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RESUMEN

El género Lactobacillus sp se ha caracterizado en los Ultimos afios por tener gran
importancia como antagonista de diferentes bacterias patdgenas. La bacteria
entérica Salmonella enteritidis es un patdégeno comun en los alimentos y esta
directamente relacionada con las intoxicaciones alimentarias provocando graves
problemas en la salud humana.

Se realiz6 una evaluacion preliminar de la capacidad antagonica del Lactobacillus
acidophilus contra Salmonella enteritidis en pescado. La evaluacion se realizo
para tres variables: Confrontacién directa bacteria con bacteria, sobrenadante de
L. acidophilus con bacteria y efecto del Lactobacillus acidophilus sobre el pescado.
Se demostré que la actividad antagonica para la primera variable, esta limitada a
la reduccion del pH, no se obtuvo actividad antagonica para la segunda variable y
para la tercera variable se encontré que la disminucion en el pH de las muestras
de sardina (Sardinella anchovia) por la accion del L. acidophilus ocasioné una
aceleracion del deterioro del producto.

En la evaluacion de bacteria contra bacteria, se comprobd que la actividad
inhibitoria se daba s6lo a concentraciones altas de Lactobacillus acidophilus,
alrededor de 10'UFC/ml. También se observé que la adicion de diferentes
volimenes de una concentracién de 10’UFC/ml de Lactobacillus acidophilus a la
carne de pescado almacenada a condiciones de temperatura habituales en la
pesca artesanal, acelera el proceso de descomposicion del producto.

Palabras clave: Lactobacilus acidophilus, Salmonella enteritidis, Antagonismo
Bacteriano, Control Bioldgico.
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UTILIZACION DE Lactobacillus acidophilus COMO AGENTE
ANTAGONICO PARA EL CONTROL DE Salmonella enteritidis
EN PESCADO.

INTRODUCCION

El pescado y los mariscos representan una importante fuente de
contaminacion y por ende de transmision de microorganismos patdgenos;
esto como consecuencia de un deficiente control sanitario. Bacterias como la
Salmonella enteritidis son responsables de problemas de intoxicacion
alimentaria.

En los ultimos afios, las familias puntarenenses cuyo sustento depende de la
pesca artesanal, han lanzado un llamado de auxilio solicitando ayuda para
gue puedan producir alimentos seguros para el consumidor; como
consecuencia de los escasos recursos de estas personas, se hace necesario
encontrar una solucion rapida y asequible. Por esto la Estacion de Biologia
Marina de la Universidad Nacional, pretende desarrollar una opcion practica y
saludable para los pescadores artesanales, que no involucre la adicion de
sustancias quimicas, ya que podrian ocasionar un rechazo del producto por
parte de los compradores ademas de muchos problemas agregados de
manipulacion y elevar los costos de su procesamiento.

Por otra parte, se pretende que con la utilizacion de Lactobacillus acidophilus
como agente antagonico y por su considerable produccion de bacteriocinas y
acido lactico, se pueda combatir la contaminacion por Salmonella enteritidis, y
aumentar el valor agregado de los productos, siendo estos mas atractivos y
saludables.

Existen a la fecha innumerables reportes de investigaciones que demuestran
los beneficios por el consumo de probidticos, aunque es necesario enfatizar
gue no todos los microorganismos tienen el mismo efecto benéfico, por lo
gue es importante que se analice con mayor profundidad a cada uno de ellos.

Hay que destacar que en la bibliografia actual no se encuentran estudios que
demuestren efectos perjudiciales con la administraciéon de bacterias acido
lacticas y probidticas en personas sanas y en las distintas enfermedades
estudiadas.



En algunos paises europeos y en Japon, el consumo de probidticos es
comun y se han utlizado como profilacticos de enfermedades diarreicas
desde hace muchos afos. Sin embargo en occidente el consumo de éstos
productos es reciente y los primeros probiéticos llegan del viejo continente en
forma de yogurt, leches fermentadas, quesos, férmulas infantiles, bebidas de
jugos, entre otros.

Los alimentos funcionales con probidticos pueden ser un elemento

importante para mantener un buen estado de salud, asi como la prevencion
de enfermedades.
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REVISION DE LITERATURA

Problematica del sector pesquero costarricense

El sector pesquero, es una importante fuente de empleo e ingresos en el
mundo en desarrollo. La pesca artesanal incrementa la seguridad alimentaria
de las familias, no sélo por los ingresos que produce, sino también gracias a
los descartes que van a dar a la mesa familiar. La pesca a menudo es una
ocupacién de temporada, en auge cuando los recursos costeros y de alta mar
son mas abundantes (FAO, 1996).

Actualmente alrededor del mundo muchas familias viven dedicadas a la
pesca artesanal, formando las llamadas comunidades pesqueras. Una
‘comunidad pesquera” se define como aquel lugar identificado por las
Administraciones Nacionales de los paises, en donde se concentra un
namero no menor de diez pescadores artesanales. Para 1995 Costa Rica
presentaba unas 69 comunidades pesqueras, esto es equivalente a 92 876
personas que se dedicaban directamente a la pesca artesanal. Del total de
estos pescadores artesanales, el 85% son pescadores de mar, de los cuales
el 72% pesca en el Pacifico y apenas un 28% en el Atlantico (PRADEPESCA,
1995).

En los ultimos afios, estas comunidades pesqueras han enfrentado serios
problemas en la aceptacion de sus productos debido a que no cuentan con
los sistemas de higiene y congelacion necesarios para garantizar un buen
producto (PRADEPESCA, 1995).

Como consecuencia de lo anterior se ha dado un aumento de brotes de
enfermedades por el consumo de mariscos crudos o insuficientemente
cocinados. Entre las bacterias patégenas que se presentan en los productos
pesqueros como resultado de la contaminaciéon a partir de reservorios
animal/humano esta la Salmonella enteritidis (Sockett, 1995).

Consecuencias de las enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETA)

Las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen hoy en dia
probablemente uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo
contemporaneo y causa importante de baja o falta de productividad
economica (Moréan, 2000).
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El control y prevencion de las enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETA) es un desafio actual en el ambito mundial dado que no se conoce su
real incidencia. La OMS ha estimado que, dependiendo del pais, entre el
15% y el 70% de los casos de diarrea en menores de 5 afios de edad se
debe a alimentos contaminados. Se estima que el 60% de los brotes de ETA
son de etiologia desconocida. De las conocidas, las materias primas de
origen animal son las que con mas frecuencia parecen estar involucradas y
en las que en la mayoria de los casos se deben a la presencia de bacterias.
La diarrea de los viajeros afecta del 20% al 50% de los extranjeros que viajan
a América Latina y el Caribe (Moran, 2000).

Importancia de la Salmonella sp entre las ETA

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 Salmonella enteritidis (Moran, 2000).

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 report6é un total de 110 afectados.
Con relacion 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%), constatandose que el pescado fue el alimento mas
frecuentemente involucrado (27.8%) (Moran, 2000).

Caracteristicas generales de la Salmonella sp

El nicho ecoldgico de la mayoria de los microorganismos patégenos
entéricos (E. coli, Salmonella sp., .), es el intestino del hombre, los pajaros y
los mamiferos. La ocurrencia en el pescado y los productos pesqueros ha
sido asociada con la contaminacion fecal, ya sea por contaminacion del
medio acuatico natural donde estos organismos pudieran sobrevivir durante
meses a temperatura ambiente, 0 por contaminacién durante el
procesamiento (Arroyo, 1995).

Se han descrito mas de 2 375 serovares de Salmonella, que finalmente

pertenecen al mismo género en base a su gran identidad en el genoma, de
90% o mas. El género Salmonella es el agente causal de diferentes
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infecciones intestinales, conocidas como salmonelosis. La salmonelosis
humana puede dividirse en dos sindromes (Ramos,1997):

1) La fiebre entérica, que incluye la fiebre tifoidea causada por S. typhi, y la
fiebre paratifoidea que es patoldgica y clinicamente similar a la tifoidea pero
con sintomas menos fuertes, causada por S. paratyphi A, B, o C. La fiebre
entérica implica una infeccion sistémica, debido a la invasividad de la
bacteria.

2) La gastroenteritis o envenenamiento por alimentos, la cual es la mas
comun de las infecciones, causada por muchos serotipos. Este tipo de
infecciones no es acompafiada de una infeccién sistémica. Los serotipos
mas comunes en la salmonelosis no-tifoidéica son S. typhimurium y S.
enteritidis.

Puede también ocurrir una invasion sistémica sin gastroenteritis, sobre todo
en individuos inmunocomprometidos, como en el caso de las infecciones
intra-hospitalarias. Asimismo, sobre todo para la fiebre tifoidea, puede
establecerse la condicion de portador asintomatico (Ewing, 1986).

Importancia de la utilizacién de Lactobacillus acidophilus como
biopreservante en pescado

Conociendo la importancia que tiene la presencia de Salmonella en pescado
para la salud del consumidor y teniendo en cuenta que el criterio
microbioldgico internacional de aceptabilidad para este microorganismo
patdbgeno es su ausencia en 25 g del producto, es necesario encontrar
alternativas para combatir esta bacteria, es por tanto que surge la posibilidad
de utilizar Lactobacillus como agente antagdnico contra la Salmonella sp
(Lee, 1993).

Por lo anteriormente mencionado, es de gran importancia utilizar aditivos
naturales en los productos alimentarios, que para este efecto
denominaremos “biopreservantes”, que ademas de realizar un efecto
antagonico frente a la Salmonella, enriqguezcan nuestra flora intestinal
ayudando en los procesos digestivos. Las bacterias acido lacticas (LAB) son
reconocidas por jugar un papel muy importante en las fermentaciones
alimentarias y en la preservacion de alimentos (Liepe,1993).

Ademas de los roles mencionados anteriormente, las LAB también

incrementan la higiene y seguridad de los alimentos como consecuencia de
la inhibicidn por competicidn con bacterias patdégenas (Schillinger, 1990).
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Efectos antagonicos de las bacterias acido lacticas

El efecto primario de inhibicién provocado por las LAB es la producciéon de
acido lactico y con esto la disminucién del pH (Daeschel, 1991). Ademaés,
estas producen un gran numero de compuestos inhibitorios y acidos
organicos, que incluyen el peroxido de hidrégeno, dioxido de carbono,
acetaldehido y bacteriocinas (Piard, 1992).

Las bacteriocinas son sustancias antimicrobianas de naturaleza proteica que
a diferencia de los antibioticos se sintetizan a nivel ribosémico. En particular,
las bacteriocinas producidas por las LAB han despertado un gran interés
cientifico e industrial debido a su potencial como agentes bioconservantes
(Garriga, 2000).

En contraposicion con los aditivos quimicos, los consumidores perciben las
bacterias lacticas y sus metabolitos como algo natural y beneficioso para la
salud por lo que su empleo en la conservacion de alimentos tiene una gran
aceptabilidad (Aymerich, 1998).

Bioconservacion

Cuando hablamos de bioconservacion nos referimos a: Incremento de la vida
atil y de la seguridad de los alimentos utilizando su microflora natural o
controlada y sus productos antibacterianos. La bioconservacion puede ser
aplicada, por ejemplo, en alimentos y sistemas céarnicos por cuatro métodos
béasicos (Stiles, 1996; Aymerich, 1998):

() Adicion de cepas bacterianas que crecen rapidamente o producen
sustancias antagonistas. Este método ofrece una manera indirecta de
incorporar bacteriocinas en un producto alimentario. Su éxito depende de la
capacidad del cultivo para crecer y producir bacteriocinas en el alimento bajo
condiciones ambientales y tecnologicas (temperatura, pH, ingredientes .).

Puesto que los productos carnicos no pueden ser pasteurizados antes de
afadirle un cultivo de bacterias del acido lactico, las LAB para la
bioconservacion deben ser capaces de competir con la microbiota natural de
la carne.

(i) Adicion de sustancias antagonistas purificadas. Con este sistema la
dosificacion de bacteriocinas es mas precisa y por lo tanto mas predecible.

14



No obstante, su aplicacion queda limitada por las leyes nacionales de
aditivos alimentarios.

(iii) Adicion del licor de fermentacion o un concentrado de un microorganismo
antagonista. Este modo evita la utilizacion de un compuesto purificado y por
lo tanto la obligacion de declarar su presencia en el etiquetado.

(iv) Adicion de LAB mesodfilas como una proteccion fallo-seguro contra
abusos de temperatura. En este caso, la cepa biop35rotectora se mantendra
en las concentraciones iniciales en condiciones de refrigeracion. Bajo
condiciones de abuso de temperatura, la cepa crecera de forma competitiva
frente a las bacterias patdgenas evitando riesgos de salud.

Una caracteristica interesante de los cultivos bioconservadores es su
capacidad para producir el compuesto deseado "in situ", por lo que es
importante tener en cuenta que la produccion de los agentes antimicrobianos
depende de la composicion del entorno: pH, temperatura, potencial redox,
presencia de organismos competidores, efectos aditivos, . (Daeschel,1991).

Situacién actual y expectativas de los antimicrobianos naturales

Actualmente muchos son los grupos de investigacion de todo el mundo que
estan trabajando en antimicrobianos naturales, entre ellos las bacteriocinas,
para aplicacion en alimentos. Las bacteriocinas de las bacterias lacticas son
producidas por microorganismos reconocidos como GRAS (Generally
Recognized As Safe). Por el momento Unicamente la bacteriocina nisina esta
aprobada para su uso en determinados alimentos, aunque diversos
productos comerciales como Alta y Microgard, aprobados también para su
uso como aditivos son fermentos de bacterias de grado alimentario con
propiedades antibacterianas en alimentos (Monfort, 1996).

Para que en un futuro las bacteriocinas sean aprobadas como aditivos de
uso alimentario serd imprescindible disponer de resultados de eficacia
probada en productos (Hugas , 1998 y Monfort, 1996).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue una evaluacion preliminar del potencial
antagonico de Lactobacillus acidophilus sobre la Salmonella enteritidis

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Cuantificar los efectos inhibitorios de una cepa de Lactobacillus
acidophilus frente la Salmonella enteritidis mediante la medicién de halos
de inhibicion producidos por la cepa y sus extractos mediante el método
de difusion en discos.

= Evaluar los efectos inhibitorios del extracto de Lactobacillus acidophilus
en un medio de cultivo elaborado con harina de pescado.

- Determinar la concentracion inhibitoria adecuada de Lactobacillus
acidophilus para detener el crecimiento de Salmonella enteritidis en
pescado.

- Determinar los efectos del Lactobacillus acidophilus en el pescado.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

La cepa de Salmonella enteritidis que se utilizé en este estudio fue facilitada
por la Dr. Virginia Montero del Laboratorio de Servicios quimicos Yy
microbiolégicos CEQUIATEC, de la escuela de quimica del Instituto
Tecnologico, Cartago, Costa Rica. Se utliz6 ademas una cepa de
Lactobacillus acidofilus comercial.

Para realizar un “screening” inicial y evaluar la produccién de actividad
inhibidora se utilizé el método de “Botén en césped” de Bauer et al, 1966,
sustituyendo en todos los casos el agar Miller Hinton por agar nutritivo.

CONFRONTACION DIRECTA BACTERIA/BACTERIA

Preparacion de las placas con el medio de cultivo:

El medio de cultivo utilizado fue el agar Nutritivo con un pH de 7. Se vertieron
entre 25 a 30 ml de agar fundido y enfriado hasta 50-55°C en placas estériles
de vidrio de modo que se obtuvo una capa de 4 mm de alto. Fue fundamental
respetar esta condicion, pues de lo contrario, se obtienen halos mayores o
menores segun el caso. Para eliminar la humedad sobre la superficie del
medio, las placas se secaron incubandolas a 35+ 2°C durante 30-60 minutos
(se conservaron 15 dias las placas preparadas, refrigeradas a 4-8 °C).

Las pruebas de inhibicién bacteriana se realizaron a partir de cultivos
monomicrobianos La prueba de difusién en agar por el método de discos se
realizo de la siguiente forma:

Preparacion del inéculo:

Se tomaron de 3 a 5 colonias del cultivo original con un asa de nichrome y se
introdujeron en un vial con 5 ml de agua destilada estéril, se agitd en un
agitador "vortex" durante 15-20 segundos . La turbidez se compar6 con un
estandar de Mc Farland de 0.5, el cual posee un promedio de 10’ UFC/ml, a
partir de ésta, en 6 viales se procedié a realizar diluciones seriadas hasta
alcanzar una concentraciéon de 10 UFC/ml, este procedimiento se realizé
tanto para Salmonella enteritidis como para Lactobacillus acidhopilus.
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Siembraen placas

Cada suspension bacteriana de Salmonella enteritidis obtenida como se
indica en el punto anterior, fue absorbida con un hisopo de algodén estéril. El
exceso de liquido se descarto oprimiendo el algodon contra la pared del tubo.

Para inocular las placas, se aplicé el hisopo sobre la superficie de las
mismas, efectuando estrias en direcciones diferentes. Se dejaron secar las
placas durante unos cinco minutos antes de proceder a aplicar los discos.

Preparacion de los discos

Se emplearon discos de papel filtro de 6 mm de diametro esterilizados
mediante un periodo de 15 minutos de autoclavado a 121°C con 15 libras de
presion, y secados en la estufa durante un periodo de 15-20 minutos, éstos
se introdujeron dentro de las diferentes diluciones de Lactobacillus
acidhophilus.

Aplicacion de los discos

Una vez impregnados con la solucién inhibidora se colocaron 4 discos por
placa, sobre la superficie del agar por medio de una pinza estéril, segun el
tratamiento con una distancia suficiente entre ellos para evitar la
superposicion de los halos de inhibicion. Se tuvo el cuidado, que los discos
hicieran buen contacto con la superficie del agar, ejerciendo para ello, ligera
presion sobre los mismos, se realizaron tres repeticiones por tratamiento con
cada una de las combinaciones posibles entre las concentraciones de 10’ a
10" UFC/ml de Lactobacillus acidophilus y las concentraciones de 10" a 10*
UFC/ml de Salmonella enteritidis. Transcurridos 30 minutos de la colocacion
de los discos, las placas se incubaron invertidas en la incubadora a 35+2°C
durante un periodo de 24-48 horas.

Medida de las zonas de inhibicidn:

Para la lectura de los halos de inhibicion no se tomé en cuenta sélo su
presencia 0 su ausencia, en todos los casos se tomé el diametro de los
halos, ya que estos varian segun la inhibicion provocada por el
antimicrobiano. Para medir los halos se utilizé una regla milimétrica. Se midié
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el diametro total en milimetros del halo incluyendo el disco. De tal manera, la
ausencia total de inhibicion fue el borde del disco, es decir 6 mm de lectura.

Para analizar la importancia de la variacion del pH sobre la formacién de
halos de inhibicion mas significativos en tamafio, se realizaron mediciones de
pH en las zonas de inhibicién a intervalos de 12 horas de incubacién a 35°C
hasta un total de 72 horas.

Posteriormente, se realizaron pruebas de antagonismo en las que se
remplazé el agar nutritivo por una gelatina nutritiva en la que se sustituyo el
extracto de carne por harina de pescado, en este paso las pruebas también
se realizaron mediante el procedimiento de Bauer et al, 1966.

Para controlar el aumento en el tamafio de los halos de inhibicion, se
realizaron mediciones de los mismos a intervalos de 12 horas durante un
lapso de 72 horas de incubacion a 35°C.

Una vez realizadas las pruebas para determinar cual concentracion de
Lactobacillus acidhophilus resultd mas inhibitoria para el crecimiento de la
Salmonella enteritidis, se procedio a realizar una aislamiento primaria de
bacteriocinas como se indica a continuacion:

CONFRONTACION DIRECTA SOBRENADANTE DE Lactobacillus
acidophilus /BACTERIA

Produccion de bacteriocinas en medio liquido

En esta etapa del trabajo se utiliz6 la metodologia de Liepe (1993).

Se inocularon volimenes de 1 a 5ml de una solucién de 10’UFC/ml de
Lactobacillus acidhophilus en 5 erlenmeyers de 250 ml con 200 ml de caldo
tripticasa de soya, y se dejaron crecer durante un periodo de 18 horas a 35°.
Se inocularon al 2% veinte viales con 8 ml de caldo nutritivo a partir del
cultivo anterior y se dejo crecer durante 6h, 8h, 12h y 24h. A los diferentes
tiempos se tomaron muestras de 1ml en tubos eppendorf y mediante
centrifugacién a 5 000 rpm durante 15 minutos se obtuvieron los extractos
crudos, estos fueron almacenados a -20 °C. Posteriormente, el
sobrenadante libre de células se ensayd en placa frente a la Salmonella
enteritidis en el ensayo de actividad de bacteriocina.
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Ensayo de la actividad de la Bacteriocina

Se analiz6 la actividad antimicrobiana de los extractos concentrados de
Lactobacillus acidophilus frente a diluciones de Salmonella enteritidis a
concentraciones desde 10’ hasta 10* UFC/ml, por el método de Bauer et al,
1966, descrito anteriormente.

EFECTOS DEL Lactobacillus acidophilus EN PESCADO

Para valorar la efectividad de una cepa bacteriocinogénica como cultivo
bioprotector en un producto concreto es importante poder demostrar su
actividad en un sustrato carnico, en este caso en pescado.

Para ello se inocularon volumenes de 1, 2, 3, 4 y 5 ml de la cepa de
Lactobacillus acidophilus a una concentracién de 10" UFC/ml en 3 sardinas
(Sardinella anchovia) enteras con un peso de 50+5 g y 3 sardinas (Sardinella
anchovia) evisceradas con un peso de 50+5 g, por tratamiento, bajo
diferentes condiciones de almacenamiento: en refrigeracion (10°C), con hielo
a 10-15 °C, sin hielo y congeladas a —14, -18, -21, -24 °C.

Para conocer con mayor certeza las condiciones iniciales de la sardina desde
el punto de vista fisico-quimico, se tomaron muestras recién capturadas
(patrén) y se realizaron los analisis para posteriores comparaciones con las
muestras congeladas.

Control de Calidad

Determinaciones Fisicas

Se realizaron mediante pruebas organolépticas, utilizando la evaluacién
sensorial. Para esta prueba se elabor6 un esquema de clasificacion por
puntaje (Cuadro 1), tomando en consideracion algunos criterios propuestos
por Shewan, 1974 y Huss, 1976, descritos en el Anexo 1.
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Cuadro 1. Clasificacion por puntaje de la evaluacion sensorial que se utilizd
para el control de calidad de Sardina (Sardinella anchovia).

PUNTOS %CALIDAD CALIDAD
27 - 30 90-100 Optima
24 - 26 80-89 Buena
18 - 23 60-79 Regular
0-17 0-59 Rechazada

Fuente: Basado en Shewan, 1974 y Huss, 1976

Determinaciones quimicas

Se almacenaron 3 muestras por tratamiento a una temperatura de —14, -18,
-21 y —24C, en refrigeracion a 10°C y en hielo a 10-15°C a las cuales se les
midio el pH durante un periodo de 72 horas, realizando simultaneamente las
pruebas organolépticos
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RESULTADOS
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RESULTADOS

A continuacion se presentan los principales resultados del trabajo y se da un
analisis del efecto antagonico del Lactobacillus acidophilus sobre la
Salmonella enteritidis.

CONFRONTACION DIRECTA BACTERIA/BACTERIA

En el cuadro 2 se muestra el comportamiento general de la cepa de
Lactobacillus acidophilus sobre la Salmonella enteritidis segun la
concentracion.

Cuadro 2. Medida en milimetros de los halos de inhibicion obtenidos segun
la concentracion de Lactobacillus acidophilus vrs Salmonella enteritidis.

Concentracion de Salmonella
enteritidis UFC/ml

10" | 10° | 10° | 10* | 10° | 10° | 10"

Concentracion de Lactobacillus spp. Medida de halos de inhibicién*

UFC/ml (mm)

10’ 0 0 6 6 9 | 14 | 16
10° 0 0 0 0 6 9 | 12
10° 0 0 0 0 0 0 6
10° 0 0 0 0 0 0 6
10° 0 0 0 0 0 0 0
10! 0 0 0 0 0 0 0

Fuente: Datos experimentales.

Como se observa en el cuadro anterior, a concentraciones de S. enteritidis
altas, ya sean iguales o superiores a la concentracion de L. acidophilus
empleada para el antagonismo no se produjo ningun efecto antagonico, e
inclusive en el 100% de los casos analizados se produjo una gran

! El cero indica invasion del césped de papel filtro por parte de la Salmonella
enteritidis.
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agresividad de la S. enteritidis que provoco la inhibicion en el crecimiento del
L. acidophilus y posterior invasion del césped de papel filtro.

Con base en el cuadro anterior, se realizé una estimacion porcentual de la
eficiencia antagonica del L. acidophilus sobre la S. enteritidis tomando como
puntos de referencia su ausencia (6mm) (Figura 8), presencia (Figura6y 7) e
invasion del césped de papel filtro por parte de la S. enteritidis (Omm) (Figura
2), y clasificando la inhibicion como positiva 0 negativa, a continuacion se
muestran los datos obtenidos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Eficiencia antagonica del Lactobacillus acidophilus sobre la
Salmonella enteritidis.

Halo de inhibicién NUumero de muestras %eficiencia | Inhibicion
Presente 5 10 +
Ausente 5 10 -

Invasion del césped 39 80 -
Total 49 100

Fuente: Datos experimentales.

Los datos anteriores se muestran en la figura 1, como se observa, solo un
10.2% de las posibles combinaciones entre las concentraciones de
Lactobacillus acidophilus y Salmonella enteritidis evaluadas presentaron un
nivel inhibitorio positivo, donde en la concentracién de 10'UFC/ml de L.
acidophilus vrs 10"'UFC/ml de S. enteritidis se desarroll6 el halo de inhibicién
de mayor diametro (16mm) (Cuadro 2). En un 10.2% de los casos no se
produjo ningan halo de inhibicion, es decir, el crecimiento de la cepa de S.
enteritidis llegé hasta el borde del césped de papel filtro (6mm), y en un
79.59% de los casos la S. enteritidis, reaccion6 con gran agresividad
invadiendo el césped de papel filtro e inhibiendo el crecimiento de la cepa de
L. Acidophilus (figura 2). Es decir, la eficiencia antagdnica del L. acidophilus
sobre la S. enteritidis correspondié a tan solo un 10.2% de los casos
evaluados.
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Figura 1. Porcentaje de eficiencia antagénica del Lactobacillus acidophilus
sobre la Salmonella enteritidis.

Fuente: Datos experimentales.
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Figura 2. Invasion de Salmonella enteritidis en el césped de papel filtro con
Lactobacillus acidophilus.

Fuente: Datos experimentales.

Para comprobar si los resultados anteriores, fueron consecuencia de la
produccion de compuestos intracelulares por parte del Lactobacillus
acidophilus o por variaciones en el pH del medio de cultivo, se realizaron
mediciones de pH en las zonas de inhibicion, de lo cual se obtuvieron los
resultados que se presentan en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Valor de pH en la zona de inhibicion segun la concentracion de
Lactobacillus acidophilus vrs Salmonella enteritidis?.

Tiempo
(horas)
Lactobacillus/Salmonella 0 12 24 36 48 72
(UFC/ml)
107/10 8 7 7 7 6 5 5
107/102 7 5 5 4 3 3
107/10* 7 3 3 2 2 2
108/102 7 7 7 6 5 5
10°%/10t 7 6 5 5 4 4

Fuente: Datos experimentales.

Como se observa en el cuadro 2, a mayor concentracion de Lactobacillus
acidophilus vrs menor concentracion de Salmonella enteritidis, el efecto
inhibitorio es mayor. Bajo las condiciones anteriores, se produjeron grandes
variaciones en el pH de las zonas de inhibicion (Figura 3).

? Los valores de pH corresponden a las concentraciones que formaron algin halo de
inhibicion.
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Figura 3. Variaciones de pH segun la concentracion de Lactobacillus
acidophilus vrs Salmonella enteritidis (UFC/mI) a través del tiempo.

Fuente: Datos experimentales.
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Al disminuir el pH de las zonas de inhibicion, se da un incremento de forma
paralela en el diametro del halo de inhibicion, es decir, el efecto inhibitorio del
Lactobacillus acidophilus sobre la Salmonella enteritidis, fue directamente
proporcional a la disminucion del pH en la zona de inhibicion del medio de
cultivo a través del tiempo de incubacién. Lo anterior, se puede observar mas
claramente en el cuadro 5.

Cuadro 5. Variaciones de pH y diametro en los halos de inhibicién a través
del tiempo

Concentracion (UFC/ml)
10°/10* 10'/10° 10 /10° 10°/10° 10°/10°
Tiempo | Diametro Diametro Diametro Diametro Diametro
(Horas)| (mm) |pH| (mm) |pH| (mm) |pH| (mm) |[pH| (mm) |pH
0 6 7 6 7 6 7 6 7 6 7
12 14 3 10 5 6 7 8 6 6 7
24 14 3 10 5 7 7 10 5 7 7
36 16 2 12 4 7 6 10 5 7 6
48 16 2 14 3 9 5 12 4 9 5
72 16 2 14 3 9 5 12 4 9 5

Fuente: Datos experimentales.

Como se observa en el cuadro anterior, un pH menor se expres6 en un halo
de inhibicibn de mayor tamafio, es fécil notar, que el incremento en el
diametro de los halos de inhibicion se llevé a cabo por disminucién en los
valores de pH de la zona de inhibicién hasta llegar a un punto en el que
ambas variables se vuelven constantes a través del tiempo, en la figura 4 se
muestra con claridad la relacién entre las variables pH y didmetro de los
halos de inhibicion.
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Figura 4. Relacion entre el pH y los halos de inhibicién para un periodo de
72 horas.

Fuente: Datos experimentales.
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Para controlar el aumento en el tamafio de los halos de inhibicién, se
realizaron mediciones de los mismos a través del tiempo, como se puede
observar en el cuadro 6, el crecimiento del diametro de los halos de inhibicion
se detuvo entre las 36 y 48 horas de incubacion, un vez detenido este
crecimiento, la tendencia se mantuvo constante hasta las 72 horas de
incubacion a 35°C.

Cuadro 6. Medida del halo de inhibicion (mm) a través del tiempo segun la
concentracion de Lactobacillus acidophilus vrs Salmonella enteritidis
(UFC/ml).

Medida del halo de inhibicién (mm) segln concentracion de
Lactobacillus/Salmonella (UFC/mI)
Tiempo | 107/10° 107/10° 107/10" 10%/10° 10°/10"
0 horas 6 6 6 6 6
12 horas 6 10 14 6 8
24 horas 7 10 14 6 10
36 horas 7 12 16 7 10
48 horas 9 14 16 9 12
72 horas 9 14 16 9 12

Fuente: Datos experimentales.

En la figura 5, se puede observar que en la formacion del halo de inhibicién
de 16mm, el crecimiento de la cepa de Lactobacillus acidophillus fue
homogéneo, es importante resaltar, que la medida de este halo de inhibicion
se alcanzé después de las 36 horas de incubacion a 35°C y se mantuvo
constante.
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Figura 5. Halo de inhibicion de 16mm obtenido con una concentracion de
10" UFC/ml de Lactobacillus acidophilus vrs 10'UFC/ml de Salmonella
enteritidis.

Fuente: Datos experimentales.

El halo de inhibicién de 14mm alcanzé su medida total luego de las 48 horas
de incubacién a 35°C y se mantuvo constante, en éste se dio un crecimiento
més desordenado del Lactobacillus acidophilus como se puede observar en
la figura 6.
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Figura 6. Halo de inhibicion de 14mm obtenido con una concentracion de
10’ UFC/ml de Lactobacillus acidophilus vrs 10°UFC/ml de Salmonella
enteritidis.

Fuente: Datos experimentales.

Cuando la concentracién de S. enteritidis fue superior o igual a 10° UFC/ml y
la concentracion de L. acidophilus fue menor o igual a 10°UFC/ml, se produjo
la ausencia de halos de inhibicién (6mm) (figura 7).

34



Figura 7. Ausencia de halo de inhibicién obtenida con una concentracion
de 10° UFC/ml de Lactobacillus acidophilus vrs 10°UFC/ml de Salmonella
enteritidis.

Fuente: Datos experimentales.

PRUEBAS DE ANTAGONISMO EN GELATINA NUTRITIVA

Se realizaron pruebas de antagonismo en una gelatina nutritiva en la que se
sustituyd el extracto de carne por harina de pescado, en este paso no se
obtuvieron resultados positivos, a ninguna concentracion se produjo halos de
inhibicion.

CONFRONTACION DIRECTA SOBRENADANTE DE Lactobacillus

acidophilus /BACTERIA

En esta fase del trabajo no se dieron resultados positivos. En el 100% de las
pruebas de inhibicion realizadas a partir del sobrenadante del centrifugado de
las concentraciones de 10” y 10° UFC/ml de Lactobacillus acidophilus vrs
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concentraciones desde 10’ a 10' UFC/ml de Salmonella enteritidis, se
presenté una gran agresividad por parte de la Salmonella enteritidis que en
todos los casos invadio el césped de papel filtro remojado con el centrifugado
de Lactobacillus acidophilus.

EFECTOS DEL Lactobacillus acidophilus EN EL PESCADO

Los resultados obtenidos en la evaluacién sensorial indican que en el
tratamiento realizado con 1 ml de la concentracién 10’UFC/ml a 10°C, el
producto entero esta apto para el consumo sélo antes de 12 horas, mientras
que el eviscerado se puede utilizar hasta las 12 horas (Cuadro 7).

Cuadro 7. Evaluacion sensorial de la sardina (Sardinella anchovia) inoculada
con 1 ml (10’UFC/ml) de Lactobacillus acidophilus y preservada en
refrigeracion (10°C), entera (EN) y eviscerada (EV).

Tiempo (Horas) 0 12 24 36 48 72
Indice EN | EV |[EN|EV|EN|EV |EN|EV|EN|EV [EN|EV
Apariencia 'y
consistencia 5 5 4 14|33/ 2]2]1]0]|0]0
Olor 5 5 [3[4]|3|3|2]2]1]3|01
Agallas 5 514433110000
Ojos 5 51414 ,3|3]1]1|3|1/0]|0
Carne 5 5 4 141413 ]2]1]0]1|0]1
Cavidad Abdominal y
Visceras 5 5 1 4]5/3|5]1]|5[|0|5]0]|2
Total 30 | 30 (2325|1920 9 |12| 5 |10|0 | 4
Calidad (%) 100 | 100 | 77 | 83|63 |67 |30/40[1733|0 13

Fuente: Datos experimentales.

En el cuadro anterior se puede observar, que a las 12 horas de
almacenamiento a 10°C el producto entero disminuye su porcentaje de
calidad hasta un 77%, encontrandose en regular condicion de calidad por lo
que el producto no es seguro para el consumo humano; mientras que el
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producto eviscerado alcanza una calidad buena hasta las 12 horas de
almacenamiento cuando su porcentaje de calidad es de 83 %.

Es evidente, que el porcentaje de calidad del producto en refrigeracién a

10°C, ya sea entero o esvicerado disminuye al transcurrir el tiempo, este
fendmeno ocurre mas rapido en las muestras enteras (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de Calidad obtenido en las muestras de Sardina
(Sardinella anchovia) enteras y esviceradas inoculadas con 1 ml de L.
acidophilus [10’UFC/mI] durante 72 horas en refrigeracién a 10°C.

Fuente: Datos experimentales.
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En los tratamientos con 1 y 2 ml de la concentracién 10’UFC/ml mantenido
en hielo (10-15°C), el producto entero esta en buenas condiciones hasta las
12 horas, y eviscerado dura hasta 24 horas (Cuadro 8).

Cuadro 8. Evaluacion sensorial de la sardina (Sardinella anchovia) en los
tratamientos con 1 y 2 ml (10’UFC/ml) de Lactobacillus acidophilus
preservada en hielo (10-15°C), entera (EN) y eviscerada (EV).

Tiempo (Horas) 0 12 24 36 48 72

Indice EN|EV | EN|EV | EN|EV |EN| EV |[EN| EV |[EN| EV

Aparienciay

consistencia 5/5|5]5|3[5]2]2 /0|10 2
Olor 5|/ 5|5|5]2]5]2]3|]1]3]0]2
Agallas 5/5/4 ]| 5|1]4]12]3|0]3]0]1
Ojos 5/5]13] 4|2 |42 42202
Carne 5|1 5145 2 51112113 |]0]1

Cavidad Abdominal y

Visceras 5/5/4]5|3[|5]2]3/]0]3]0]3
Total 3030 (25|29 |13|28 10|17 |4 |15| 0| 11

Calidad (%) 100/100| 83 | 97 | 43 |1 93 |33| 57 |13|50 | 0 | 37

Fuente: Datos experimentales.

Al igual que en el almacenamiento en refrigeraciéon a 10°C el producto
eviscerado mantiene un buen porcentaje de calidad por mas tiempo (93% a
las 24 horas) mientras que el producto entero mantiene un buen porcentaje
de calidad hasta las 12 horas (83%) de almacenamiento, sin embargo, es
notable una disminucién en la calidad del producto a través del tiempo

(Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de Calidad obtenido en las muestras de Sardina
(Sardinella anchovia) enteras y esviceradas inoculadas con 1 y 2ml de L.
acidophilus [10’UFC/mI] durante 72 horas en hielo entre 10 -15°C.

Fuente: Datos experimentales.
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En la muestra patrén almacenada en hielo o refrigerada a 10°C, el producto
entero y eviscerado tiene buena calidad hasta después de las 72 horas, y su
textura es bastante aceptable, los resultados de ambos almacenamientos se
resumen en el Cuadro 9, ya que no existié ninguna diferencia entre ellos.

Cuadro 9. Evaluacion sensorial de la Sardina (Sardinella anchovia) patron
almacenada a una temperatura de 10°C (hielo y refrigerada), entera (EN) y
eviscerada (EV).

Tiempo (horas) 0 12 24 36 48 72
Indice EN | EV |EN|EV |EN|EV |EN|EV |EN|EV |[EN|EV
Apariencia y consistencia | 5 5 14|44 ,4,4,3|4|3|4]3
Olor 5 5 | 5|5|5|5|5|4|5/4|4 4
Agallas 5 55|54 ]|5 4|4 |4|4]|4)4

Ojos 5 5 (44|44 |44 |4|4|4)4

Carne 5 515|544 4|4 |4|4]|4)4

Cavidad Abdominal y

Visceras 5 55|54 |54 |,5|4|5|4]5
Total 30 | 30 |28|28 (25|27 25|24 (25|24 |24 |24
Calidad (%) 100 | 10093193183 |90|83|80|83|80|80 |80

Fuente: Datos experimentales.

A pesar de que se da una disminucién en la calidad de las muestras patron
(enteras y esvisceradas) a través del tiempo ésta no alcanza niveles
regulares y por lo tanto el producto se mantiene en condiciones buenas para
el consumo humano aun después de 72 horas de almacenamiento (Figura
10).

En todos los tratamientos, el producto congelado mantiene su categoria de

buena calidad por mas de 72 horas, en especial cuando es almacenado a -
24°C (Cuadro 10).
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Figura 10. Porcentaje de Calidad obtenido en las muestras patrén de
Sardina (Sardinella anchovia) enteras y esviceradas durante 72 horas en
hielo entre 10-15°C y refrigeracién a 10°C.

Fuente: Datos experimentales.
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Cuadro 10. Evaluacion sensorial promedio en todos los tratamientos (1-5ml UFC/ml de Lactobacillus
acidophilus) durante 72 horas, de la sardina (Sardinella anchovia) congelada y mantenida a -14, -18, -21vy -
24°C

Tiempo (Horas) 0 12 24 36 48 72

Temp.congelacion
(°C) -14 | -18 | -21 | -24 |-14|-18|-21|-24|-14|-18|-21|-24|-14|-18|-21|-24|-14|-18|-21|-24|-14|-18|-21|-24
INDICE

Apariencia 'y

Consistencia 55| 5|5|4]4/4/4(4]4]4]4]3|4[4/4|3|/4]4|413]4|4]4
Olor/Sabor 5/5|5|5|5|/5/5|/5(5|5|5|5|5|5|5|5||5|5|5|5|5|5|5]5
Agallas 5| 5[5 | 5(4|5/5/5(14/4/4/4(13/4|/4/4(13|/4,4|4[13|/4/4,4
Ojos 5|5 |5 |5[4/4[4]4(|4|4|4|4(4|3|44[4|3|44|4|3|4|4
Carne 5/ 5|5 |5|5|/5|/5|/5(5|5|5|5|5|5|4|5||5|5]4|5|5|5]4]5

Cavidad Abdominal y

Visceras 5| 5|5 |5 (4|44 |4(|4]|4|4|4]4|4|4 /44|34 |4|4|3|4]4
Total 30 | 30 | 30 | 30 26|27 |27 |27 |26 |26|26|26|24|25|25|26|24|24|25|26|24|24|25|26
%Calidad 100/100|100{100|87|90/90|90 87|87 |87|87/80|83|83|87|80|80|83|87|80|80,83|87

Fuente: Datos experimentales.
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Como se puede observar en la Figura 11, en todos los tratamientos, el
producto congelado es bueno para el consumo humano aun después de las
72 horas de almacenamiento. Cuando las muestras almacenaron a —24°C, el
producto permanece hasta las 72 horas con un porcentaje de calidad (87%)
muy cercano a la calidad optima para consumo humano. Es importante
aclarar, que en estos datos no se distingue entre muestras enteras y
esvisceradas ya que su comportamiento fue muy parecido.

44



100 -

90

80

70

60

50

%Calidad

——

——-14
-18
-21
-24

40

30

20

10

12

24 36 48 72
Tiempo (Horas)

Figura 11. Porcentaje de Calidad obtenido en las muestras de Sardina
(Sardinella anchovia) inoculadas con volumenes de 1-5ml de L. acidophilus a
través de 72 horas de congelacion a —14,-18,-21 y —24°C.

Fuente: Datos experimentales.
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En lo que respecta a las mediciones de pH realizadas a las muestras de
sardina (Sardinella anchovia) conservadas en refrigeracion a 10°C o en hielo
a una temperatura entre los 10-15°C, se realizé6 un promedio de los datos de
pH obtenidos bajo las condiciones de almacenamiento anteriores segun los
volimenes de Lactobacillus acidophilus [10’UFC/mI] adicionados, ya que en
estas, las variaciones fueron imperceptibles (Cuadro 11).

Cuadro 11. pH promedio de las muestras de Sardina (Sardinella anchovia)
enteras (EN) y esviceradas (EV) mantenidas en hielo (10-15°C) vy
refrigeracion a 10°C segun el volumen agregado de Lactobacillus
acidophilus [10’UFC/ml].

pH segun el Tiempo (Horas)

0 12 24 36 48 72

Volumen de Lactobacillus acidophilus [10’UFC/ml]

ENEVEENEVIENEVIENEVIENEVEN

(ml)

EV

1 6|61(4.7 5 |4.54.74.04.33.33.53.03.0
2 6 |6(4.54.74.04.33.54.03.038.012.62.7
3 6 |6(4.04.54.13.53.33.22.83.02.52.5
4 6 |6(3.03.53.03.02.63.02.32.52.22.4
5 6 |6(2.53.22.32.7/2.22.52.02.3/1.92.0

Fuente: Datos experimentales.

Como se puede observar en el cuadro anterior, al aumentar el volumen
agregado de Lactobacillus acidophilus [10’UFC/ml] a las muestras enteras de
sardina (Sardinella anchovia) se da un aumento acelerado en la acidez del
producto, hasta llegar a un pH =1.9 con la inoculacion de 5 ml de L.
acidophilus [10'UFC/ml]; de igual forma, en las muestras de sardina
(Sardinella anchovia) esviceradas, se produce un decrecimiento paulatino en
los niveles de pH hasta llegar a un pH=2 , lo cual es muy parecido a lo que
sucedié con las muestras enteras. En términos generales, las muestras de
sardina (Sardinella anchovia) enteras o esvisceradas al ser inoculadas con
volimenes de 1-5ml de L. acidophilus [10’UFC/mI] sufrieron una disminucién
paulatina de pH al transcurrir las 72 horas de almacenamiento, ya sea en
refrigeracion a 10°C o en hielo y esto se tradujo en un aceleramiento del
proceso de deterioro del producto ya que la carne del mismo se deshizo al
pasar el tiempo de almacenaje (10-15°C) (Figura 12).

46



Tiempo (Horas) segun condicidon de la
muestra
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Figura 12. valores de pH promedio en las muestras de Sardina (Sardinella
anchovia) enteras (EN) y esviceradas (EV) mantenidas en hielo (10-15°C) y
refrigeracion a 10°C segun el volumen agregado de Lactobacillus
acidophilus [10’UFC/ml].

Fuente: Datos experimentales.
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Como se observa en la figura anterior, a mayor volumen agregado de
Lactobacillus acidophilus [10’UFC/mI] mayor es la variacion en el pH de la
muestra.

Es importante resaltar que bajo temperatura de congelacion, las muestras de
sardina no sufrieron ninguna alteracion en los valores de pH (pH=6%0.2), es
decir este permanecié constante a lo largo de las 72 horas de
almacenamiento.
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DISCUSION DE RESULTADOS
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DISCUSION

CONFRONTACION DIRECTA BACTERIA/BACTERIA

En general se observa un antagonismo bastante bajo del Lactobacillus
acidophilus sobre la Salmonella enteritidis que esta estrictamente ligado a las
disminuciones del pH en el medio de cultivo hasta niveles criticos (pH=
2+0.2) para el desarrollo de la Salmonella enteritidis, ésta disminucién se da
como consecuencia de una alta concentracion de Lactobacillus acidophilus
(de 10°-10"UFC/ml) vrs una baja concentraciéon de Salmonella enteritidis (de
10*-10°UFC/m).

Todos los microorganismos tienen un pH éptimo de crecimiento y un intervalo
de pH fuera del cual les resulta imposible proliferar. Esto se refiere al pH del
medio o0 extracelular, ya que el pH intracelular tiene que estar
necesariamente cerca de la neutralidad, incluso el de los organismos que
crecen mejor a pHs acidos (acidofilos) (Roth, 1998).

En todos los casos en los que se dio la formacion de halos de inhibicién (de
9-16mm) se obtuvo un pH extracelular muy alejado de 7, lo cual pudo
ocasionar la perturbacion del gradiente de protones, que es el principal
componente de la fuerza proto-motriz, necesaria para los procesos de
transporte a través de la membrana, motilidad y sintesis de ATP acoplada al
proceso respiratorio (Roth, 1998).

La inhibicion provocada por la disminucion del pH en el medio de cultivo pudo
ocasionar que esta condicion acida atravesara la membrana plasmatica y
una vez en el interior de la bacteria, el &cido se disociara afectando
directamente el pH intracelular microbiano (Ostling y Lindgren, 1993). Esto
puedo afectar gravemente el metabolismo de la Salmonella enteritidis, ya que
lo anterior afecta al gradiente de protones y de carga con el exterior, e
interfiere con los sistemas de transporte de aminoacidos y fosfatos. Ademas,
muchas enzimas esenciales para el metabolismo microbiano se inactivan a
pHs acidos.

Otra consecuencia negativa de este proceso pudo ser el aumento de turgor
celular. Al producirse la disociacion del acido en el interior de la célula, la
concentracién interna de aniones va a aumentar. Esto a su vez,
desencadena un mecanismo de compensacion de la carga eléctrica que
obliga a la bacteria a aumentar los niveles de Na+, K+ y glutamato, y como
consecuencia se da un incremento de la fuerza idnica intracelular y del
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turgor. Este proceso pudo ser responsable de un gran aumento de la presién
mecanica sobre la pared del microorganismo, lo que hace que eventualmente
estalle (Foster, 1999).

Por otra parte, es importante resaltar que el crecimiento de los halos de
inhibicion se dio hasta las 36-48 horas, después de este tiempo se mantuvo
constante, esto pudo deberse al desarrollo de resistencia a las condiciones
acidas por parte de la Salmonella enteritidis. Las bacterias experimentan
diferentes tipos de "estrés" en su vida diaria, a los cuales deben adaptarse.
La S. enteritidis, tiene que tolerar episodios de bajo pH desarrollando el
fendmeno de tolerancia inducida a estrés acidico; este mecanismo de
adaptacion estriba en que el crecimiento inicial a un pH moderadamente
acidico induce la sintesis de proteinas especificas, las cuales protegen a las
células a pHs extremadamente acidos (Slonczwski y Foster, 1996).

La disminucion del pH extracelular acaba provocando una disminucién del pH
intracelular. Esto es debido a la difusion pasiva de los protones, a pesar de
gue la membrana plasméatica de la célula es bastante impermeable a estas
moléculas. Este decrecimiento del pH intracelular activa la expresion de
genes que codifican descarboxilasas de aminoacidos y estas enzimas
pueden elevar el pH interno, ya que catalizan reacciones en las que se
consumen protones (Slonczwski, 1990; Foster, 1996).

Ademas, la disminucién del pH interno produce la acumulacion de dos
importantes proteinas reguladoras: RpoS y PhoP. Estos reguladores
controlan distintos conjuntos de genes que estan implicados en la proteccion
y reparacion de macromoléculas (Kwon, 1998).

En lo que respecta a las pruebas de antagonismo realizadas en la gelatina
nutritiva modificada con harina de pescado, mediante el método de “Botén en
césped”, no se obtuvieron resultados de antagonismo debido a que quizas, el
medio de cultivo no contenia los requerimientos nutricionales basicos para el
crecimiento de la cepa de Lactobacillus acidophilus, este medio méas bien
parecia inactivar a este microorganismo es decir, al no darse crecimiento de
la cepa de Lactobacillus acidophilus, no se produjo una disminucion de pH y
por lo tanto, este se mantuvo en condiciones 6ptimas para el desarrollo
bacteriano de la cepa de Salmonella enteritidis.
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CONFRONTACION DIRECTA SOBRENADANTE DE Lactobacillus
acidophilus /BACTERIA

En esta etapa del trabajo, no se  obtuvieron resultados positivos,
comprobandose de esta forma, que la formacion de los halos de inhibicion en
la primera fase del trabajo se dio como consecuencia directa de la
disminucién en el pH del medio de cultivo provocado por las altas
concentraciones de Lactobacillus acidophilus (10°-10°'UFC/ml) vrs las bajas
concentraciones de Salmonella enteritidis (10*-10°UFC/ml) y no por la
formacion de compuestos extracelulares como bacteriocinas por parte de la
cepa de Lactobacillus acidophilus. Por lo tanto, la formacion de halos de
inhibicion en este proceso de antagonismo fue directamente proporcional a la
concentracion de Lactobacillus acidophilus e inversamente proporcional a la
concentracion de Salmonella enteritidis, y fue afectada directamente por la
acidificacion del medio de cultivo a través del tiempo (72h) hasta niveles
criticos de crecimiento para el patégeno (pH<7).

EFECTOS DEL Lactobacillus acidophilus EN EL PESCADO

El tejido de los peces se caracteriza por su riqueza en nitrdgeno proteico y no
proteico (aminoacidos, oxido de trimetilamina (OTMA), creatinina), pero el
contenido de carbohidratos es escaso, lo que origina un pH post mortem alto
(> 6,0), sin embargo al adicionar volumenes desde 1 hasta 5 ml de
Lactobacillus acidophilus (10’UFC/ml) se provocé un descenso brusco de pH
en la carne de pescado, que se aceler6 cuanto mayor fue el volumen
agregado, provocando una aceleracion de la condicion denominada
“deterioro” que se da como consecuencia de la combinacion de fendmenos
autoliticos, quimicos y microbiolégicos.

La pérdida inicial de frescura de la sardina (Sardinella anchovia) entera, se
dio quizdas como consecuencia de cambios autoliticos, ya que se
desarrollaron olores y coloraciones extrafias probablemente consecuencia de
la accion de las enzimas intestinales en las muestras; mientras que el
deterioro probablemente se produjo como consecuencia de un cambio en la
microflora dominante, de manera que pasé a estar formada principalmente
por especies bacterianas aciddfilas, levaduras y hongos causando una
aceleracion del proceso de deterioro principalmente en las muestras enteras
y como consecuencia olores extrafios y supuraciones; todo esto producto de
la brusca disminucion del pH principalmente en las muestras inoculadas con
volimenes entre 3-5ml de Lactobacillus acidophilus (10°UFC/ ml). En las
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muestras inoculadas con 1y 2 ml de Lactobacillus acidophilus (10’UFC/ ml)
también se dio el proceso anterior s6lo que mas lentamente.

No obstante, en el pescado congelado la accion bacteriana se encontré
probablemente inhibida, por lo tanto, el éxido de trimetilamina (OTMA) fue
descompuesto por la accién de enzimas autoliticas en dimetilamina (DMA) y
formaldehido (FA):

(CH3)N:O — (CH3)2NH+HCHO

Los efectos del FA formado en el pescado congelado ocasionaron: el
aumento de la desnaturalizacion del musculo del pescado y cambios en la
textura, sin embargo estos fueron practicamente imperceptibles a lo largo de
las 72 horas.

Es importante tomar en cuenta que el antagonismo bacteriano es un proceso
multifactorial. Al ser este trabajo una evaluacion preliminar no se
consideraron muchos de estos factores, por lo tanto debe tenerse presente
gue si la cepa ensayada de Lactobacillus acidophilus no resulté ser efectiva
en el antagonismo contra la Salmonella enteritidis, esto no significa que no
tiene actividad. Este resultado puedo ser consecuencia del tipo de
aislamiento, el medio de cultivo o la metodologia.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos es necesario optimizar el
procedimiento para la aislamiento de metabolitos secundarios,
especificamente bacteriocinas, que permita una evaluacion mas precisa de
las mismas.

Es necesario, evaluar los cultivos de Lactobacillus acidophilus en diferentes
edades de crecimiento para el ensayo de aislamiento de bacteriocinas y de
esta forma, poder corroborar si la produccion de los compuestos esta ligado
a este factor y también para abarcar la posibilidad de que se produzca este
compuesto fuera del rango tiempo que se evaluo.

Es imposible dejar de lado que el andlisis in vitro solamente permite
comprender un minimo nivel del comportamiento antagonico bacteriano, por
lo cual no se pueden hacer conclusiones irrebatibles sobre el efecto
antagonico del Lactobacillus acidophilus sobre la Salmonella enteritidis en
pescado, si se pretende utilizar a estos microorganismos como
biopreservantes, deben realizarse multiples ensayos.

Ademas de utilizar diferentes periodos de tiempo en los cultivos para

evaluaciones posteriores y las variaciones que se puedan dar en la
metodologia, podria incluirse el aislamiento de bacterias acidolacticas del
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intestino de los peces, ya que estas han sido reportadas por algunos autores
como excelentes biopreservantes de la carne de pescado.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

Se logré determinar una actividad antagoénica in vitro minima por parte del
Lactobacillus acidophilus sobre la Salmonella enteritidis (10%).

La evaluacién antagdnica Bacteria/Bacteria mediante el método de botdn en
césped, demostré que el posible potencial antagonico del Lactobaillus
acidophilus se encuentra directamente ligado a la disminucion del pH en la
zona de inhibicion.

Se demostrd que la actividad antagonica del Lactobacillus acidophilus sobre
la Salmonella enteritidis esta relacionada con una alta concentracién del
L.acidophilus y una baja concentracion de la S.enteritidis.

La evaluaciébn antagbnica Metabolito Secundario/Bacteria no presento
resultados positivos, por lo que se hace necesario trabajar mas fuertemente
en esta area debido a las dificultades que se presentaron en esta fase del
proyecto.

Al ser esta una evaluacion preliminar, solo brinda una idea del potencial que
eventualmente podria tener el Lactobacillus acidophilus sobre la Salmonella
enteritidis. Es necesario realizar mas pruebas con otros medios de cultivo, y
otras bacterias acido-lacticas asi mismo trabajar en el aislamiento de cultivos
acido-lacticos del aparato intestinal de los peces y proceder de forma mas
analitica con la extraccion de metabolitos secundarios por electroforésis.
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RECOMENDACIONES

Es de suma importancia ensayar una metodologia de identificacion de
bacteriocinas en bacterias acido-lacticas, de tal forma que se facilite el
analisis de estos metabolitos secundarios, porque puede tenerse una cepa
gue no los produzca

En el caso de la metodologia para evaluacion de metabolitos secundarios, se
recomienda el uso de diferentes periodos y medios de cultivo. Asi mismo el
uso de aislamiento de bacterias &cido-lacticas del aparato intestinal de los
peces, pues estas podrian tener efectos menos drasticos en la calidad del
pescado que aquellos cultivos que no sean propios del producto.

En estudios posteriores, es recomendable extraer la bacteria patégena del
pescado ya que de esta forma se puede estar seguro de que esta es un
riesgo potencial en el producto.

Es necesario, realizar andlisis de la calidad del agua en la que viven los
peces, para saber si existe alguna carga constante de bacterias patdégenas
qgue puedan contaminar el producto en estado post mortem, ya que los peces
vivos tienen sus musculos en condiciones estériles.

Para estudios posteriores, es necesario tomar en cuenta los pescados que
son tipicamente obtenidos en la pesca artesanal, ya que para este trabajo se
utilizé sélo la sardina (Sardinella anchovia) pues esta especie fue mas barata
y facil de obtener, pero es mas perecedera que otras obtenidas propiamente
en la pesca artesanal y esto pudo interferir en los resultados obtenidos.

Es indispensable, que los pescadores artesanales tomen las medidas
sanitarias necesarias para controlar la contaminacion del producto mediante
el uso de guantes, desinfeccion o limpieza del suelo de las lanchas, lavado
de manos y de utensilios utilizados en el esvicerado del producto asi como el
almacenamiento del mismo a temperaturas de congelacion.

Los pescadores artesanales, pescan por algunas horas y regresan a vender
sus capturas mientras los peces contindan muy frescos, por lo tanto, no
requieren un sistema complicado de aseguramiento de la calidad. Sus
compradores conocen muy bien la calidad del pescado y generalmente el
pescado es capturado, vendido y consumido en el mismo dia. Por tal motivo,
la adicion de biopreservantes debe implementarse en otro nivel de pesca ya
sea en la compafiia productora de alimentos, procesadora o distribuidora, ya
gue en estas el producto puede mantenerse en el medio a largo plazo.
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Es recomendable, almacenar el producto en condiciones de congelacion (-21
a -24°C) para mantenerlo en condiciones éptimas para el consumo humano.

Finalmente, se recomienda a los consumidores consumir el pescado fresco y
suficientemente cocinado ademas de evitar comerlos crudos o casi crudos,
para prevenir de esta forma problemas de intoxicacion alimentaria
relacionados con la Salmonella enteritidis y otras bacterias patégenas.
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Anexo 1. Esquema de clasificacion utilizado en la evaluacion organoléptica de sardina (Sardinella anchovia).

CAVIDAD
CgilggigﬁlcﬁA OLOR AGALLAS 0JOS CARNE ABDOMINAL [PUNTAJE| CALIDAD
Y VISCERAS
Firme, oscura, Muy fresco, |Rojo brillante,| convexos, marrontrgjlza, sin
rigida, elastica a | olor a algas, | secrecion, |pupilas negras, firriserrr:?e?\’te Firmes 5 Optima
la presion de los | especifico de acuosa cérnea adherida al’ P
dedos. la especie. [transparente.| transparente espinazo.
Firme, sin fresco Rosado Elastica
decoloraciones, P oscuro, Con puntos adherida al . '
regresa rapido a especmcq de secrecion | rojos y negros espinazo visceras 4 Muy buena
Ly la especie. consistentes
Su posicion. escasa.
Firme, algo de | Pérdidas de rgg?ggss Algo planos. Seml-rzflstente Poco elastica
e [ hamao| secreén | COMEE | desprendimieno| GLPEeSE| 3| Buena
" |opalescente. ' del espinazo.
Blanda, se hunde
faNcg:rc])ﬁgtse. Olores Manchas casi Hundidos, Facil
. extranos, manchas I Blanca,
decoloraciones. suaves negras, sanguinolentas desprend_lmlento Visceras sin 2 Regular
Olores extrafnos, Iigeramer;te secrecion con pupilas | del espinazo, consistencia
suaves, . opaca. con estrias.
ligeramente amoniacal. claras
amoniacal
Olores Manchas Cérnea rugosa M\l;l};glea:gcsia,
Muy blanda, extranos negras, ugosa, | . . .
puede romperse fuertes secrecién encog_lda. Sin consistencia, sobrgsallentes 1-0 |Rechazadas
muy decolora do.1 amoniac’al sucia Puplla_ aspecto de cera. | gelatinosas, o
nauseabund’o mugroéa blanguecina. maceradas, se
' deshacen.

Fuente: Shewan, 1974 y Huss, 1976.
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