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RESUMEN

En el presente estudio se evaluo el efecto inhibitorio del Lactobacillus plantarum frente a tres tipos de
patdgenos (Listeria monocytogenes Salmonella enterica susbp. serovar typhimuriumyy , Escherichia coli ), se
realizé un estudio in vitro con tres concentraciones, hallando que 10" (3.57 log UFC g -1) presenté halos de
mayor tamafio para todas las evaluaciones realizadas. Luego se procedié a aplicar dicha concentracion de
la BAL en un embutido de pescado de atin aleta amarilla (Thunnus albacares). Para los recuentos del
tratamiento del embutido con L. monocytogenes mostrd valores de 6.1 log UFC g al inicio y al final de los
dias evaluados, mientras que al aplicar L. plantarum conjuntamente con este patogeno, se hallé una
reduccion a 5.4 log UFC g y en menor escala en los otros patégenos en estudio. De manera general el L.
plantarum mostré efecto inhibitorio retardando el crecimiento de microorganismos patdgenos. Por tanto, la
aplicacién de la cepa lactica en estudio es una muy buena opcion para garantizar la seguridad y calidad de
los alimentos.

Palabras clave: Lactobacillus plantarum, bacterias patégenas, embutido, atun aleta amarilla.

ABSTRACT

In the present study, the inhibitory effect of Lactobacillus plantarum against three types of pathogens (Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica susbp. serovar typhimurium and Escherichia coli) was evaluated, an in
vitro study was carried out with three concentrations, finding that 101 (3.57 log CFU g -1) presented the largest
halos for all the evaluations carried out. This concentration of LAB was then applied to a yellowfin tuna
(Thunnus albacares) fish sausage. For the counts of the sausage treatment with L. monocytogenes showed
values of 6.1 log CFU g-1 at the beginning and at the end of the days evaluated, while when applying L.
plantarum together with this pathogen, a reduction was found to 5.4 log CFU g-1 and on a smaller scale in
the other pathogens under study. In general, L. plantarum showed an inhibitory effect in retarding the growth
of pathogenic microorganisms. Therefore, the application of the lactic strain under study is a very good option
to guarantee food safety and quality.

Keywords: Lactobacillus plantarum, pathogenic bacteria, sausage, yellowfin tuna.

1. Introduccion 10 principales bacterias responsables de la mayor
Las patologias de transmision alimentaria parte de los casos confirmados de infecciones
conforman un grave problema de salud de los alimentarias (Soto et al., 2016).

consumidores. Las L. monocytogenes, S. Las bacterias acido lacticas (BAL), se definen
entérica, y E. coli, forman parte de la lista de las como una clase funcional que designa un grupo
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heterogéneo de bacterias Gram positivas, no
patdgenas, no toxigénicas, fermentadoras,
caracterizadas por producir acido lactico a partir
de carbohidratos, lo que las hace utiles como
cultivos iniciadores para la fermentacion de
alimentos. Comparten ofros rasgos comunes
como ser aerotolerantes, no forman esporas, no
reducen el nitrato y no producen pigmentos
(Sanchez & Tromps, 2014).

Las BAL son muy utilizadas en la industria
alimentaria, por su habilidad de acidificar y por lo
tanto preservar alimentos de las esporas, ademas
de influir en la textura, sabor, olor y desarrollo de
aroma de alimentos fermentado (Guzmén &
Carolina, 2020).

El efecto de inhibicion de las bacterias patogenas
se debe a factores como: reduccién del pH,
produccion de &cidos organicos, produccion de
bacteriocinas y buena capacidad de adherencia a
la mucosa intestinal (Jurado et al., 2015).

El uso de BAL como cultivo bioprotector en
carnes, trae ciertas ventajas, pues el efecto en las
caracteristicas  sensoriales es considerado
"oculto" o no percibido durante la maduracién,
debido al bajo contenido de hidratos de carbono y
la fuerte capacidad amortiguadora de la carne
(Vasquez M et al., 2009).

Cuando se utilizan cepas bioprotectoras en
carnes y sus derivados, los cultivos microbianos
deben cumplir caracteristicas importantes como
mantener su efecto inhibitorio a bajas
temperaturas y causar un efecto insignificante en
el pH de la carne (Vasquez M et al., 2009).
Existen estudios que han demostrado que la
plantaricina es la principal biocina producida por
L. plantarum; que es capaz de reducir poblaciones
bacterianas presentes en el medio, especialmente
bacterias patdgenas del género Listeria (Jurado
etal., 2015).

De acuerdo con lo indicado, la Lactobacillus
plantarum es una alternativa emergente en la
biopreservacion de alimentos. Asi mismo, la
tendencia de los consumidores, no es solo por
alimentos con alto valor nutricional, sino también,
por alimentos funcionales, saludables y con
menor riesgo de desarrollar enfermedades
(Duque etal., 2018). La presente investigacion
busca determinar la concentracién inhibitoria de L.
plantarum sobre E.  coli, S. entérica y L.
monocytogenes en condiciones in vitro y
seguidamente aplicarlo en un embutido de
pescado con presencia de bacterias patdgenas y
evaluar el efecto inhibitorio durante nueve dias de
almacenamiento, a temperatura de refrigeracion a
4°C.

2. Material y métodos

Se obtuvieron piezas enteras de atlin aleta
amarilla (Thunnus albacares) en el mercado de
mariscos Playita Mia, de la ciudad de Manta,
posteriormente fue preparado para los diferentes
analisis microbiolégicos y para la elaboracion del
embutido.

Elaboracion del Embutido

En la Tabla 1, se muestras los ingredientes y sus
concentraciones para la elaboracién del embutido
de pescado.

Tabla 1. Formulacion del Embutido

Ingredientes Porcentaje
Pescado 91,32
Gelatina 1,14

Leche 5,71
Comino 0,11
Pimienta 0,11

Ajo 0,51
Perejil 0,06

Sal 1
Total 100

Se pesaron cada uno de los ingredientes y se
cutterizd, obteniendo una masa homogénea de
todos los ingredientes. Finalmente se embutié 100
g de masa en una tripa sintética. Para los anélisis
microbiologicos, se utilizé 25 gramos de muestra
por triplicado de cada tratamiento.

Para los analisis microbiolégicos se utilizaron las
siguientes  cepas  bacterianas:  Listeria
monocytogenes (Cepa de referencia), Salmonella
entérica susbp. serovar typhimurium (ATCC
14028) y Echerichia coli (ATCC 25229), Las cepas
puras fueron donadas por la Universidad Central
de Quito. La cepa pura de Lactobacillus
plantarum (12Lcm) del laboratorio DESCALZI.
Para la actividad bacteriana y los analisis
microbioldgicos se utilizé los agares: agar BHI (Hi
Media) para L. monocytogenes, agar Trypto-
Casein Soya (Tm Media) para S. entérica y agar
Nutritivo (Condalab) para E. col,

Las condiciones de cultivo para cada bacteria se
indican en la tabla 2.



Tabla 2. Condiciones de cultivo de las cepas
bacterianas

Microorga  Cod. Caracteris Medi Incuba
nismo ticas o de cion
culti
vo
Listeria (Cepa  Gram BHI 37 °C
monocytog  de positivo por 24
enes referen horas
cia)
Salmonella  (ATCC  Gramneg Agar 37 °C
entérica 14028) ativo Trypt  por 24
sushp. o- horas
Serovar Case
Typhimuriu in
m Soya
Echerichia ~ (ATCC ~ Gramneg Agar 37 °C
coli 25229)  ativo Nutrit  por 24
ivo horas

Obtencion Cepas de Lactobacillus plantarum
Se trabaj6 con una cepa pura (12Lcm) del
laboratorio DESCALZI y  se realizd una
multiplicacién a partir de 1ml en caldo y se incubo
a 37°C durante 48 horas.(Jurado et al., 2015).

Tratamientos

En la Tabla 3 se muestran los tratamientos
combinando los factores de estudio tales como: A
bacterias acido-lacticas y B microorganismos
patbgenos. Se  realizé dos  disefios
completamente al alzar bifactorial 23, con tres
replicas por cada tratamiento, para evaluar la
actividad antimicrobiana en tres concentraciones
decimales (10!, 102 y 10%) con tres tipos de
microorganismos patdgenos, durante 24 horas.
Posteriormente con la concentracion de mayor
efecto inhibitorio frente a las bacterias ensayadas
se aplicé al embutido de pescado con el objeto de
evaluar la eficacia de la BAL sobre la seguridad y
calidad microbiologica del producto. Los anélisis
de los recuentos microbiolégicos se realizaron por
triplicados durante los dias cero, tres, seis y nueve
en almacenamiento a 4 °C.

Tabla 3. Tratamientos de estudio del disefno
experimental

N Tratami Bacteria Acido  Microorganism
°  entos Lacticas os patégenos
1 A1B1 Lactobacillus Listeria
platarum monocytogenes
2 A1B2 Lactobacillus Salmonella
platarum entérica
3 A1B3 Lactobacillus E. coli
platarum

Antes de la inoculacién de las bacterias en placas,
se transfieren 100 L de cada cepa a 100 mL de

caldo de cultivo y se incuban durante 18 horas
para obtener células de fase estacionaria
temprana, que serviran como indculo inicial en las
pruebas de actividad antibacteriana. Todas las
cepas bacterianas son incubadas de acuerdo con
la referencia de condiciones de cultivo para cada
cepa se cultiva a 37 °C durante 24 horas. (Otero,
2019)

La actividad bacteriana se evalu6 con el método
de difusion en disco inoculado con la cepa
indicadora correspondiente (Zapata et al., 2009).
En la superficie del agar se depositaron discos de
papel de filtro de 5 mm de diametro previamente
esterilizados e impregnados con 20 L del inéculo
de L. plantarum. Las bacterias fueron incubadas
durante 24 h a 37 °C (Vasquez et al., 2009).
Todas las pruebas fueron realizadas por
triplicado. Los diametros de la zona de inhibicion
se midieron usando un calibre y se expresaron
como areas de inhibicion en mm?2 (Erazo etal.,
2017).

Recuento de microorganismos

Para el conteo de microorganismos viables en
placa, se homogenizaron en agua de peptona 25
gramos de muestras de embutido de pescado.
Seguidamente, se realizaron diluciones decimales
que fueron inoculadas placas de Petri con agar.
Las bacterias fueron incubadas a 37 °C durante
24 horas. Los recuentos bacterianos de los
embutidos con y sin bacterias patdgenas fueron
realizados durante los dias 0, 3, 6 y 9 de
almacenamiento.  Los  resultados  fueron
expresados en UFC/g de muestra.

Se tuvo en cuenta unicamente las cajas de Petri
con conteos menores de 300 colonias.

Analisis estadisticos

Se realizé un andlisis de varianza ANOVA y una
prueba a posteriori de Tukey-Kramer, para
determinar diferencias la significativas entre las
medias de los resultados tanto de la actividad
antibacteriana como de los recuentos de los
microorganismos. La significancia estadistica fue
al 5%. Los datos recolectados fueron procesados
mediante el programa estadistico INFOSTAT
(2008).

3. Resultados y discusion

En la figura 1 se muestran los resultados de
sensibilidad de las bacterias de estudio frente a
las diferentes concentraciones de L. plantarum.



Fig.1 Halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano expresados en mm.
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No se observd halos de inhibicion en los
tratamientos controles. Esto significa, que el
efecto inhibitorio observado en los tratamientos
infectados fue por influencia del L. plantarum.

Se observd que el efecto inhibitorio del L.
plantarum frente a L. monocytogenes se produjo
en todas las concentraciones ensayadas 10
(32mm), 102 (28mm) y 103 (17 mm). Los niveles
de inhibicion observados fueron
significativamente diferentes p = 0.049 (p > 0.05).
Estos resultados coinciden con la investigacion
de Motato etal, (2016), quienes lograron
evidenciar el antagonismo de las cepas de L.
plantarum 60-1 y L. plantarum 62-1 aisladas de
sueros costefios de productos autdctonos
colombianos, donde mostraron que estos
microorganismos pueden presentar halos de
inhibicién contra L. monocytogenes en medios
convencionales, del mismo modo del Campo
(etal., 2008) indica que las BAL presentan
inhibicion  en contra de las bacterias Gram
positivas debido al efecto antagoénico.

Mientras en S. entérica el efecto inhibitorio de
todas las concentraciones ensayadas 10 (7mm),
102 (6 mm)y 103 (6 mm) no presentaron diferencia
significativa entre  concentraciones del L.
plantarum p = 0.91 (p < 0.05). Al igual que en la
investigacion de Lord, (2002) donde se reportaron
halos de inhibicion (de 9-16mm) 102y 10 UFC/ml
del Lactobacillus acidophilus sobre Salmonella
enteritidis sugiriendo la interaccion célula-célula
como uno de los mecanismos implicados en la
inhibicidn, mediante una ventaja competitiva de la
BAL sobre el patégeno como lo indica (Orihuel,
2019).

Los resultados para E. coli mostraron inhibicién de
todas las concentraciones ensayadas 10!
(12mm), 102 (8 mm) y 10° (11 mm) y no
presentaron  diferencia  significativa  entre
concentraciones del L. plantarum p = 0.078 (p <
0.05). Desde el punto de vista inhibitorio estos

resultados coinciden con los obtenidos por Gaitan,
(2013) quien demostro el efecto inhibitorio del
Lactobacillus ssp. frente a E. coli presente en el
producto carnico madurado artesanalmente,
indica que la cepa lactica aislada produjo una
sustancia capaz de penetrar estas dos barreras e
inhibir el crecimiento de este microorganismo, de
igual manera coincide con lo reportado por
Tydppodnen et al., (2003) las BAL son capaces de
producir péptidos antimicrobianos, es decir,
bacteriocinas € inhibir a los microorganismos
patdgenos Gram negativos.

Los resultados mostraron mayor inhibicién de las
BAL en concentracién 10 (3,57 log UFC g') para
todos los tratamientos contaminados con
patégenos como lo indica Lord, (2002) que a
mayor concentracion de Lactobacillus acidophilus
menor concentracion del patdgeno. . Debido a
estos resultados se aplico 3,57 log UFC g para
todos los tratamientos con el embutido de
pescado.

Fig. 2. Efecto inhibitorio del L. plantarum en
los recuentos totales de L. monocytogenes.
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Los resultados reflejados en la fig.2 muestran el
efecto inhibitorio del L. plantarum en los recuentos
totales de L. monocytogenes presentes en
embutido de pescado. En el embutido control
present6 una carga inicial de 4.9 log UFC gy 5.3
log UFC g' para el dia nueve, mientras que en el
tratamiento embutido con L. plantarum mostraron
resultados del dia cero 4.3 log UFC gy el dia
nueve 5 log UFC g*, mostrando un p = 0.01 (p >
0.05) sin diferencia significativa entre ellos, lo
contrario del tratamiento contaminado con el
patdgeno que mostro 6.1 log UFC g al inicio y
final de los dias evaluados. Efecto que se atribuye
a las BAL por su capacidad productora de
bacteriocinas; que presenta actividad mas
especifica contra patdgenos Gram positivos, tales
como L. monocytogenes y Staphylococcus aureus
que contra patégenos Gram-negativos como lo
indica (Nero et al., 2008).



Fig. 3. Efecto inhibitorio del L. plantarum en
los recuentos totales de S. entérica.
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En la fig.3 se muestra el efecto inhibitorio del L.
plantarum en los recuentos totales de S. entérica
presentes en embutido de pescado. En el
embutido control presentd una carga inicial de
5.19 log UFC gy 5.41 log UFC g para el dia
nueve, mientras que en el tratamiento embutido
con L. plantarum mostraron resultados del dia
cero 4.87 log UFC gy el dia nueve 5.18 log UFC
g", mostrando un p=0.01 ( p > 0.05) sin diferencia
significativa entre ambos ,mientras del
tratamiento contaminado con el patdgeno mostrd
5.89 log UFC g al inicio 5.89 log UFC g al final
de los dias evaluados, demostrando un bajo
efecto inhibitorio. Como se ha descrito
anteriormente (Valencia, 2020) Salmonella es una
bacteria Gram-negativa lo que indica que cuenta
con presencia de una doble capa lipidica que
inhibe la interaccion entre las sustancias
antagonistas, tales como las bacteriocinas, y el
microorganismo. Segun Ortolani et al., (2009), no
se descarta la actividad inhibitoria de las BAL
frente a los patdgenos Gram-negativos, ya que se
pueden emplear para generar mecanismos
alternos como la produccion de &cidos organicos,
peroxido de hidrogeno, reuterina o mediante
mecanismos de exclusion competitiva con el fin de
producir.

Fig. 4. Efecto inhibitorio del L. plantarum en
los recuentos totales de E. coli
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Los resultados del analisis realizado que muestra
en la figura 4 se observa que lo cepas presentan
mayor susceptibilidad con respecto al embutido
control present6 una carga inicial de 5.03 log CFU
g'y 5.32 log UFC g en el dia noveno, mientras
que en el tratamiento embutido con L. plantarum
mostraron resultados del dia cero 4.90 log UFC g-
Ty el tltimo dia 5.23 log UFC ¢!, mostrando un p
=0.001 (p <0.05) sin diferencia significativa entre
ambos ,mientras el tratamiento contaminado con
el patégeno y BAL mostro 5.70 log UFC g al inicio
5.85 log UFC g al final de los dias evaluados,
demostrando un bajo efecto inhibitorio. Segun
(Jurado etal., 2015) las BAL muestran una
interaccion directa con el colageno existente en
los musculos de las canales, lo que permite la
competitividad entre L. plantarum y E. coli. Las
BAL se consideran una alternativa para evitar
contaminacion en alimentos de origen carnicos,
en dicho estudio muestran que la presencia de
bacteriocinas desacelera el aumento de E.coli en
periodo de entre 48-96 h de incubacion. La E. Coli
a pesar de ser una Gram- negativa presentd
actividad positiva, al igual que en los trabajos de
(Orihuel, 2019) en embutidos de carne.

Conclusion

La bacteria Lactobacillus plantarum si presento
efecto inhibitorio frente a los microorganismos
patégenos L. monocytogenes y para E. coliy S.
entérica tanto en la parte in vitro donde la mejor
inhibicién se dio a la concentracion 10" y en los
recuentos microbianos se observd una
disminucién al aplicar el L. plantarum,
mayormente en los enfrentamientos con Listeria
desde el dia 0 hasta el dia 9, y en menor efecto
con los otros patdgenos estudiados lo que vuelve
a lactobacillus plantarum con posibilidad de
convertirse en una medida alternativa para
mejorar la vida util, el almacenamiento y la
seguridad de dichos productos reduciendo el uso
de aditivos quimicos.
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