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ORIGINAL
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COMPOUNDS PRODUCED BY NATIVE LACTIC ACID BACTERIA
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RESUMEN

Objetivo. Caracterizar los metabolitos producidos por bacterias acido lacticas nativas con
capacidad antilisterial. Materiales y métodos. Se analizaron 42 muestras tomadas de
alimentos y equipos procesadores de alimentos, de donde se aislaron bacterias acido lacticas,
las cuales se identificaron por medio de pruebas bioquimicas. Se evalué la actividad antagénica
de las cepas aisladas frente a 17 cepas de L. monocytogenes pertenecientes a los serotipos
4b, 4e, y 3b utilizando la técnica de la gota y doble capa. Se obtuvieron extractos crudos
para la caracterizacion de los metabolitos inhibitorios del crecimiento de las cepas de L.
monocytogenes, los cuales fueron tratados con catalasa, acido clorhidrico, proteinasa K y
temperaturas de 95°C y 121°C. El peso molecular de las proteinas se aproximo utilizando la
técnica de electroforesis SDS-PAGE y bioensayos. Resultados. De un total de 250 aislamientos
se lograron identificar 75 cepas de bacterias acido lacticas. La evaluacion de la actividad
antagonica indic6 que los metabolitos inhibitorios producidos por las bacterias acido lacticas
no actuaban de igual manera frente a las diferentes cepas de L. monocytogenes. Sin
embargo, se encontré que tres de los aislamientos nativos identificados como Lactobacillus
spp., Leuconostoc spp. y Enterococcus spp. presentaban una mejor actividad antilisterial
debido a que sintetizan proteinas o metabolitos de peso molecular menor a 7600 Da.
Conclusiones. En los alimentos distribuidos en Colombia existen cepas de bacterias acido
lacticas con potencial bioprotector.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, L. monocytogenes, antagonismo, bacteriocinas.
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ABSTRACT

Objective. Characterization of antilisterial compounds produced by native lactic acid bacteria.
Materials and methods. Lactic acid bacteria (LAB) were isolated from 42 samples collected
from foods and food processing equipment. ldentification of LAB species was assessed by
biochemical reactions. The antilisterial activities of the isolates were tested against 17 L.
monocytogenes strains belonging to 4b, 4e and 3b serotypes, by the agar differed spot on
the lawn technique. Crude extracts were subjected to catalase, proteinase K, hydrochloric
acid and high temperature (95°C and 121°C) treatments in order to characterize the antilisterial
compounds. The molecular weights were estimated by SDS-PAGE and bioassays were
performed. Results. Seventy five strains were identified out of 250 lactic acid bacteria
isolates. The inhibitory compounds produced by LAB displayed dissimilar activities against
the different L. monocytogenes strains. Furthermore, three native isolates identified as
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. and Enterococcus spp. showed improved antilisterial
effect due to the production of compounds with molecular weight below 7600 Da. Conclusions.
We demonstrated the presence of native lactic acid bacteria with potential as biocontrolers

in foods distributed in Colombia.

Key words: Lactic acid bacteria, L. monocytogenes, antagonistic, bacteriocins.

INTRODUCCION

Las bacterias acido lacticas (BAL)
consideradas por la FDA (Food and Drug
Administration, USA) como bacterias GRAS
(Generally Recognised As Safe) (1,2) han
sido utilizadas en la elaboracién de alimentos
fermentados, con el objetivo de proporcionar
sabor, color y aroma caracteristicos durante
la fermentacion (3,4). Sin embargo, la
capacidad de producir biocompuestos que
pueden inhibir el crecimiento de
microorganismos como acidos organicos,
peréxido de hidrégeno, sustancias de bajo
peso molecular y las bacteriocinas, hacen
que estas bacterias o sus metabolitos sean
utilizados como biopreservantes en la
industria de alimentos, frente a
microorganismos deteriorantes y/o
patégenos, como alternativas a los métodos
de conservacién quimicos tradicionales,
debido a la capacidad de competencia y/o
accion de sus productos metabdlicos (5).

Informes epidemiolégicos han indicado desde
1981 hasta el 2003 una incidencia de L.
monocytogenes con una alta tasa de
mortalidad la cual ha oscilado entre el 15y
el 40% debido al consumo de alimentos
contaminados en paises como Canada,
Estados Unidos, Dinamarca, Francia e
Inglaterra (6). En Colombia se determind la

presencia de L. monocytogenes en una gran
variedad de productos carnicos como carne
bovina fresca, pollo procesado, jamén y
derivados carnicos, productos lacteos como
leche cruda, leche pasteurizada, queso
fresco, queso madurado, yogurt casero y
vegetales (7). La habilidad de sobrevivir en
un amplio rango de condiciones adversas
como altos niveles de pH, bajas
temperaturas, altos niveles de sal entre otras
(8,9), hace que este microorganismo sea de
dificil control en la industria de alimentos.

A nivel mundial las BAL y las bacteriocinas
purificadas con marca registrada son
comercializados por empresas productoras
ubicadas en paises industrializados como
Dinamarca, Italia, Estados Unidos y algunos
paises latinoamericanos como Argentina, los
cuales utilizan la bioconservacién como un
mecanismos de control de bacterias en la
elaboracioén de sus productos (10). En paises
en desarrollo como Colombia, la falta de
experiencia e insuficiente control en la
aplicacion de cultivos biocontroladores en
microempresas hace que se presenten
grandes obstaculos, por esta razén no se
ha implementado esta tecnologia en las
industrias productoras de alimentos. Sin
embargo para nuestro pais es muy
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importante desarrollar programas adaptados
a las condiciones culturales y tecnoldgicas
para contrarrestar la presencia de patdégenos
como L. monocytogenes.

Estudios previos indican que en Colombia
circulan BAL que cumplen funciones
antago6nicas frente a microorganismos
patégenos y frente a otras BAL no
productoras de bacteriocinas (11-14). Esto
indica, que aunque en Colombia no se esté
utilizando las BAL con fines bioprotectores,
se tiene una gran diversidad de
microorganismos nativos de los cuales se
pueden obtener grandes beneficios. El
objetivo del presente trabajo fue seleccionar
cepas de BAL nativas con capacidad
antilisterial por medio de la caracterizaciéon
de los metabolitos inhibitorios del crecimiento
de cepas de L. monocytogenes.

MATERIALES Y METODOS

Cepas control. Se utilizaron las cepas
control LAC 01 Lactobacillus plantarum (cepa
donada por el Dr. Siegfried Scherer del
Zentralinstitut far Ern&dhrungs- und
Lebensmittelforschung (ZIEL) de la
universidad Technische Universitat Miunchen
de Alemania). LAC 03 Pediococcus acidilactici
y LAC 04 Leuconostoc mesenteroides
(cepas donadas por el Dr. Jean Marc Berjeaud
de la Université de Poitiers, Francia)
productoras de las bacteriocinas Pediocina
A, Pediocina PA-1 y Mesenteronicina Y 105
respectivamente.

La actividad antagoénica de las BAL se evalud
frente a 17 cepas de L. monocytogenes de
serotipos 3b, 4b y 4e, aisladas de diferentes
fuentes (Tabla 1) pertenecientes al
Laboratorio de Ecologia Microbiana y de
Alimentos (LEMA), las cuales fueron
cultivadas en agar sangre a 37°C vy
mantenidas en refrigeracion a 4°C.

Aislamiento e identificacion de BAL. Se
tomaron 42 muestras en las que se incluyeron
33 quesos artesanales, 3 muestras de jamoén
de cerdo empacadas al vacio, 5 muestras
de jamon de cerdo con deterioro del empaque
y una muestra de una tajadora de carnicos.
Las muestras fueron procesadas y sembradas
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Tabla 1. Cepas de Listeria monocytogenes
usadas en esta investigacion

Codigo de cepa de

L. monocytogenes Serotipo

Origen

LMO & Leche no past. 4b
LMo 7 Queso 4h
LMO B Queso 4b
LMO 9 Queso 4h
LMO 13 Queso 4b
LMO 31 Queso 4h
LMO 14 Queso 4b
LMO 49 Jaman de
LMD 53 Jaman 3b
LMO 66 Leche no past. 4h
LMO &7 Leche no past. 4b
LMO 69 Leche no past. 4h
LMO 77 Leche no past. 4b
LMO 79 Leche no past. 4h
LMO 133 Longaniza 4b
LMD 134 Longaniza 4h
LMD 135 Longaniza 4h

en agar De Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Scharlau Chemie, Barcelona Espafia) e
incubadas a 30°C/72 h. Las cepas que
presentaron reacciones bioquimicas y
crecimiento caracteristico de BAL se
mantuvieron en agar MRS a temperatura
ambiente y en caldo MRS con 10% de glicerol
a -20°Cy -70°C (2).

Actividad antagdnica de las BAL frente a
Listeria monocytogenes. El efecto de la
actividad antagonica de las BAL aisladas de
alimentos se evalu6 con la técnica de la gota
y doble capa (15). Se inocularon las cajas
de Petri con BAL previamente incubadas en
caldo MRS a 30°C/24 h. Posteriormente, se
adicion6 una segunda capa de agar MRS
fundido e inoculado con la cepa de L.
monocytogenes incubada en caldo BHI a
37°C/24 h. Las cajas de agar MRS inoculadas
con los dos microorganismos se incubaron a
37°C/24 h. Se observo la formacién de zonas
de inhibicion alrededor de las BAL, lo cual se
consider6 como prueba positiva de la
actividad antagoénica y a su vez se obtuvo
el diametro corregido de los halos formados,



Botina - Caracterizacion preliminar de compuestos antilisteriales

para lo cual se realizé la sustraccion del
didmetro de la colonia y el diametro del halo
de inhibicidon. Este procedimiento se realizé
por triplicado.

Caracterizacion de compuestos
inhibitorios. Los cultivos de BAL que mejor
actividad antagonica presentaron fueron
centrifugados (4800 x g/4°C/15 min) y
filtrados en membranas de celulosa de
0.45 um (Millipore). Los extractos crudos,
libres de células, fueron ajustados a pH 6.5
con HCL 10%, de donde se tomaron
4 alicuotas a las que se les realizo diferentes
tratamientos. Una de las alicuotas fue
tratada con catalasa (Sigma) (300 UI/ ml) y
otra con proteinasa K (1 mg/ml), estas dos
alicuotas se incubaron a 37°C/1 h, las dos
alicuotas restantes fueron tratadas con
temperaturas de 95°C/30 min y 121°C/15
min. Se utilizé la técnica de la gota y doble
capa para evaluar la actividad antago6nica
de cada una de las alicuotas tratadas frente
alas 15 cepas de L. monocytogenes serotipo
4b, la cepas LMO 49 serotipo 4e y LMO 52
serotipo 3b (15).

Electroforesis de proteinas SDS - PAGE.
El peso molecular de la bacteriocina en el
extracto crudo de las cepas BAL, fue
estimado por medio de una electroforesis de
proteinas en poliacrilamida dodecil sulfato de
sodio (Sodium Dodecyl Sulfate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS -
PAGE) (16) y la técnica de la doble capa
descrita previamente. Para la separacion de
proteinas se utilizé un sistema de gel que
estaba constituido por un gel de
concentracion del 4% y un gel de separacion
en gradiente del 16 — 20%. El marcador
de peso molecular polipéptido SDS - PAGE
(Ref. 161- 0326. Bio-Rad) fue cargado con
Loading buffer 5X (1M Tris HCIpH 6.8.
2-mercaptoetanol, glicerol 100%, azul de
bromofenol 0.01%, y SDS al 20%) y corrido
en el gel a 100 v/15 min y luego a 150 v/
1h. El gel se fij6é durante 30 min con
solucién de fijado de péptidos, se tifio con
azul de Coomassie G-250 (Sigma) por 1 h
y por ultimo se destiid con solucién
decolorante.

La muestra de extracto crudo de BAL fue
cargada con buffer 5X sin 2-mercaptoetanol.

1479

Luego de correr la electroforesis bajo las
condiciones previamente descritas, se lavé
el gel con agua destilada estéril y se colocé
sobre una capa de agar MRS sdlido inoculado
con L. monocytogenes. Sobre el gel se
adicion6 una segunda capa de agar MRS
fundido e inoculado con L.
monocytogenes, éste fue incubado a
37°C/24 h y se observé la zona de
inhibicién directamente en el gel (17).

Analisis estadistico. Se realiz6 un analisis
de varianza (ANOVA) vy la prueba de Tukey
como prueba de comparacion mdultiple,
utilizando el sofware Statistix 8 (2005, USA),
para evaluar la actividad antilisterial de las
cepas de BAL, extractos crudos y extractos
tratados frente a las diferentes cepas de L.
monocytogenes.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de bacterias
acido lacticas. De un total de 250
aislamientos realizados se lograron identificar
75 cepas BAL pertenecientes a los géneros
de Lactobacillus spp., Pediococcus spp.,
Streptococcus spp., Leuconostoc spp.,
Enterococcus spp., Tetragenococcus spp.
y Lactococcus spp.

Seleccién de cepas con actividad
antagonica frente a L. monocytogenes.
Se determiné la capacidad antagodnica de
las 75 cepas de BAL aisladas y las tres cepas
control de BAL, frente a las cepas de L.
monocytogenes con cédigos LMO 49 serotipo
4e, LMO 53 serotipo 3b, LMO 6, LMO 7,
LMO 77 y LMO 79 serotipo 4b, utilizando la
técnica de la doble capa. Esta técnica
permitié ver los halos de inhibicién
(Figura 1) de donde se obtuvo el promedio
de las tres replicas de la medida de los
diametros para cada una de las cepas BAL
aisladas (datos no mostrados), los cuales
se interpretaron de forma cualitativa como
se observa en la tabla 2. Esta tabla indica el
comportamiento de las 14 cepas BAL
seleccionadas que presentaron una mejor
actividad antagonica frente a las cepas de
L. monocytogenes. Las cepas de L.
monocytogenes que presentaron una mayor
sensibilidad al efecto antagoénico de las BAL
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Extraccion y caracterizacion de las
sustancias inhibitorias producidas por
BAL. Para la caracterizacion de sustancias
inhibitorias producidas por las BAL nativas
se seleccionaron las 14 cepas de la tabla 2.
Estas cepas se escogieron debido a que
durante las tres replicas realizadas siempre
presentaron halos de inhibicién frente a
mas de 5 cepas de L. monocytogenes.
Como cepa control se escogio6 la cepa LAC
03 P. acidilactici productora de la
bacteriocina Pediocina A. Para evaluar la
actividad antagonica se seleccionaron las
Figural. Halos de inhibicion de BAL nativas cepas de L. monocytogenes con cédigo
aisladas de queso a. LAC 65, b. LAC LMO 07 serotipo 4b, LMO 49 serotipo 4e y
85, c. LAC 52, d. LAC 56, e. LAC 11, f. LMO 53 serotipo 3b.
LAC 51 con actividad inhibitoria frente
a L. monocytogenes LMO 49

Unicamente los extractos crudos libres de
células de las cepas LAC 11, LAC 92 y LAC
fueron LMO 07 serotipo 4b, LMO 49 serotipo 86 identificadas como Lactobacillus spp.,
4e y LMO 53 serotipo 3b. Enterococcus spp. y Leuconostoc spp.

Tabla 2. Interpretacion cualitativa de los halos de inhibicion de las BAL nativas frente a los diferentes
serotipos de L. monocytogenes.

Cepas L. monocytogenes

Codigo LMOG LMOY LMO49 LMOS53 LMO77 LMO79
Genero de Bal g ino ab ab 4e 3b ab ab
_ Leche no . . Leche no Leche no
Origen _ Queso Jamon Jamon . _
pasteurizada pasteurizada pasteurizada
Lactobacillus spp. LAC 11 - + 4 + +
Aislados de jamon
LAC 51 +++ ++  ++HH+ ++ ++++ +
Lactobacillus spp. LAC 52 +++ +++ ++++ ++ + ++
Aislados de quesos | | ac 56 ++++ ++H++ e+ +++ ++++
LAC 98 ++ ++ ++ + ++++ -
LAC 57 +++ +++ ++ +++ ++++ ++
Enterococcus spp.
Aislados de quesos LAC 84 + ++ ++ ++ T -
LAC 52 ++ ++ ++ ++ + +
LAC 65 ++ ++  +++ 4+ +++ +++
Fediococcus spp. LAC 98 ++ ++ ++ ++ ++ +
Aislados de quesos | | ac gy + A+ ++ +++
LAC 85 +++ ++  +++ +++ +
Leuconostoc spp. LAC 86 4+ 4+ e+ o+ +++
Aislados de quesos
Lactococeus spp. LAC 97 ++ ++ ++ +4++ ++++ +
Aislados de quesos

- Ausencia de halo de inhibicién

+ Halo de inhibicién con didmetro menor o igual a 2 mm

++ Halo de inhibicion con didmetro mayor de 2 mm y menor o igual a 4 mm
+++ Halo de inhibicion con diametro mayor a 4 mm y menor a 6 mm

++++ Halo de inhibicion con didmetro mayor a 6 mm

* Las tres replicas presentaron halos de inhibicion



Botina - Caracterizacion preliminar de compuestos antilisteriales

(Tabla 3), presentaron halos inhibicibn como
minimo frente a dos cepas de L.
monocytogenes el resto de extractos crudos
obtenidos después de la centrifugacion y
filtracion de las 11 cepas de BAL restantes
no presentaron halos de inhibicién. La figura
2 indica los halos de inhibicién de los
extractos crudos con y sin tratamientos
de la cepa control LAC 03.

La tabla 3 indica la medida de los diametros
de los halos de inhibicién de los diferentes
tratamientos realizados a los extractos
obtenidos de las BAL nativas seleccionadas
frente a tres cepas de L. monocytogenes.
La presencia de los halos de inhibicién en
los extractos libres de células y los sometidos
bajo los diferentes tratamientos térmicos y
enzimaticos, con excepcion de la proteinasa
K, hace pensar que la cepa nativa LAC 11
identificada como Lactobacillus spp., tiene
una alta probabilidad de sintetizar
metabolitos proteinicos con potencial
bactericida, debido a su efecto antagénico
frente a las tres cepas de L. monocytogenes.
Los extractos crudos de las cepas LAC 92 y
LAC 86, mostraron una actividad antilisterial
Unicamente frente a las cepas LMO 49 y
LMO 53. Sin embargo, la presencia de halo
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en el extracto tratado con proteinasa K,
indica que los metabolitos sintetizados por
estas bacterias no son sensibles al efecto
proteolitico de esta enzima.

Figura 2. Halos de inhibicion de los extractos
de Pediococcus acidilactici frente a L.
monocytogenes LMO 49. 1. Extracto
crecido, 2. Extracto crudo, 3.
Extracto a pH 6.5, 4. Extracto con
proteinasa K, 5. Extracto a 95°C,
6. Extracto con catalasa.

Tabla 3. Diametro en (mm) de los halos de inhibicidon de los tratamientos de los extractos obtenidos de
las BAL nativas seleccionadas frente a tres cepas de L. monocytogenes

TRATAMIENTO
Bacteria Listeria
acido lactica monocytogenes Caldo Extracto pH ., Proteinasa ... .5 0
crecide  crudo 6.5 K
LMD 07* 12 8 10 10 0 10 0
LAC 11 LMD 49% 12 14 12 10 0 12 ]
LMD 53% 12 11 9 S 0 9 0
LMD 07* 7 0 0] 0 0 0 0
LAC 92 LMD 49% 4 6 4 5 5 4 0
LMD 53% B 5 3 3 2 0 0
LMD 07* 7 0 0 0 0 0 0
LAC 86 LMD 49% g 7 7 B 6 B 3
LMD 53% g 7 6 5 5 4 0
LMD 07** 5.2 0 0] 0 0 0 0
I&iganguntrnl LMD 49%* 12 11 10.7 10.7 0 5.7 3.3
LMD 53%* 12 11.3 10.7 10.3 0 5.2 0

* Promedio de 3 replicas ** Promedio de 6 replicas
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Debido a que las cepas de serotipo 4b
presentaron una mayor resistencia ante la
presencia de los extractos generados por
las BAL nativas se evalu6 el efecto
antagonico de las cepas control LAC 01 Lb.
plantarum, LAC 03 P. acidilactici y las cepas
nativas LAC 11, LAC 92 y LAC 86, frente a
15 cepas de L. monocytogenes serotipo 4b.
Como resultados se observé que los
extractos crudos, es decir libres de células,
presentaban comportamientos diferentes
ante las cepas de L. monocytogenes
serotipo 4b aisladas de distintos origenes.

Electroforesis de proteinas SDS-PAGE.
Las bandas del marcador de peso molecular
utilizado en el presente estudio para estimar
el peso molecular de los péptidos
sintetizados por las cepas nativas, se
observan en la figura 3a. En la figura 3b, el
halo de inhibicién presente al final del gel
del extracto de la cepa LAC 11 Lactobacillus
spp., se encontro por encima del frente de
corrido. Esto demostré que el péptido que
genera la actividad antilisterial tiene un peso
molecular por debajo del marcador de peso
molecular de 6510 Da, el cual es un valor
esperado teniendo en cuenta las
caracteristicas del tamafo de las
bacteriocinas. De la misma manera se logré
estimar el peso molecular de los péptidos
sintetizados por las cepas LAC 86
Leuconostoc spp., y LAC 92 Enterococcus
spp., los cuales se encuentran por debajo

26.625 Da

16.950 Da
14.437 Da

6.510 Da
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de 6477 Day 3970 Da respectivamente para
cada cepa.

Analisis estadistico. El analisis de varianza
realizado para evaluar la actividad
antagonica de las BAL y las diferentes
alicuotas de los extractos frente a las cepas
de L. monocytogenes, con un 95% de
confianza indicé que hay diferencias
significativas entre el comportamiento de las
BAL con capacidad inhibitoria y los
tratamientos realizados a los extractos libres
de células frente a las diferentes cepas de
L. monocytogenes. EI analisis de
comparacion multiple demostré que la cepa
nativa LAC 11 identificada como Lactobacillus
spp., la cual fue aislada de un jamoén en
deterioro, presenté un mejor potencial
antilisterial, ademas, demostré que la bacteria
productora de los metabolitos inhibitorios de
BAL fue la de mejor actividad antagoénica
frente a las cepas de L. monocytogenes.

DISCUSION

Los productos derivados de materias primas
como carne y leche son medios de cultivo
ideales para el desarrollo de diversos
microorganismos como las BAL debido a que
tienen altas cantidades de nutrientes como
agua, proteinas y compuestos organicos e
inorganicos solubles, lo cual permite el

Figura 3. Marcador de peso molecular polipéptido SDS-PAGE (Bio-Rad) en el gel de
electroforesis SDS-PAGE en gradiente con una concentracion del 16 — 20%
de acrilamida, (a.). Actividad antilisterial en gel de electroforesis SDS-PAGE
del extracto crudo obtenido de la cepa nativa LAC 11 Lactobacillus spp. frente
a L. monocytogenes LMO 49 serotipo 4e (b).
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desarrollo de estas bacterias en esta clase
de matrices naturales (18, 19). Lo anterior
se ve reflejado en el presente estudio al
identificar las 75 cepas de BAL en los
aislamientos de fuentes naturales realizados
en el agar MRS.

Durante la seleccion de cepas de BAL con
actividad antago6nica frente a las
diferentes cepas de L. monocytogenes,
se observd que la ausencia del halo de
inhibicién y la variacion del tamafo de los
diametros indicados en algunos casos en
los resultados de la tabla 2, demuestran
que las cepas de BAL nativas no siempre
logran inhibir el crecimiento de las cepas
de L. monocytogenes. Estos resultados
concuerdan con investigaciones previas
(17,20) en las que se ha presentado un
comportamiento variable de resistencia o
sensibilidad de diferentes cepas de L.
monocytogenes frente al uso de BAL o de
las bacteriocinas. Hasta el momento, no
se ha encontrado ninguna correlacién entre
la actividad antagdnica de las BAL y el
origen o el serogrupo de una variedad de
cepas de L. monocytogenes (20). Sin
embargo, se han establecido diferentes
proposiciones que permiten explicar el
comportamiento de resistencia por parte
de las cepas de L. monocytogenes. Una
de estas indica que puede haber una
expresion de clones individuales o una
mezcla de los mismos presentes en el
microorganismo que eviten el efecto
antagonico, como la sintesis de enzimas
que degradan la bacteriocina (21), como
respuesta a los diferentes factores
ambientales por los cuales un alimento es
sometido (20).

Por otra parte, es necesario considerar que
las condiciones del medio de cultivo en el
cual se desarrollan las cepas BAL, como
pH y temperatura, no siempre son las
Optimas para la produccion y accion de
las bacteriocinas. Por lo tanto, la baja
concentracioén de las mismas hace que no
se presente un efecto antagdnico sobre
una bacteria (3,22).

Los niveles de pH de los extractos
purificados oscilaron entre 3.8 y 5.9, lo
que indica que durante el tiempo de
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incubacion en el cual se mantuvieron los
caldos de cultivo MRS, las BAL lograron
liberar los acidos organicos al medio
permitiendo el descenso del mismo. El
acido lactico es uno de los principales
metabolitos sintetizados por las BAL que
inhiben el crecimiento de otros
microorganismos (23,24). Sin embargo,
teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en los extractos crudos de las
BAL LAC 03, LAC 11, LAC 92 y LAC 86
(Tabla 3) se observdé que estos niveles
no afectaron el crecimiento de ninguna
de las cepas de L. monocytogenes
utilizadas en esta investigacion, lo que
indica que son resistentes a bajos niveles
de pH, por lo tanto no se ven afectadas
por la formacién del gradiente de
protones al interior de la célula (10,25).
Por otro lado, la presencia del halo de
inhibicion en la alicuota tratada con
catalasa, indica que el peroéxido
sintetizado por las BAL, no era el que
causaba la actividad antago6nica frente
a L. monocytogenes. Sin embargo,
estudios previos han demostrado que
determinadas concentraciones de
peroéxido sintetizado por las BAL han
logrado inhibir especies pertenecientes
a los géneros Proteus, Pseudomonas y
Bacillus (24).

El peso molecular estimado por la
electroforesis SDS-PAGE y el bioensayo,
permiten sugerir que los metabolitos
sintetizados por las cepas LAC 11, LAC 92
y LAC 86 podrian ser bacteriocinas de
clase Ila debido a que presentan las
caracteristicas relevantes de este grupo
como por ejemplo, ser péptidos de bajo
peso molecular, activos frente a cepas de
Listeria spp. y termoestables (26). Sin
embargo, teniendo en cuenta que estos
resultados son preliminares, se sugiere
enfatizar en la caracterizacion bioquimica
de los metabolitos sintetizados por las
cepas nativas con el fin de poder realizar
una comparacion con las bacteriocinas
hasta el momento reportadas en la
literatura.

En conclusién, las cepas nativas LAC 11
Lactobacillus spp., LAC 86 Leuconostoc
spp. Y LAC 92 Enterococcus spp. aisladas
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de alimentos distribuidos en Colombia
tienen potencial antilisterial, debido a que
producen proteinas o metabolitos de peso
molecular alrededor de 6510 y 3970 Da,
que generan una actividad antagoénica
frente a diferentes cepas y serotipos de
L. monocytogenes.
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