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RESUMEN

El objetivo fue determinar el efecto probidtico de Lactobacillus plantarums obre
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens y Staphylococ-
cus aureus. Se realizo antibiograma; inhibicion in vitro y su sobrenadante; viabi-
lidad a bilis y sales biliares, pH (2,5; 4,5 y 7) y temperatura (38 y 45°C); cinética
de crecimiento de L. plantarum; ademas, analisis de péptidos y dcidos organicos
por HPLC. Se observo susceptibilidad de Dicloxacilina, Ciprofloxacina y Penicilina
para L. plantarum; Cefalotina para C. perfringens; Cefepime y Ciprofloxacina para
S. typhimurium; Cefepime para E. coli; y Cefepime y Cefalotina para S. aureus. La
bacteria lactica inhibio las cepas patogenas pero su sobrenadante no inhibio a C.
perfringens. L. plantarum mostro crecimientos de 32,25 y 32,38 LN UFC/mL para
1y 1,2% de bilis. 28,73, 28,59 y 28,02 LN UFC/mL para pH 2,5, 4,5y 7. 31,58 y
31,03 UFC/mL para 38 y 45°C. La fase logaritmica se observo a las 12:00 horas
(32,04 UFC/mL, 4,85 pH, 0,84 acidez, 4,79 mg/L de aziicares, 1,59 mg/L de pro-
teina); identificandose los péptidos VAR-TIR-VAL y Metionina Enquefalina Acetato,
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y 74,20% de acido lactico en sobrenadante. Se concluye que L. plantarum
posee caracteristicas probioticas.

ABSTRACT

The objective was to determine the effect of probiotic Lactobacillus plan-
tarum on Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Clostridium perfrin-
gens and Staphylococcus aureus. Susceptibility testing was performed;
inhibition in vitro and supernatant; viability bile and bile salts, pH (2,5; 4,5
and 7) and temperature (38 and 45°C); growth kinetics of L. plantarum;
Additional analysis of peptides and organic acids by HPLC. Dicloxacillin,
ciprofloxacin and penicillin susceptibility was observed for L. plantarum;
Cephalothin to C. perfringens, Cefepime and ciprofloxacin for S. typhimu-
rium; Cefepime for E. coli; and Cefepime and Cephalothin for S. aureus.
Lactic bacteria inhibited pathogenic strains but did not inhibit supernatant
C. perfringens. L. plantarum showed growth of 32,25 and 32,38 LN CFU/
mL for 1 to 1,2% bile. 28,73, 28,59 and 28,02 LN CFU/mL to pH 2,5; 7. 4,5
and 31,58 and 31,03 CFU/mL for 38 and 45°C. The logarithmic phase was
observed at 12:00 hours (32,04 CFU/mL, 4,85 pH, acidity 0,84, 4,79 mg/L
of sugar, 1,59 mg/L of protein); identifying the VAR-TIR-VAL and methionine
enkephalin Acetate peptides, and 74,20% of lactic acid in supernatant. We
conclude that L. plantarum has probiotic characteristics.

RESUMO

0 objectivo foi determinar o efeito de Lactobacillus plantarum, na Escheri-
chia coli, Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens e Staphylococ-
cus aureus. Foi realizado teste de sensibilidade; inibicao vitro e no sobre-
nadante; biliar viabilidade e sais de bilis, do pH (2,5; 4,5 e 7) e temperatura
(38 e 45°C); cinética de crescimento de L. Plantarum; Analise adicional
dos péptidos e acidos organicos por HPLC. E observou susceptibilidade
dicloxacilina, ciprofloxacina e penicilina para L. plantarum; Cefalotina para
C. perfringens; Cefepime e ciprofloxacina para S. typhimurium; cefepime
por E. coli; e cefepime e cefalotina para S. aureus. As bactérias lacticas
inibida estirpes patogénicas mas ndo inibiu sobrenadante C. Perfringens.
L. plantarum mostrou crescimento de 32,25 e 32,38 LN CFU/mL para 1 a
1,2% biliar. 28,73, 28,59 € 28,02 LN CFU/mL apH 2,5, 4,5¢e 7. E 31,58 ¢
31,03 UFC/mL para 38 e 45°C. A fase logaritmica foi observada as 12:00
horas (32,04 UFC/mL, 4,85 de pH, acidez 0,84, 4,79 mg/L de agucar, 1,59
mag/L de proteina); identificar o VAR-TIR-VAL e péptidos de metionina ence-
falina etilo, e 74.20% de acido lactico no sobrenadante. Conclui-se que o
L. plantarum tem caracteristicas probioticas.

INTRODUCCION

Las bacterias acido-lacticas (BAL) se conocen como agentes que previenen
trastornos digestivos y enfermedades; y su administracion por via oral es
efectiva en el control de microorganismos gran negativos [1].El efecto de in-
hibicion de la bacteria se debe a factores como: reduccion del pH, produccion
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de acidos organicos, produccion de biocinas y buena
capacidad de adherencia a la mucosa intestinal de los
mamiferos que le permite competir por espacio [2].

La principal biocina producida por L. plantarumes la
plantaricina, este compuesto proteinico ha demos-
trado reducir poblaciones bacterianas presentes en
el medio, especialmente bacterias patdgenas como
Listeria sp. Ademas, la bacteria lactica muestra otros
beneficios en el huésped, como es el descenso de los
niveles de colesterol [3, 4].

E. coli, S. typhimurium, C. perfringens yS. aureus son
bacterias que producen cuadros clinicos complica-
dos en el hombre y otros mamiferos [5]. Algunos de
ellos son importantes transmisores de enfermedades
a nivel alimentario, con gran variedad de sintomas
clinicos y grados de severidad [6]. El tratamiento de
enfermedades producidas por estos microorganismos
se realiza mediante antibioticos; sin embargo, el uso
indiscriminado ha generado resistencia bacterial que
dificulta el control de estos microorganismos [7].

La presente investigacion busca determinar el efecto
probidtico de L. plantarum sobre E. coli, S. typhimu-
rium, C. perfringens yS. aureus en condiciones in vitro.

METODO

Las cepas utilizadas fueron Lactobacillus plantarum
ATCC® 8014, Escherichia coli ATCC® 25922, Sal-
monella typhimurium ATCC® 25241, Clostridium
perfringens ATCC® 13124 y Staphylococcus aureus
ATCC® 25923.

La reconstitucion de cada cepa se efectuo de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Para su conserva-
cion se realizo repique en medio solido y liquido cada
5y 8 dias respectivamente, se usaron medios MRS
para la cepa lactica, mientras que para las cepas pa-
togenas se uso caldo BHI como medio liquido y como
medio solido agar McConkey para E. coli, agar XLD
para S. typhimurium, agar SPS para C. perfringensy
agar Baird Parker para S. aureus. Las cepas fueron in-
cubadas a 37°C durante 24 horas, luego, refrigeradas
a 4°C hasta su utilizacion.

Para obtener el indculo de L. plantarum se tomo un
Erlenmeyer y se depositaron 40 mL de caldo MRS es-
téril, en este se coloco una alicuota de la cepa lactica
y se incubd a 35°C por 24 horas, al terminar el periodo

de incubacion se tomaron 4 mL del Erlenmeyer y se
depositaron en otros 40 mL de caldo MRS, este dltimo
se incubo en las condiciones mencionadas anterior-
mente. El ajuste del indculo se realizdé mediante la me-
todologia propuesta por Crueger y Crueger [8], para
ello se tomo6 90 mL de caldo MRS estéril y se adiciono
10 mL de L. plantarum de acuerdo con la regla; luego
de incubado se tomo6 1 mL y se realizo lectura directa
en espectrofotdmetro a 625 nm. En los casos donde
la poblacion fue superior a la establecida se adiciono
caldo estéril [9,10].

Los calculos realizados fueron:

Escala MacFarland 0,125 lectura = 0,800

V1xC1=V2=x*C2 (Ec. 1)
V1+0,800 =100 mL * 0,125
V1 = 15,625

Para 100 mL se necesita;

Se realizo antibiograma a las cepas con Dicloxacilina
(DCX 1 ug), Cefepime (FEP 30 ug), Cefalotina (KF 30
uQ), Ciprofloxacina (CIP 5 ug), Gentamicina (CN 10
Q@) y Penicilina (P 10 1U) con la técnica de Kirby Bauer
[11] modificada, para ello se tomaron tubos con 1 mL
de agua destilada y se depositd alicuotas de la bacte-
ria, se incubaron a 35°C hasta encontrar el estandar
0,5 de MacFarland, cuando se ajusto las muestras, el
contenido fue depositado en cajas de Petri con agar
Miieller Hilton. Enseguida se tomaron discos impreg-
nados con cada antibi6tico y se colocaron en las cajas
de petri, se incubaron a 35°C durante 18 horas, al final
de laincubacion se midio la distancia entre el borde del
disco y el borde de inhibicion.

Se determind la inhibicion de L. plantarum sobre las
bacterias patogenas mediante la metodologia pro-
puesta por Tagg y McGiven [12] adecuada a las con-
diciones de nuestro laboratorio. Se tomaron alicuotas
de cada bacteria patogena y fueron ajustadas a escala
MacFarland 0,5, se colocaron en cajas de petri con
agar MiellerHinton; en cada caja se depositaron dis-
cos impregnados con L. plantarum a concentraciones
de 25, 50 y 100ul, las cajas fueron incubadas a 32°C
por 24 horas, halos iguales o superiores a 2 mm Se
consideraron como indicio de susceptibilidad [13].
Para obtener los discos de la bacteria lactica se ajusto
a 0,5 en escala McFarland y se coloco en cajas de
Petri que contenian agar MRS con azul de anilina en
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las concentraciones requeridas y se incubaron a 32°C
durante 24 horas.

El efecto in vitro del sobrenadante de L. plantarum
sobre las bacterias patogenas fue determinado por el
método de Kirby Bauer [11]. Se realiz0 el ajuste de la
bacteria lactica a 1 en la escala MacFarland, se toma-
ron muestras de 1,5 mL y se depositaron en tubos
Eppendorf, finalmente se centrifugaron a 15000 rpm
y 4°C de temperatura, por 15 minutos. El centrifuga-
do se obtuvo de dos formas, el primero sin filtrar y el
segundo filtrado (papel filtro 0,25 um), enseguida se
conservaron en refrigeracion (4°C) hasta su analisis.
La evaluacion del sobrenadante se realizd utilizando
dos metodologias: discos de papel pads y cilindros
plasticos que se colocaron sobre las cajas de petri y
se incubaron en las mismas condiciones propuestas
para inhibicion con L. plantarum. Las concentraciones
evaluadas fueron de 50, 75y 100 uL para cada méto-
do (estas de determinaron mediante micropipeta, en el
sobrenadante de la bacteria lactica) [14].

Para el primer método, se recortd discos de 6 mm de
papel pads y fueron esterilizados por 15 minutos, se
esperé a que secaran, y en camara de flujo laminar
se depositd cada concentracion evaluada. Para el se-
gundo método, se corto puntas de pipeta de 6 mm de
diametro y en cada cilindro se deposito la cantidad de
sobrenadante evaluado.

Se determiné la viabilidad de L. plantaruma concen-
traciones de 0,5, 1y 2% de sales biliares bovinas y
1y 1,2% de bilis bovina; para ello se cultivd en caldo
MRS durante 24 horas, se tomaron muestras y se co-
locaron en tubos con MRS y las concentraciones de
bilis y sales biliares a evaluar, de los tubos se tomaron
alicuotas y se depositaron en cajas de petri con MRS y
azul de anilina, estas fueron incubadas a 32°C durante
48 horas. Al finalizar el periodo de incubacion se hizo
recuento de bacterias en cada muestra.

Se determino la produccion de gas [15] y reaccion
de catalasa en la bacteria lactica [16,17]. Ademas, se
evalud la viabilidad de la cepa lactica a pH 2,5, 4,5y
7 por un periodo de 3 horas, con mediciones cada
hora. Para ello, se usé medio MRS comercial y el pH
fue ajustado con dacido tartarico, las condiciones de
incubacion fueron de 32°C y 48 horas.

Los parametros cinéticos de L. plantarum se determi-
naron en los medio MRS (comercial) y PRO[18] (pro-
puesto por Ramirezet al. 2005). Para ambos medios

Se siguio el mismo procedimiento: se tomo un Erlen-
meyer, se adiciond 60 mL de inoculo de L. plantarum
y 540 mL de medio, se llevaron a incubacion (incu-
badora shaker) con agitacion constante a 32°C y 100
rom, el pH no fue controlado debido a la resistencia
de la cepa a bajos niveles, se realizaron mediciones
cada 2 h 24 min durante 24 horas. En cada medicion
se determiné conteo de microorganismos viables en
placa (UFG/mL), pH, azucar total, produccion de acido
lactico y proteina.

El conteo de microorganismos viables en placa se de-
termind mediante la disolucion de 1 mL de muestra
en 9 mL de agua peptonada al 0,1%, se realizo dilu-
ciones decimales que fueron transferidas a cajas de
Petri, que contenian medio MRS con azul de anilina
(0,1 mL) para siembra en superficie. Las cajas fueron
incubadas a 32°C y se observaron entre 24 y 48 ho-
ras. Se tuvo en cuenta Gnicamente las cajas de Petri
con conteos entre 30 y 300 colonias. EI nimero de
colonias fue multiplicado por el inverso de la dilucion y
por 10 para obtener UFC/mL [19].

El pH se determin6 con un pHmetro digital (JENCO®
VisionPlus).

El método de Duboiset al.[20] fue usado para determi-
nar el azucar total, se preparo diferentes concentracio-
nes de glucosa para crear una curva patron mediante
los valores obtenidos de las muestras observadas a
una densidad oOptica de 625 nm. Los valores se grafi-
caron contra la concentracion en mg/L, finaimente se
obtuvo los valores de la linea recta.

El &cido lactico fue determinado mediante titulacion
con hidroxido de sodio (1N) [20]. La biomasa se de-
terming por los métodos de Crueger y Crueger[8] y
Rodriguez et al. [22], para ello se establecio la velo-
cidad maxima de crecimiento mediante la ecuacion 2:

dLnX
dt

(Ec. 2)

Vmax =

Y el tiempo de duplicacion celular (id), se determing
teniendo en cuenta la ecuacion 3:

Ln2 .
i = n (Ec. 3)
vmax

La proteina se determind con el método de Lowryet al.
[23]modificado, se obtuvo una curva patron a partir
de seroalbimina bovina, luego se midi6 la absorbancia
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en espectrofotometro a 625 nm. La concentracion fue
graficada contra los valores para obtener la ecuacion
de la linea recta.

Se determino la viabilidad de L. plantarum a dos tem-
peraturas (38 y 45°C), el tiempo de evaluacion se llevo
hasta la fase exponencial encontrada en la cinética de
fermentacion en el medio MRS (12:00 horas). Se uso
el procedimiento descrito por Crueger y Crueger[8],
para ello se ajusto el inoculo a 0,125 en escala de
McFarland y se incubo hasta las 12:00 horas, luego se
hicieron diluciones de 10" hasta 10-'2 con agua pepto-
nada y se sembro en cajas de petri con azul de anilina
y se inicio en la dilucion 108 hasta 10> a 37°C y 48
horas, determinando el recuento de UFC/mL.

Se tomo6 una muestra de sobrenadante de L. planta-
rumy se determino el contenido de péptidos mediante
espectrofotometria de alta densidad (HPLC), se uso
una alicuota de 25 mL de sobrenadante, la cual fue
centrifugada a 18000 rpm, por 30 minutos y 4°C;
luego se filtrd 2 mL en jeringa de filtrar (0,25 micras) y
finalmente fue llevado a lectura en el espectrofotdmetro
a 650 nm y se obtuvo los resultados.

Para determinar la produccion de acidos organicos
se tomo caldo de crecimiento y se centrifugd a 8500
rpm, enseguida se filtro en membrana de 0,45 um
y se determind la produccion mediante HPLC de la
siguiente manera: solvente de fase movil, acido sul-
furico a pH 1,5; presion 800-900 PSI; volumen in-
yectado: 20 L; temperatura del horno: 65°C; colum-
na BIORAD aminex HPX87 H con soporte de resina
trasplantada H+ (copolimero de estireno y bisulfato
dedivinilbenzeno) [24].

Los datos fueron evaluados mediante el paquete esta-
distico SAS 9.1 [25]. Para comparar la cinética de fer-

mentacion de los medios, se uso medidas repetidas en
el tiempo, con el procedimiento PROC MIXED de SAS.

RESULTADOS

A continuacion se muestran los datos reportados para
la prueba de susceptibilidad antimicrobiana mediante
el método de Kirby Bauer (Cuadro 1, figura 1).

Las bacterias evaluadas presentaron susceptibilidad
a los siguientes antibioticos: Dicloxacilina, Cipro-
floxacina y Penicilina para L. plantarum; Cefalotina
para C. perfringens; Cefepime y Ciprofloxacina para
S. typhimurium; Cefepime para E. coli; y Cefepime y
Cefalotina para S. aureus. En la actualidad algunos
microorganismos presentan resistencia a los antibio-
ticos como consecuencia del uso indiscriminado de
estos. Este antagonismo es un mecanismo natural de
supervivencia, que se produce por mutaciones y la
adquisicion de plasmidos (replicacion del ADN extra-
cromosomico) [26, 27]. Para la presente investiga-
cion los casos mas evidentes se pueden observar en
C. perfringensy E. coll.

Las pruebas in vitro con L. plantarumindicaron mayor
susceptibilidad de S. aureus, C. perfringensy E. coli, y
menor efecto en S. tiphymurium (cuadro 2, figura 2a).
Por otra parte, se observo mayor inhibicion en las bac-
terias con el incremento de la concentracion de la BAL.
Al respecto Leon [28] y Vegas et al. [29], mencionan
que las BAL compiten por espacio gastrointestinal con
otros microorganismos, evitando su crecimiento, este
fendmeno se produce por la generacion de compues-
tos antimicrobianos (bacteriocinas) y la reduccion del
pH del medio. Los resultados encontrados indican que
una baja concentracion de la bacteria lactica resulta
efectiva en el control de S. aureus, mientras que S.

Cuadro1. Poder antagonico de antibidticos comerciales frente a cepas de estudio.

Diametros del halo de inhibicion (mm)
Cepas de estudio ATCC Antibidticos
DCX 1 FEP 30 KF 30 CIP 5 CN10 P10
L. plantarum 10| S|7| R 8 R /40| S | 28 | R 8 S
C. perfringens 6 | R|10| R 30 S |[NA| - NA | - 8 R
S. typhimurium NA | - |32] S 12 R |45 S | 23 | R NA -
E. coli NA | - 30| S 10 R 42| S |22 | R NA -
S. aureus 6 | R |20 S 45 S |[NA| - NA | - 20 R

DCX: Dicloxacilina; FEP: Cefepime; KF: Cefalotina; CIP:Ciprofloxacina; CN:Gentamicina; P 10: Penicilina; NA: No

aplica; S: sensible; R: resistente
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Figura 1. Antibiograma de Clostridum perfringens.

tiphymurium necesita mayores concentraciones, ya
que fue tnicamente susceptible a 100 wL.

Los resultados del sobrenadante se muestran en la
cuadro 3y figura 2b. Se observa que las cepas pre-
sentan mayor susceptibilidad en el método de sensi-
disco que en el método de cilindros; a pesar de ello,
el sobrenadante no inhibi6 a C. perfringensen ningu-
no de los métodos, pero si a S. aureus, con mayor
susceptibilidad al sobrenadante en el método del sen-
sidisco filtrado. S. tiphymurium y E. coli mostraron
susceptibilidad al sobrenadante Gnicamente con el
método de sensidisco.

Al respecto Jurado-Gamez et al. [30] indican que
la inhibicion se debe a la produccion de compues-
tos antimicrobianos (bacteriocinas) y productos de
la fermentacion (4cido lactico, acético y propionico)
presentes en el sobrenadante. De esta manera se ob-
servo mejor inhibicion de la bacteria lactica en com-
paracion con su sobrenadante.

Las pruebas de gas y catalasa para L. plantarum fue-
ron negativas. Estas caracteristicas son importantes
en la evaluacion de microorganismos probioticos,
dado que la primera indica que la cepa no produce
gas, que altere las funciones del tracto gastrointestinal
del huésped, mientras que la segunda indica que la
cepa pertenece al género de los Lactobacillus [14,31].

Cuadro 2. Prueba in vitro de Lactobacillus plantarum.

Cepas 25 ul 50 ul 100 pl
S. aureus 3 3 5
C. perfringens 1,33 3,17 2
S. tiphymurium 1,33 1,67 3,33
E. coli 1,5 2,33 2,5

Figura 2. Inhibicion de L. plantarum y su sobrenadante sobre S.
aureus.

a: disco gel de L. plantarum; b: Cilindros con sobrenadante.

La evaluacion conbilis y sales biliares mostro un creci-
miento adecuado de la cepa lactica con valores de 23,03
y 17,75 LN UFC/mL para concentraciones de 1y 1,2%
de bilis bovina; y 16,81, 20,72 y 19,52 LN UFCG/mL para
concentraciones de 0,5, 1y 2% de sales biliares bovinas.
Esta caracteristica es importante en la identificacion de
cepas probidticas.Cuando los probiéticos son adminis-
trados de forma oral, la cepa no solamente debe resistir
el pH 4cido del estdmago, sino también las condiciones
presentes a nivel de intestino delgado, lugar donde se se-
cretan las sales biliares y la bilis [14].

La prueba de viabilidad a diferentes pH indicé que la
cepa es resistente a modificaciones de la acidez del
medio, ya que se observaron crecimientos de 28,73,
28,59 y 28,02 LN UFC/mL para pH 2,5, 4,5y 7 res-
pectivamente. Los valores de crecimiento son adecua-
dos para garantizar la viabilidad de una cepa probidtica
suministrada por via oral (> 26,4 LN UFC/mL [14]).
L. plantarum mostro tolerancia a pH bajo debido a su
capacidad de fermentar diferentes carbohidratos (pen-
tosas y hexosas) y obtener como producto final &cido
lactico que disminuye el pH del medio [32]. Esta ca-
racteristica es fundamental para la produccion de in6-
culos durante los procesos de fermentacion a escala
industrial [33].
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Cuadro 3. Halos de inhibicion de L. plantarum en bacterias patogenas.

50 | 75 | 100 50 75 100
puL | pL | pL | pL|pl | pl
Sensidiscos
S. aureus 25 (2545120 1
C. perfringens 0 0,5 1 00| O
S. tiphymurium | 35 | 5 | 43 11,5]05] 35

E. coli 2 2 23 115/18] 1,8
Cilindro
S. aureus 1 2 1,7 118 3 0

C. perfringens 0 0 0 J]0OjJ0 ] 0
S. tiphymurium | 0,7 | 0 1 0 0703
E. coli 1 07131051307

La fase exponencial de la cinética de crecimiento se
presento a las 12:00 horas de iniciada la fermentacion
con un pH de 4,8 y una acidez de 0,84%; durante este
tiempo el pH descendio en 1,276 y la acidez aumentd
en 0,331% (figura 3). La cantidad de bacterias viables
encontradas durante la fase exponencial es adecuada
para la produccion de inoculos (8,2 x 10™ UFG/mL)
[34]. El crecimiento bacteriano nuevamente demostro
la resistencia de L. plantarum a bajas concentraciones
de pH y el aumento de la acidez evidencia el proceso
fermentativo de los carbohidratos presentes en el me-
dio de cultivo. Todas estas caracteristicas confirman
que L. plantarum es un buen candidato para el manejo
a nivel industrial.

L. plantarum mostro valores de 0,329 mg/L de azucar
y 0,211 mg/L de proteina durante la fase exponencial,
con un consumo de 0,176 mg/L de azdcar y 0,155
mg/L de proteina durante las primeras 12 horas de
fermentacion (figura 4). La disminucion del azucar du-
rante la cinética se debe a su empleo en los procesos

Figura 3. Cinética de crecimiento de L. plantarum, pH 'y acidez en el
medio MRS.
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metabolicos de la bacteria lactica; de esta manera se
garantiza que la cepa obtenga energia para su normal
desarrollo y genere acidos organicos que permitan un
descenso del pH y la inhibicion de otros microorganis-
mos presentes en el medio [35].

El consumo de proteina muestra un descenso du-
rante las primeras cuatro horas de fermentacion,
debido posiblemente a su utilizacion en la forma-
cion de nuevas células [36], sin embargo, se ob-
serva un incremento durante la fase exponencial,
lo cual indica la formacion de sustancias proteicas
en el medio como biocinas y aminoacidos libres,
siendo importantes las primeras en la inhibicion de
microorganismos [37].

El analisis de medidas repetidas en el tiempo no
encontro diferencias entre los medios (p< 0,09),
ademas, el efecto del tiempo no fue significativo (p>
0,05), por lo cual se determina que el medio PRO
puede usarse como medio en el crecimiento de L.
plantarum.

El crecimiento de L. plantarum a temperaturas de 45
y 38°C fue de 5,2 x 10" y 3,0 x 10" UFC/mL res-
pectivamente. Estos valores evidencian la viabilidad
de la cepa en condiciones gastrointestinales (38°C)
cuando se suministra por via oral y la viabilidad du-
rante el procesamiento de fabricacion de alimentos
balanceados (45°C) [34].

El sobrenadante presento una cadena de péptidos de
VAL-TIR-VAL en el pico nimero 9 de la muestra con
una concentracion de 0,68 mg/mL y el péptido Metio-
nina Enquefalina acetato (TIR-GLI-GLI-FA-MET) en el
pico namero 12 con una concentracion de 0,02 mg/
mL(Figura 5).

Figura 4. Cinética de fermentacion de L. plantarum y consumo de
azucar y proteina.
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Figura 5. Cromatograma sobrenadante de L. plantarum.
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Se determin6 que la bacteria es homofermentadora,
dado que presenta un nivel superior al 70% de acido
lactico (cuadro 4y 5).

Cuadro 4. Acidos orgénicos presentes en el sobrenadante de L.
plantarum.

Producto Concentracion | Porcentaje
Acido citrico 2,71 (g/L) 10,20%
Glucosa 3,95(g/L)

Acido succinico 0,68 (g/L) 7,30%
Acido l4ctico 26,1 (g/L) 74,20%
Acido acético 1,38 (g/L) 6,02%

Etanol 0,88 (g/L) 2,28%

Cuadro 5. Datos de cinética de crecimiento de L. plantarum.

Fase lat 0
Vel. Esp. Crec. (u h') 0,9803
Fin Fase Log (h) 12
Tiem. Dupl. (min) 42,42
Incr. Cel. Total. 9,80 E + 09
Incr. Cel. Final. 2E+12
% Azuc. Cons. Total. (g/L) 57,93%
% Aziic. Cons. Fin. Total (g/L) 18,24%
% Prot. Cons. Total. (g/L) 36,36%
% Prot. Cons. Fin. Total (g/L) 3,52%
r= 98,45

CONCLUSIONES

Lactobacillus plantarum mostro buen potencial para
inhibir el crecimiento de las bacterias patogenas eva-
luadas; sin embargo, su sobrenadante no inhibio a C.
perfringens y S. tiphymorium. La fermentacion de la
cepa lactica demostro un crecimiento adecuado a si-

mulacion in vitro de las condiciones gastrointestina-
les. De esta manera, L. plantarum tiene caracteristicas
adecuadas para ser evaluada en condiciones in vivo en
especies como 10s bovinos.
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