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Resumen

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivodeterminar el efecto inhibitorio del filtrado de
un cultivo de Lactobacillussp en la supervivencia de Salmonella enteritidis, t y Staphylococcusaureus
en mayonesa casera. Para lo cual se utilizé el método de recuento en placa y se determind la supervi-
vencia (UFC/ml) de cada cultivo bacteriano frente a la adicion del filtrado del cultivo de Lactobacillussp.
Se trabajaron tres ensayos problema donde se adicion6 a la mayonesa el cultivo bacteriano mas el
filtrado, y en otros tres que fueron los ensayos control se adicionaron solo los indculos bacterianos para
comparar el crecimiento de cada cultivo bacteriano sin la adicion del filtrado.

Los resultados muestran que el filtrado de Lactobacillussp inhibe el crecimiento de Salmonella enteri-
tidis pues su crecimiento es menor comparado con el crecimiento de la cepa sin el filtrado en la mayo-
nesa casera conservada a T°ambiente durante 72 horas, lo mismo ocurre con Staphylococcusaureus.
Esto confirma el efecto antimicrobiano que tiene los metabolitos producidos por Lactobacillussp y que
estan presentes en el filtrado
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Abstract

In this Work determine the inhibitory effect of filtrate of a culture of Lactobacillus sp in the survival
of Salmonella enteritidis, Salmonella sp. and Staphylococcus aureus in homemade mayonnaise. For
which the method was used in plate count and survival (UFC / ml ) of each bacterial culture was deter-
mined against the addition of the culture filtrate of Lactobacillus sp. Three trials where problem mayon-
naise bacterial culture was added over the filtrate worked and in three other tests that were was added
controlling bacterial inocula only to compare the growth of each bacterial culture without the addition of
the filtrate.

The results show that Lactobacillus spfiltering .inhibits the growth of Salmonella enteritidis growth
is less as compared to the growth of the strain without the filter in homemade mayonnaise stored at
ambient T ° for 72 hours , so it is with Staphylococcus aureus. This confirms the antimicrobial effect of
metabolites of Lactobacillus sp.
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1. INTRODUCCION

La biopreservacion es un método de conserva-
cion que busca alargar la vida util de los alimentos
usando bacterias acido lacticas (BAL) y sus me-
tabolitos'. Las metodologias de biopreservacion
mas comunmente utilizadas en alimentos son la
aplicacion de cepas productoras de sustancias an-
tagonicas denominadas cepas biopreservantes, la
utilizacion de preparaciones como extracto crudo
de bacteriocinas, licor fermentado o concentrados
obtenidos mediante el crecimiento de cepas bio-
preservantes en medios de cultivo especifico y la
adicion de sustancias antagénicas puras o semi-

puras como las bacteriocinas producidas por BAL.
2,3

La conservacion de los alimentos y la prevencion
de la ocurrencia de enfermedades de transmision
alimentaria (ETA) en los individuos, han motivado
que el mundo industrial y el cientifico se interesen
por conocer con mayor detalle el modo de accién
de las bacterias acido lacticas especialmente las
probidticos y de algunos de sus metabolitos sobre
los microorganismos patdgenos®. Actualmente la
industria de alimentos esta utilizando los extractos
purificados de bacterias acido lacticas y probioti-
cas para controlar bacterias patégenas, estas sus-
tancias han sido llamadas bacteriocinas y se han
considerados como sustancias GRAS (Generally
Recognized As Safe), y confieren al consumidor
funcion nutraceutica; no solo por su funcion nutri-
cional sino protectante*®.

Los modos de inhibicion del crecimiento bacte-
riano no deseado por parte de los microorganis-
mos que empleamos como conservadores varian
desde competitividad por los nutrientes a la pro-
duccién de metabolitos capaces de inhibir el creci-
miento de otras bacterias: peréxido de hidrégeno,
bacteriocinas, acidos, antibidticos®”.

El uso de los probioticos como parte de los ali-
mentos o en la fermentacion de los mismos, es
una area en franco desarrollo en la industria de
alimentos lo que origina un marcado interés por
las bacterias acido lacticas y sus metabolitos® °.

El concepto de conservadores biolégicos se apli-
ca a las células microbianas enteras o sus meta-
bolitos que se aplican como conservadores. En la
mayoria de los casos, los microorganismos que se
utilizan son bacterias lacticas (en productos lac-
teos fermentados, productos carnicos, pescado);
pseudomonas para verduras frescas; levaduras y
mohos en quesos'® ",

Las bacterias acido lacticas (BAL) han estado
presentes en la alimentacién del hombre desde
hace siglos ya que se encuentran en productos de
leches fermentadas como yogurt, jocoque, quesos
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madurados, productos carnicos y hasta en algu-
nas hortalizas. Metchnikoff hace mas de un siglo
comprobé el efecto benéfico en la salud por el
consumo de leches fermentadas' 3.

Ademas de que las BAL proporcionan sabor y
textura e incrementan el valor nutricional de los
alimentos, desde hace décadas se utilizan en la
industria alimenticia como bioconservadores debi-
do a la produccion de bacteriocinas y otras sus-
tancias que ejercen accion antibacteriana que
contribuyen a la prevencion de la descomposicion
de los alimentos*.

Las BAL son usadas en la biopreservacion como
cultivos bioprotectores y se han destacado por ser
microorganismos que mediante la produccion de
acido lactico y otros metabolitos contrarrestan el
crecimiento de bacterias no deseadas, ayudando
a preservar el alimento.

En el grupo de bacterias acido lacticas des-
taca el género Lactobacillus, ya sea de metabo-
lismo homofermentativo o heterofermentativo, y
comprende cerca de 50 especies. Se caracterizan
por ser bacilos gram positivos, no esporulados,
sin motilidad, de metabolismo fermentativo, anae-
robio facultativo, no reducen el nitrato, catalasa y
oxidasa negativa y de requerimiento nutricionales
complejos. Dentro de los metabolitos producidos
por las BAL se encuentran las bacteriocinas que
son proteinas o péptidos antimicrobianos sinteti-
zados en el ribosoma de las BAL. La célula pro-
ductora sintetiza una molécula que la inmuniza
contra la propia bacteriocina. Estos péptidos ata-
can la membrana celular de otras bacterias evitan-
do su reproduccién’.

La actividad antimicrobiana de las bacterioci-
nas representa un gran potencial para la industria
alimenticia ya que se pueden utilizar como con-
servadores bioldgicos puros que en un momen-
to dado podrian reemplazar a los conservadores
quimicos ya que tienen la ventaja de ser proteinas
que al biodegradarse no forman compuestos se-
cundarios'®.

El uso de las BAL y los metabolitos producidas
por estas como las bacteriocinas, en forma de ex-
tractos crudos o purificados, ofrecen un potencial
en la conservacion de alimentos, siendo una alter-
nativa en la industria de alimentos que podria ayu-
dar a reducir la adicion de preservantes quimicos
y disminuir la intensidad del tratamiento térmico,
resultando en alimentos preservados naturalmen-
te, con mejores propiedades nutricionales y orga-
nolépticas’®.

Existen numerosas bacteriocinas producidas
por las BAL y cada una tiene espectros de inhi-
bicion particulares, esta caracteristica es aprove-
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chada en la industria de los alimentos para utili-
zarlas de diversas formas. Algunas bacteriocinas
se utilizan en procesos que requieren la inhibicion
del crecimiento de bacterias indeseables especi-
ficas estrechamente relacionadas al productor de
la bacteriocina, y en otros casos se aplican para
inhibir el crecimiento de microorganismos degra-
dadores de alimentos o de patégenos como esta-
lilococos vy listerias, respectivamente'.

Ademas de los roles mencionados anterior-
mente, las BAL también incrementan la higiene y
seguridad de los alimentos como consecuencia de
la inhibicion por competicion con bacterias pato-
genas.

La mayonesa, una de las salsas mas consumi-
das en el mundo, emplea yemas de huevo crudas
en su elaboracion y es por esa razon por la que
existe cierto riesgo de contraer salmonelosis si no
se tienen las debidas precauciones. Las intoxica-
ciones alimentarias producidas por la mayonesa
casera suelen provenir del empleo de huevos
contaminados y del empleo de poca cantidad de
acidos organicos en su elaboracion, bien sea vina-
gre (acido acético) o zumo de limén (acido citrico),
con el objeto de disminuir el pH de la mezcla por
debajo de 3,3 y que la bacteria Salmonella enteri-
tidis no prospere. La acidez es un punto critico en
la microbiologia de la mayonesa y es uno de los
puntos de medida acerca de su calidad sanitaria 'y
supervivencia como alimento consumible. La ma-
yoria de los casos de salmonelosis se producen
por mayonesas caseras; en raras ocasiones un
producto elaborado ha mostrado cientificamente
contaminacion'®,

De todos los microorganismos patégenos res-
ponsables de toxiinfecciones alimentarias que ha-
bitualmente se referencian en la literatura médica,
Salmonella es, con toda seguridad, el que ocupa
un lugar mas destacado. Salmonella es una bac-
teria no demasiado resistente a las condiciones
ambientales, en especial a la luz solar intensa, la
desecacion, concentraciones elevadas de sal o al-
tas temperaturas. Sin embargo, es la responsable
de casi la mitad de los casos de infecciones de ori-
gen alimentario que se diagnostican en los hospi-
tales espanoles. Esta misma situacion se describe
en el resto de los paises de nuestro entorno 2°,

La incidencia de salmonelosis ha ido disminu-
yendo de forma constante en Europa desde me-
diados de 1990. En 2007, se reportaron aproxima-
damente 152.000 casos de salmonelosis humana.

Un patrén similar se ha visto en los EE.UU.,
pero la incidencia se ha mantenido constante en
aproximadamente 15 casos por 100.000 personas
desde 2001. Una de las razones de la disminucion
de casos a finales de 1990 fue un mejor control de
S. enteritidis en la produccion de huevos?.

Los brotes de salmonelosis transmitida por los
alimentos siguen siendo comunes y se han aso-
ciado con una variedad muy amplia de alimentos,
incluyendo productos lacteos, huevos, zumo de
fruta, productos frescos, hierbas y especias, dul-
ces de chocolate, cereales, carnes y salazones y
el helado. Por ejemplo, un brote reciente en los
EE.UU. fue causado por S. typhimurium en man-
tequilla de mani y pasta de mani; afecté a cerca
de 700 personas a nivel nacional?'.

Salmonella no es resistente al calor y no crecen
a temperaturas bajas, pero aun asi son dificiles y
no estan muertos por congelacién. También pue-
den sobrevivir bien en los alimentos acidos y re-
sistir la deshidratacion. Esto significa que, si bien
no es capaz de multiplicarse en muchos alimentos
procesados, si la contaminacion esta presente,
puede ser dificil de erradicar.

El producto que mayoritariamente esta impli-
cado en la salmonelosis, la enfermedad causada
por Salmonella, son las salsas tipo mayonesa ela-
boradas con huevo fresco. El huevo puede llevar
Salmonella en su céscara, ya que las gallinas, al
igual que otros animales o el ser humano, pueden
ser portadoras. En este caso, el microorganismo
puede llegar a la superficie de la cascara por con-
taminacion desde la materia fecal de los animales.
Cuando la cascara esta contaminada, la bacteria
puede pasar al producto tras cascar el huevo y ex-
tender la contaminacién a cualquier producto que
se elabore con él?2,

Algunas enfermedades transmitidas por los
alimentos, si bien son conocidas, se consideran
emergentes porque estan ocurriendo con mayor
frecuencia y han ocasionado brotes epidémicos en
varios paises. Entre ellas se destacan la Salmo-
nella enteritidis. Durante el periodo de 1995-1999
en 21 paises de América Latina y el Caribe fueron
reportados 4 234 brotes de ETA que afectaron a
142 639 personas de las cuales 240 fallecieron.
Costa Rica reporté un total de 110 afectados. Con
relacién al agente etiolégico, el 55% de los brotes
fue como consecuencia de un agente microbiano,
de este 55%, el 33.2% se dio por infecciones por
Salmonella sp. El alimento asociado al brote fue
identificado en 3 226 casos (76.2%), constatando-
se que el pescado fue el alimento mas frecuente-
mente involucrado (27.8%). 23

Staphylococcusaureus es el representante del
género Staphylococcus con mayor potencial paté-
geno, es un coco gram positivo y suele provocar
intoxicaciones alimentarias en periodos de incu-
bacion cortos, tipicamente de 2 a 4 horas. Es una
bacteria considerada omnipresente, encontrando-
se en las mucosas y piel de la mayoria de anima-
les de sangre caliente; en el humano se encuentra
en la cavidad nasal, de donde pasan a la piel y
lesiones de ésta, principalmente en los brazos, las
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manos y la cara, pudiéndose encontrar, asimismo
en la garganta y en el tracto intestinal, pasando de
estas localizaciones al aire, polvo, ropa, utensilios
y equipos, y de alli, a los alimentos. %

Diversos alimentos han sido la causa de intoxi-
cacion alimentaria estafilocécica, destacando en
términos de frecuencia la carne de mamiferos y
de aves cocinada, el queso, productos de paste-
leria rellenos de crema, leche, leche en polvo y
ensaladas a base de papa, huevo, etc. Para este
caso, por ejemplo, se menciona la intoxicacion ali-
mentaria causada por S. aureus en un restaurant
institucional en Brasil, donde 56 personas, entre
una hora y media a doce horas después de ha-
ber ingerido los alimentos, presentaron sintomas
como vomitos, diarrea, dolor abdominal, fiebre y
dolor de cabeza después de haber ingerido sand-
wich de pollo, jugo de naranja y pudin de leche;
los andlisis posteriores de estos alimentos deter-
minaron la presencia de S. aureus en una canti-
dad de 2x108 UFC/g.%

La mayonesa es uno de los alimentos mas impli-
cados en intoxicaciones alimentarias, pues, es el
complemento de muchos platos. La U.S Food and
Drug Administration segun el ICMSF, define a la
mayonesa como un alimento emulsificado, semi-
so6lido preparado con aceite, vinagre, zumo de li-
mon y/o zumo de lima y yema de huevo. Debido a
las sustancias nutritivas que presenta (carbohidra-
tos, proteinas, grasas, vitaminas) proporcionados
por el huevo y aceite, la mayonesa es susceptible
de sufrir contaminacion y el posterior desarrollo
microbiano. Ademas, el desarrollo se ve favoreci-
da por las condiciones ambientales favorables que
se presentan en la temporada de verano (tempe-
raturas altas, luz), de modo que si es mantenido a
temperatura de conservacion inapropiada se con-
vierte en el mas peligroso producto alimenticio ca-
paz de producir intoxicacion alimentaria. En Chile
en el afio 2000 fallecid un joven de 16 afos, sin
antecedentes patoldgicos, involucrado en un brote
por Salmonella enteritidis como consecuencia de
consumo de mayonesa casera Y fallecid por una
septicemia por S enteritidis.

Las bacterias y levaduras que prosperan en la
mayonesa deben soportar pH de 4. Se ha demos-
trado incluso una mejora en la vida media de la
mayonesa si se inoculaban bifidobacterias du-
rante su procesamiento. El ataque por moho en
la mayonesa es superficial y ocurre tan solo en
presencia de suficiente oxigeno. Las condiciones
de acidez del producto por debajo de un pH de 4,4
hacen que no puedan sobrevivir la mayoria de los
tipos de bacterias. Es por esta razon por la que
las salsas de mayonesa comerciales suelen tener
un “punto de acidez”. No obstante hay estudios
donde Escherichiacoli 0157:H7 ha mostrado ser
resistente a estas condiciones. Existen casos de
shigelosis debidos a proliferacion de la bacteria
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Shigella.?

Es de gran importancia utilizar aditivos natura-
les en los productos alimentarios, que para este
efecto denominaremos “biopreservantes”, que
ademas de realizar un efecto antagonico frente a
la Salmonella, enriquezcan nuestra flora intestinal
ayudando en los procesos digestivos.?”

Lord en el 2002 realiz6 la evaluacion preliminar
de la capacidad antagonica del Lactobacillusaci-
dophilus contra Salmonella enteritidis en pesca-
do. Comprobd que la actividad inhibitoria sélo se
da a concentraciones altas de Lactobacillusacido-
philus (107 UFC/ml).

En la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin, se han aislado cepas nativas de Lac-
tobacilluscon efecto probidtico. Sin embargo, las
propiedades y caracterizacion del extracto produ-
cido por estas bacterias, aun no ha sido analizado
como sustancia bactericidas.

El objetivo del presente trabajo es determi-
nar el efecto inhibitorio del filtrado de un cultivo de
Lactobacillussp en la supervivencia de Salmonella
enteritidis, Salmonella sp. y Staphylococcusau-
reus ATCC 25923en mayonesa casera.

2. MATERIALES Y METODOS

Preparacion del inéculo bacteriano: A partir del
cultivo de Salmonella enteritidis y Salmonella sp.
y previa observacion microscopica para verificar
la pureza del cultivo, se inoculd6 una asada en
Agar Mac Conkey e incubd a 37° C por 24 horas.
Transcurrido el tiempo mencionado se hizo una
suspension del cultivo en 10ml de soluciéon sali-
na fisiolégica estéril (SSFE) donde se obtiene, por
comparacion con el tubo N° 1 del nefelometro de
Mac Farland, una concentracion de 3x108 microor-
ganismos por mililitro.

Para el cultivo de StaphylococcusaureusATCC
25923se sembrd en Agar Manitol Salado y se in-
cubd a 37° C por 24 horas. Se hizo la suspension
y comparacioén con el Tubo N° 1 de Mac. Farland.

Obtencion del filtrado del cultivo de Lactoba-
cillussp

Reactivacion del cultivo de Lactobacillussp: El
cultivo liofilizado de Lactobacillussp. se reactivo
en Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) a pH 5.5, y
se incub6é a 37° C por 24 horas en atmosfera de
microaerobiosis. Se hizo la observacion microsco-
pica para verificar la pureza del cultivo.

Filtracion del cultivo de Lactobacillussp: Se
hizo una resiembra en caldo rogosa a pH=5.5y se
incubo a 37°C por 24 horas. A partir del cultivo de
Lactobacillussp en caldo, se centrifugo, se separo
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el sobrenadante y se realizo la filtracion del sobrenadante por el método de filtracion de mem-
brana en poros de 0.45um.

Preparacion de la mayonesa casera (MC) e
inoculacion del filtrado y de la suspensién bacteriana:

Se prepararon dentro de una camara de flujo laminar, aproximadamente 200g de MC, para
lo cual se agregaron 2 huevos, 1 limén, 2g de sal comun y aproximadamente 100mL de aceite
vegetal. Los cuales se repartieron en 7 frascos con 50ml del preparado. Luego, a tres de ellos se
le adiciono 1mL del filtrado de Lactobacillus sp 'y 1ml de la suspension bacteriana de Salmonella
enteritidis, Salmonella sp y StaphylococcusaureusATCC 25923, respectivamente. En otros tres
frascos se inocul61ml de las suspensiones bacterianas de Salmonella enteritidis, Salmonella sp
y Staphylococcusaureus, respectivamente, y en el frasco restante quedo la mayonesa que sirvio
como para verificar la ausencia de microorganismos

Determinacion de la poblacion bacteriana sobreviviente

Se determind la poblacion bacteriana sobreviviente mediante la técnica de recuento en placa
en medio Agar Mac Conkey para Salmonella enteritidis, Salmonella sp, y en Agar Manitol Salado
para Staphylococcusaureu ATCC 25923, .Previas diluciones se sembro la muestra de mayonesa
alas 0,24,48 y 72 horas de haber inoculado el filtrado y la suspensién bacteriana.

Analisis estadistico
Los datos obtenidos fueron analizados Prueba de Mann-Whitney, una prueba aplicada a mues-
tras independientes.

3. RESULTADOS
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Fig. N°1. Crecimiento de Salmonella sp. con y sin filtrado del cultivo de Lactobacillus sp, en ma-
yonesa casera incubada a T°ambiente durante 72 horas, pH:5.5
P>0.05
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Fig. N°2. Crecimiento de Salmonella enteritidis con y sin filtrado del cultivo de Lactobacillus sp,
en mayonesa casera incubada a T°ambiente durante 72 horas,pH:5.5
P<0.05
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Fig. N°3. Crecimiento de Staphylococcusaureus ATCC25923 con vy sin filtrado del cultivo de Lac-
tobacillus sp, en mayonesa casera incubada a T°ambiente durante 72 horas, pH:5.5
P<0.05

4. DISCUSION

El amplio uso de las bacterias acido lacticas en la preservacion de alimentos se debe a que
producen acidos organicos y una gran variedad de sustancias antimicrobianas como peréxido de
hidrégeno (H,0,), dioxido de carbono (CO,), diacetil y bacteriocinas.

Segun Fricourt et al. (1994), las bacterias acido lacticas sintetizan agentes antibacteriales, que
varian en el espectro de actividad.

En la Fig. 1 se reporta el crecimiento microbiano del cultivo de Salmonella sp. con y sin el filtrado
de Lactobacillus sp, en mayonesa casera incubada a T°ambiente durante 72 horas, al realizar
el analisis estadistico no se encontré significancia estadistica (P>0.05). Esto se deberia a que
Salmonella sp. era una cepa nativa intrahospitalaria habiendo adquirido genes de resistencia a
los metabolitos producidos por Lactobacillussp.

En la Fig. 2 se reporta el crecimiento microbiano de Salmonella enteritidis con y sin el filtrado de
Lactobacillusspen mayonesa casera incubada a T°ambiente durante 72 horas, al realizar el ana-
lisis estadistico se encontro significancia estadistica confirmando el efecto inhibitorio del filtrado
sobre el crecimiento de este patdgeno.

En la Fig. 3 se reporta el crecimiento microbiano deStaphylococcusaureus ATCC 25923con y
sin el filtrado de Lactobacillussp en mayonesa casera incubada a T°ambiente durante 72 horas,
notando una inhibicidon del crecimiento cuando se enfrenta al patdégeno con el filirado de Lacto-
bacillussp.

De acuerdo a Schillinger y Liicke (1989) el factor decisivo en la inhibicién de Salmonellaente-
ritidis y Staphylococcusaureus es el rapido crecimiento de Lactobacillus y la rapida caida del pH
que le acompania.

Segun Isolauri et al, 2001, las bacterias acido lacticas, producen sustancias antimicrobianas
como el acido lactico, diacetilo y bacteriocinas, quienes reducen el nimero de células patégenas
viables, afectan el metabolismo bacteriano o la produccién de toxinas.

Estas ventajas han hecho que las bacteriocinas sean consideradas como compuestos importan-
tes en la prevencion de toxiinfecciones alimentarias, donde patdgenos como L.monocytogenes,
E. coliy S. aureus son actualmente una preocupacioén para la salud publica tanto a nivel nacional
como mundial.

Segun Casaus y Hernandez, 2000, debido a las caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas de
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las BAL, su uso en la conservacion de los alimentos, permitira disminuir el empleo de preservativos
quimicos adicionados a estos. Las ventajas constatadas han hecho que los Lactobacillus sean con-
siderados como bacterias nutraceuticas, por su valor nutricional y farmacéutico.

Sin embargo, no se encontraron muchos estudios de inhibicién in vitro, donde se reten sobrena-
dantes obtenidos a partir de diferentes cocteles bacterianos con cepas patégenas aisladas de diver-
sos origenes. Con este estudio se demostro el gran potencial de Lactobacillussp. como productor
de sustancias bacteriocin-likeinhibitorysubstances (BILS) dentro del contexto de biocontrol y cémo
dicha produccion esta ligada a la presencia o a la ausencia de otros microorganismos en el medio.
Investigaciones futuras deberan dirigirse a caracterizar el filtrado de Lactobacillussp. para ser consi-
derado como “biopreservante” en cualquier tipo de alimento.

5. CONCLUSIONES

» Elfiltrado de Lactobacillussp. tiene efecto inhibitorio en el crecimiento de cepas de Salmonella
enteritidis y StaphylococcusaureusATCC 25923 inoculadas en mayonesa casera incubada a
temperatura ambiente y transcurrido un tiempo de 72 horas.

« El efecto inhibitorio del filtrado dependera de la cepa patdgena a la que se enfrenta y los meta-
bolitos que produce cada especie de Lactobacillussp.
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