks and they were carried out 3 experimental replicas of
this test. The results obtained in this work point out
Lactobacillus acidophilus LA16 like a cultivation appropriate
bioprotector for the control of Salmonella typhinurium in
sausage elaborated since under handmade conditions it
guarantees a gradual decrease from the pH to inferior values
to 5.5 and an activity of water of 0.85.

Key words: | cultivate bioprotector, competitiveness,
Salmonella typhimurium.
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INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL) se asocian con la
carne y muestran su efecto antagénico contra organis-
mos patogenos y del deterioro. Su empleo para este fin
ha ido ganando adeptos en esta década. Las BAL se
consideran microorganismos GRAS (generalmente co-
nocidos como seguros) pero su uso sélo puede ir acom-
pafiado de buenas practicas de manufactura pues no
esconden malas précticas o una higiene dudosa (1). El
empleo de estos cultivos protectores o sus metabolitos
(los &cidos organicos, peroxido de hidrégeno, enzimas y
bacteriocinas) se conoce como biopreservacion (2).
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La mayoria de los estudios han demostrado la capaci-
dad de las BAL de inhibir el crecimiento de un patoge-
no emergente, Listeria monocytogenes (3-7), sin
embargo, en los estudios realizados se explica poco del
efecto que pudieran tener estas BAL sobre
microorganismos del deterioro como las enterobacterias
y sobre un patégeno de gran importancia para la salud,
Salmonella sp. El objetivo de este trabajo fue estudiar
la competitividad de cepa de lactobacilo frente a
Salmonella sp en chorizo.

MATERIALES Y METODOS

Para cumplimentar este objetivo se eligio la cepa
Lactobacillus acidophilus LA16, proveniente del ban-
co del Il1A y de la que se conocen sus propiedades
probidticas (8). Se eligié esta BAL porque se habian
evaluado sus propiedades como cultivo iniciador para
productos carnicos y, al ser una cepa productora de
alta acidez asi como los efectos que tiene sobre el pH,
podria ser empleada como cultivo iniciador en un cho-
rizo (9).

El cultivo de L. acidophilus LA16 se recibi6 en medio
Agar Leche y se reactivd mediante siembra en caldo
APT (10) dos veces por semana. Luego se incubd a
30 °C durante 16-24 h y se conservo en refrigeracion
entre resiembras consecutivas. Ademas, para garanti-
zar el control de la composicion del cultivo se realiza-
ron examenes microscopicos mediante tincion simple
en azul de metileno (11).

Para este trabajo se eligié Salmonella typhimurium,
patdgeno de importancia para la salud humana (8). Este
se recibi6 en tubo de agar inclinado procedente del ban-
co de cepas del Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia. Para su reactivacion se sembré en me-
dio caldo nutriente (10) y se incub¢ durante 18224 ha
30°C, para garantizar que el microorganismo alcanzara
la fase logaritmica de crecimiento al ser inoculada.

Para evaluar la competitividad de la cepa de
Lactobacillus acidophilus LA16 frente a Salmonella
typhimurium in vitro, se emple6 el método de la doble
capa (1,12). Para ello se tom6 una placa estéril con 10
mL de agar para conteo en placas (ACP) a la que se le
inoculé 1 mL de la cepa antagonista (Lactocacillus
acidophilus LA16) y se mantuvo en incubacién du-

rante 24 h para garantizar que la cepa estuviera en
fase de crecimiento exponencial. Al cabo de ese tiem-
po se inoculdé 1mL de la cepa de Salmonella
typhimurium previamente reactivada en caldo nutriente
y con 24 h de incubacion. Después se vertieron 10 mL
del medio estéril ACP para cubrir la placa y se dejo
incubar para medir el tamafio de la zona transparente
(1,12-14).

Se realiz6 un disefio experimental con una variable, el
efecto de la temperatura y para ello se incubaron los
microorganismos a dos temperaturas:18+2 °Cy 30+1°C
en aras de determinar si no existia diferencia significati-
va en el comportamiento de Lactobacillus acidophillus
LA16. Se eligieron ambos rangos de temperatura porque
esta BAL es un microorganismo mesofilo y las condicio-
nes reales de fermentacion del chorizo eran de 18+2 °C.
El halo transparente se midi6 cada 24 h durante dos se-
manasy se realizaron tres réplicas experimentales de esta
prueba.

Se realizaron, ademas, determinaciones de conteo de
lactobacilos (Agar dextrosa triptona, 18 a 24 h, 30 °C)
y de Salmonella sp, en medio cromogénico Cromocen
AGN siguiendo las indicaciones del productor (2).

Para conocer la influencia que tenia L. acidophillus
LA16 sobre Salmonella typhimurium a ambos ran-
gos de temperatura se tomé como variable respuesta
el tamafo del halo (mm) y se evalu6 mediante un ana-
lisis de varianza de clasificacion simple y prueba de
comparacion de rangos multiples de Duncan, ambos
para p<0,05. Con el objetivo de conocer si la tempera-
tura tenia efecto sobre los conteos de lactobacilos y de
Salmonella sp, se realizé un andlisis de varianza y prue-
ba de comparacion de rangos multiples de Duncan,
ambos para p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Fig. 1 muestra los resultados medios de la evalua-
cion de la capacidad de L.acidophillus de inhibir
Salmonella typhimurium in vitro. No existe diferen-
cia significativa (a p<0,05) en el tamafio del halo a
ambas temperaturas, por lo que cabria esperar que en
las condiciones de fermentacion del chorizo las BAL
tuvieran igual comportamiento.
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Fig 1.- Resultados medios de la capacidad de
L.acidophillus de inhibir a Salmonella ty phimurium “in
vitro”

Entre los dias 4 y 7, para ambas temperaturas de
incubacion, hay un aumento de la capacidad inhibitoria
de Lactobacillus acidophilus frente a Salmonella
typhimurium. Este comportamiento podria deberse a
la habilidad que poseen las BAL de producir acido lac-
tico y acético que es incompatible con la actividad y
sobrevivencia de bacterias patdgenas como Salmonella
sp asi como a su capacidad de producir otras sustan-
cias antimicrobianas como perdxido de hidrégeno,
didxido de carbono y bacteriocinas. Resultados simila-
res obtuvieron otros autores al probar la actividad an-
tagonica de bacterias lacticas contra cepas patdgenas
en leches fermentadas (8).

La Fig. 2 muestra los resultados medios de los conteos
de lactobacilos y Salmonella sp a las temperaturas
estudiadas y a diferentes tiempos. Conforme pasa el
tiempo hay un aumento significativo a p<0,05 de 4 uni-
dades logaritmicas del conteo de Lactobacillus
acidophilus LA16 respecto al inicio del estudio, que
como es un microorganismo mesofilo y de lento creci-
miento, alcanza conteos maximos a partir de los siete
dias para 30 °C y a partir de los nueve para 18 °C. Este
aumento es independiente de la temperatura, pero si
depende del tiempo de incubacién. Al comparar el com-
portamiento de este microorganismo a ambas tempe-
raturas, se observa que hay diferencias significativas
para p<0,05, pero esto se compensa con el hecho de
que, aunque 18 °C no es su temperatura optima de
crecimiento y demora un tiempo mas en fase de
latencia, se obtiene un aumento de la masa celular.
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Fig 2.- Resultados medios de los conteos de lactobacilos y
Salmonella sp “in Vitro” a ambas temperaturas.

Para ambas temperaturas hay una disminucién de los
conteos de Salmonella typhimurium, o sea, que exis-
ten diferencias significativas a p<0,05 entre los conteos
de Salmonella sp al inicio y al final del estudio. Para
ambas temperaturas la disminucién es de 2 unidades
log. Sin embargo, existen también diferencias signifi-
cativas en el tiempo en que Lactobacillus acidophilus
inhibe al patogeno, pues a 30 °C esta disminucion ocu-
rre entre el tercer y el cuarto dia mientras que a 18 °C
ocurre entre el cuarto y el quinto. A los efectos del
control del patogeno se observa que hay una marcada
competitividad entre las BAL y el patdgeno, que es
independiente de la temperatura de incubacion.

CONCLUSIONES

A escala de laboratorio se observa marcada
competitividad de Lactobacillus acidophilus LA16
frente a Salmonella typhimurium a temperaturas de
incubacién de 18 £2 °C y 30 °C. El antagonismo exis-
tente entre ambas cepas es independiente de la tempe-
ratura pero depende del tiempo de incubacion.
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