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Resumen

Las Bacterias Acido Lé&cticas (BAL) se destacan por su capacidad de producir sustancias de actividad
antimicrobiana como acidos organicos, peroxido de hidrégeno y bacteriocinas, es por esta razén que se realizé una
busqueda, aislamiento e identificacion de cepas BAL provenientes de yogurt y queso hilado de produccion
artesanal y en produccion comercial en la region del Huila en Colombia, una vez aisladas se evalu6 la actividad
antimicrobiana frente a cepas de patdgenos de Escherichia coli (aislada del restaurante de la Universidad
Surcolombiana y de una venta ambulante de aji en tres diferentes métodos: presencia de células (método de discos),
ausencia de células (método de pocillos) con pH acido y neutro. Los resultados obtenidos en la actividad
antimicrobiana por parte de las BAL, abre la posibilidad de ofrecer a la industria de lacteos local semi-industrial,
artesanal y a los consumidores, informacion que les ayude a la produccién de alimentos (Yogurt y Quesillo) con
atributos de calidad, y potencial probidtico con actividad antimicrobiana, posicionandolos como un alimento
funcional. Los resultados de la caracterizacion fisico quimica de los productos lacteos (Yogurt y Quesillo),
elaborados y distribuidos de manera artesanal y semi-industrial en el departamento del Huila, son de gran
relevancia no solo para garantizar su calidad y aceptabilidad en el mercado para los consumidores; sino también
como una herramienta de identidad dtil para clasificar los diversos tipos de quesillos y yogurts.
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Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) stand out for their
ability to produce substances with antimicrobial
activity such as organic acids, hydrogen peroxide and
bacteriocins,  therefore, the isolation and
identification of LAB strains was conducted from
yoghurt and cheese of artisanal or commercial
elaboration from the Huila Department of Colombia.
Once isolated antimicrobial activity was evaluated
against strains of pathogenic Escherichia coli
(isolated from restaurant Surcolombiana University
and a peddling aji. using different methods: presence
of cells (disk method), absence of cells (well method)
with neutral and acid pH. The results obtained in the
antimicrobial activity by the BAL, opens the
possibility of offering to the local semi-industrial,
artisanal dairy industry and to consumers,
information that will help them to produce food
(Yogurt and Quesillo) with attributes of quality, and
probiotic potential with antimicrobial activity,
positioning them as a functional food. The results of
the physical and chemical characterization of dairy
products (Yogurt and Quesillo), elaborated and
distributed in an artisanal and semi-industrial way in
the department of Huila, are of great relevance not
only to guarantee their quality and acceptability in
the market for the consumers; but also as a useful
identity tool to classify the different types of
quesillos and yogurts.
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1. Introduccion

Las Bacterias Acido Lacticas (BAL), han estado
presentes en la alimentacion desde hace siglos; se
encuentran en productos fermentados como la leche
y derivados, productos carnicos y vegetales; las
cuales proporcionan sabor y textura ¢ incrementan el
valor nutricional de los alimentos (Mateos, 2002).
Estos microorganismos cuando fermentan
carbohidratos producen una mezcla de sustancias con
accion antimicrobiana como: acido lactico, acido
acético, acido butirico, peréxido de hidrogeno,
diacetilo y péptidos de bajo peso molecular llamados
bacteriocinas, que generan cambios en la microbiota
intestinal como la inhibicién de patdgenos; lo cual
repercute positivamente en el estado de salud del
consumidor (Casas et al., 2000). Por ello las BAL
son alternativa en el tratamiento de infecciones
bacterianas topicas o sistémicas por microorganismos
resistentes a la mayor parte de los antibidticos

conocidos, asi tienen la capacidad de contribuir a la
disminucién de resistencias frente a los mismos
(Jamuna, 2004).

Un alimento funcional puede ser un alimeno
natural, al que se le ha afadido, eliminado o
modificado un  componente  por  medios
biotecnoldgicos, un alimento en el que se ha
modificado la biodisponibilidad de uno o mas de sus
componentes 0 una combinacion de cualquiera de
estas posibilidades (Diplock et al., 1999; Isolauri et
al., 2000). El ejemplo mas claro de un alimento
funcional es la leche humana, que contiene gran
numero de elementos bioactivos (enzimas, factores
de crecimiento, aminoacidos libres,
inmunoglobulinas, oligosacéridos, etc.) cuyo efecto
va mucho mas alla del puramente nutricional. Existen
muchos componentes de alimentos de los que se ha
demostrado su efecto beneficioso sobre determinadas
funciones del organismo. La adicion de estos
componentes a un alimento, lo transforma en un
alimento funcional, por ejemplo, el yogurt con
bacterias probidticas, el acido folico en los cereales o
los acidos grasos en las margarinas y productos
lacteos. De todos ellos cabe destacar el grupo de los
probidticos, prebiodticos y simbidticos, (Metchnikoff
et al., 1908).

Entre los géneros de las BAL mas utilizadas para
el consumo humano se encuentran los siguientes:
Lactococcus, Streptococcus, Biﬁdobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, entre otros (Farnworth,
2001). El género Lactobacillus estd conformado por
microorganismos reconocidos por su habilidad
fermentativa e iniciadores en procesos industriales de
productos fermentados; su presencia en el tubo
digestivo es considerada benéfica, por tener un papel
protector o terapéutico (Jiang, 1996). Seglin
(Mustapha et al., 1996) se ha visto un aumento en la
adicion de BAL en productos comerciales
reconocidos, con el fin de dar un valor agregado al
producto y a la vez mejorar los procesos y aumentar
la estabilidad y tiempo de conservacion de los
productos.

Es por esta razéon que se propone realizar una
basqueda, aislamiento e identificacion de cepas BAL
presentes en productos lacteos artesanales y
comerciales como yogurt y quesillos producidos en el
sur de Colombia, adicionalmente realizar una
evaluacion in vitro para identificar las cepas que
puedan presentar actividad antimicrobiana frente a
cepas de Escherichia coli.



2. Materiales y Métodos

Recoleccién de muestras

Se seleccionaron muestras de yogurt y queso
hilado elaborados y empacados artesanal vy
comercialmente en la region de Huila en Colombiga;
Yogurt y Quesillo. Artesanalmente las muestras
correspondieron a yogurt elaborado en el Caguén
(Ya), y quesillos de 250 g fabricados en el municipio
de Hobo (Qa). Industrialmente las muestras
correspondieron a yogurt fabricado por una empresa
regional (Yc), y quesillos de 250 g fabricados por una
reconocida empresa Huilense (Qc). Todas las
muestras se obtuvieron por triplicado y fueron
transportadas el mismo dia de su elaboracion, en
termos refrigerados hasta el laboratorio de
microbiologia de alimentos de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Surcolombiana, siendo
alli donde se realizaron las pruebas fisicas, quimicas
y microbioldgicas correspondientes.

Caracterizacion Fisicoquimica

Se realizaron pruebas de caracterizacion
fisicoquimica en todas las muestras de Ya, Yc, Qay
Qc, el pH en quesos se realizO de acuerdo a
(Gonzales, 2010) con potenciémetro (WTW -330)
previamente calibrado de acuerdo a la norma
(AOAC-981.12-1997), el pH del Yogurt se realizo
directamente a una muestra de 50 ml la acidez
titulable en queso se realiz6 de acuerdo a (Meyer et
al., 1982), citado por Gonzales (2010) para la
determinacion de este parametro en Yogurt se
homogenizé 18 g de muestra con 36 g de agua
destilada, se afiadi6 cinco gotas de Fenolftaleina y se
titul6 con hidroxido de sodio 0.1 N. Se determino el
contenido de humedad de las muestras de quesillo
mediante el método gravimétrico indirecto (Garcia &
Fernandez, 2012), establecido por la AOAC 926.08
(1997). Para Yogurt se midié solidos solubles, con
ayuda del refractdmetro (ATAGO PR-201a).

Aislamiento BAL
Quiesillo hilado (Qay Qc)

Se tomO una muestra de quesillo de 10 g y se
homogenizé en 90 ml de solucién estéril de caldo
MRS (bacterias lacticas) (Dibico), para luego
efectuarse diluciones seriadas. Se sembrd en masa
alicuotas de 1 ml en agar MRS (MERCK) por
triplicado, incubados durante 48 h a 37°C.

Transcurrido el tiempo se seleccionaron las colonias
mas representativas segun color, tamafio y textura
para realizar un aislamiento puro.

Yogurt (Yay Yc)

Se tomo una muestra de 1ml y se homogenizd en 9
ml de caldo MRS (bacterias lacticas) (Dibico), para
luego efectuarse diluciones seriadas. Se sembrd en
masa alicuotas de 1 ml en agar MRS (MERCK) por
triplicado, luego fueron incubados durante 48h a
37°C en condiciones anaerdbicas. Transcurrido el
tiempo se seleccionaron las colonias mas
representativas segun color, tamafio y textura para
realizar un aislamiento puro.

Descripcion morfoldgica de BAL

Para la identificacion y descripcion morfoldgica de
las bacterias aisladas de los dos productos
seleccionados se realizd Tincion Gram, y posterior
observacion en microscopio (OLYMPUS CH-.2).

Evaluacién antimicrobiana de las BAL frente a
Escherichia coli

Esta evaluacion se realiz6 a 12 cepas BAL aisladas
de yogurt y quesillo fabricados y distribuidos de
forma artesanal e industrial (Ya, Yc y Qa, Qc). Se
estudio el impacto de la presencia y ausencia de
células BAL frente a cepas de Escherichia coli. En la
tabla 1 se muestra el origen del que fueron aisladas
las cepas de éste patdgeno segln (Pérez et al.,2015).

El patégeno Escherichia coli fue aislado de una
venta ambulante de arepas y del restaurante de la
Universidad Surcolombiana.

Para la activacion de estas cepas de patdgeno se
sembré en estria cada uno de ellos en medios
selectivos  Agar XLD  (Agar-Xilosa-Lisina-
Desoxicolato) (DIBICO), Agar de ENDO (DIBICO)
y Agar Salmonella Shigella (DIBICO); incubados
durante 24 horas a 37°C.

Método de Discos, Presencia de células BAL.

Se realiz6 la evaluacion antimicrobiana en
presencia de células BAL, para ello se empled la
técnica de Discos segun (Yuan, 2006) con algunas
modificaciones hechas por Amorocho (2011). Las
cepas de cada patogeno activados se sembraron en
agar Plate Count (PC) con ayuda de un asa estéril y



tomando solo una pequefia porcion de ésta. De los
cultivos puros de BAL a 24 horas en agar MRS
obtenidos del aislamiento, se obtuvieron discos de 8
mm de didmetro cortandolos directamente con un
sacabocados estéril. Los discos se depositaron sobre
la placa de agar PC donde previamente se habia
extendido el respectivo patdgeno. Las placas se
incubaron a 37°C durante 48 horas. Este método se
evaluo por triplicado.

Método del sobrenadante en pocillos, Ausencia de
células BAL.

Este método se utilizd para evaluar la inhibicion de
los patdgenos debido a los productos generados por
las BAL y en ausencia de las células lacticas (Yuan,
2006) con algunas modificaciones hechas por
Amorocho (2011). Con el propoésito de eliminar las
células, el sobrenadante obtenido se esterilizd
mediante el uso de filtros con membrana de
nitrocelulosa y 0.22 um de tamaiio de poro (Milipore,
Bedford, MA). Los ensayos con sobrenadante se
realizaron a pH a 4.5 y a pH 7 ajustando con NaOH
1N para cada patogeno, por triplicado.

Cada cepa de BAL, fue evaluada por su poder
antimicrobiano frente a las dos cepas de patdgeno
seleccionado, en tres diferentes métodos: Presencia
de células (1), ausencia de células pH acido (2),
ausencia de células pH neutro (3).

Analisis Estadistico

El analisis estadistico se hizo con el empleo del
programa informatico StatGraphics plus 5.1. Se
realizé un analisis de varianza simple (ANOVA) para
los datos de inhibicion en cada uno de los
tratamientos y entre tratamientos, el cual efectud
varios tests y graficos para comparar los valores
medios entre los diametros de inhibicion para los tres
tratamientos. En caso de presentarse valores atipicos
se elige el test no paramétrico de Kruskal-Wallis que
compara las medianas en lugar de las medias. Las
diferencias entre medias o0 medianas fueron
consideradas significativas cuando p<0.05.

3. Resultados y Discusion
Analisis Fisicoquimicos del Quesillo

En la tabla 2 se muestra las caracteristicas iniciales
de las muestras de quesillo.

Tabla 2. Caracterizacion de las muestras de Quesillo

hilado
PARAMETROS  (Qa) (Qc)
pH 5.798 6.206
Acidez Titulable 0.255 0.135

(% A. lactico)

Humedad (%) 49.242 45544

Se puede observar un pH ligeramente &cido para
ambas muestras, los valores de humedad obtenidos
resultaron mas elevados (43-50%) que los publicados
para queso fresco (Ramirez & Vélez, 2012); en
general, la caracterizacion inicial encontrada para
estas muestras de quesillo recién fabricado presenta
variacion con respecto a los presentados por (Cortes
et al.,2016) para quesillo colombiano y por
(Oliszewski et al.,2007) para quesillo Argentino.
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Figura 1. Valores promedios de acidez y pH en
quesillos (QA, Qc)

Se observa en la Figura 1 que a menor pH (5.798)
mayor acidez (0.255% de A.L) el cual fue
caracteristico de la muestra (Qa), y que a mayor valor
de pH (6.206), el valor de acidez disminuyé (0.135%
de A.L), en (Qc), guardando una relacion inversa
entre las dos variables. La diferencia en valores de
acidez y pH de cada producto dependen de la
temperatura ambiente y del tiempo de acidificacion
que se da mas rapido en la ciudad de Neiva (38°C



promedio), debido a que las bacterias descomponen
mas rapido el sustrato a temperaturas mayores a 35
°C. Segun (Castillo, 2001), los quesillos presentan
valores de pH 5.3 y acidez de 0.91 més o menos 0.07,;
lo cuales son cercanos a los rangos de pH presentados
en este trabajo (5.798 para Qa y 5.935 para Qc)
mientras que los valores de % acidez de los quesillos
evaluados estan por debajo (0.255-0.135 % A.L).

En una investigacion realizada por (Maldonado &
Llanca 2008) en quesos de mano venezolanos se
encontré que el pH fue de 4.51 y la acidez de 0.76,
los valores de pH y acidez estan fuera de los rangos
obtenidos en esta investigacion. (Bennik, 1999)
publicé para pH rangos de 4.90 a 5.85, los cuales
estdn entre los valores de pH obtenidos en este
estudio para Qa. Por otra parte, (Jay, 2000) obtuvo en
acidez valores de 0.47 a 0.53% estando muy por
encima de los valores reportados por los quesillos
(Qay Qc) del departamento del Huila.

En general, la humedad de los quesillos
elaborados (Qa, Qc), estan en un rango elevado entre
45 y 50% como se observa en la Tabla 2, lo que
permite clasificarlos como quesillos frescos que
segun su consistencia se clasifican en quesos blandos,
dado que tienen una humedad mayor del 45 %
(Ramirez et al., 2010).

Caracterizacion del Yogurt

En la tabla 3 se muestra que los valores de pH y
acidez titulable (% acido lactico) de (Ya, Yc) fueron
4,625; 3,905 y 0,728; 0,860; respectivamente; valores
aceptables para comercializacion; dado que los
valores de acidez titulable estan dentro del rango
establecido por la norma NTP: 202.192. 2014
(INDECOPI-PERU, 2014), de 0,6 a 1,5%, para la
acidez del yogur de leche de vaca. Asimismo, otras
normas como CODEX STAN 243-2003 (FAO, 2003)
y NOM-181-SCFI-2010 (DGN MEXICO, 2010) para
yogur de leche de vaca, sefialan una acidez minima
de 0,6% y de 0,5%, respectivamente; y al ser el pH
una medida influenciada por la acidez se puede
afirmar que los valores de pH medidos son
adecuados.

Tabla 3. Caracterizacién de las muestras de Yogurt

PARAMETROS (Ya) (Yo

pH 4600 3.905
Acidez Titulable (% A. lactico)  0.728  0.860

solidos solubles 17.600 14.400

(Schimidt et al., 2012) sefiala que el rango de pH
entre 4,0 y 4,6 se considera mas cercano al ideal para
yogur de leche de vaca, ya que el producto en este
intervalo de pH no presenta un sabor demasiado
amargo 0 agrio, en los resultados de esta
investigacion sélo las muestras (Ya) estan dentro del
rango, debido a que en la elaboracion de este
producto su fermentacion se detuvo cuando el pH se
encontraba en estos valores y con un % de acidez
titulable de 0.70 a 0.80.

Aislamiento e identificacion de Bacterias Acido
lacticas (BAL)

En la Figura 2 se observa las medias del
crecimiento de BAL medido en Logaritmo en base 10
unidades formadoras de colonias por gramo (Log
UFC/g) en funcion del producto y tipo de fabricacion,
se muestra que a un nivel de confianza del 95% se
obtuvo diferencias estadisticamente significativas
entre el crecimiento de UFC entre muestras de
quesillo (Qa, Qc) y entre muestras de yogurt (Ya, Yc)
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Figura 2. Crecimiento de BAL medido en Log
UFC/g de Qa, Qc, Yay Yc

Se obtuvieron 3 cepas de BAL aisladas por cada
producto, obteniendo en total 12 cepas. Su
caracterizacion morfolégica comprueba que éstas



corresponden a bacterias que observadas al
microscopio  dan  coloracibon GRAM  (¥)
correspondiente aBAL, las cuales se identificaron
como: Q.A-3T2, Q.A-5T3, Q.A-7T3, Q.C-1T1, Q.C-
2T2, Q.C-1T2, Y.A-3T1, Y.A- 5T2, Y.A-3T2, Y.C-
5T2, Y.C-5T1 y Y.C-4T2, agrupadas en cadenas de
cocos, cocos diplococos y bacilos.

Evaluacion de la Actividad Antimicrobiana

Se observa en la Tabla 4 y de acuerdo al andlisis
estadistico, el test de Kruskal-Wallis aplicado entre
los métodos 1, 2 y 3 mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05) entre los
métodos utilizados, resaltando que por el método 1 de
evaluacion antimicrobiana se obtuvieron mayores
didmetros de inhibicion frente a las 4 cepas de
patégenos en estudio, y el método 3 presentd los
menores diametros de inhibicidn, lo cual hizo diferir
los resultados frente a los otros dos métodos.

Tabla 4. Comparacion de los didmetros de inhibicién
frente a los tres métodos de evaluacion

Diametros de Inhibicion

Método X+S Me+S P
valor
1 11,701 + 2,335 12,0 £ 2,335¢%
2 9,993 + 2,846 10,0 + 2,846 0,0
3 7,618 £ 1,608° 7,0 £1,608°

Letras mindsculas diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos con P=0,0
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Figura 3. Actividad antimicrobiana de BAL frente a
Escherichia coli (R.S) por los 3 métodos

En la Figura 4 se observa el comportamiento de los
didmetros de inhibicion de cada una de las cepas de
BAL frente al patégeno E. coli (V.AA),
corroborando que frente a este patdgeno el 100% de

las BAL evaluadas con el método 1, presentaron
inhibicién aunque con diametros de menor tamafio
(10.3-15.3 mm), el 75% indicaron inhibicion con el
método 2 con tamafios de 10.5-14 mm en didmetro, y
16,7% de BAL tuvieron poder antagonico por el
método 3, resaltando que frente a éste patdgeno las
células de las bacteriocinas si actuaron como agente
inhibidor.
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Figura N°4. Actividad antimicrobiana de BAL frente
a Escherichia coli (V.A.A) por los 3 métodos

En la tabla 5 se observa que, de acuerdo al analisis
estadistico, el test de Kruskal-Wallis aplicado entre
las cepas BAL y su efecto en los diametros de
inhibicion, mostré no diferencia estadisticamente
significativa (p <0.05) entre las BAL, esto resalta el
valor agregado de los productos lacteos elaborados y
empacados artesanalmente, pues al igual que los
comerciales o industriales presentan caracteristicas
probidticas, con actividad antimicrobiana frente a los
patégenos evaluados, incrementando su nivel de
competitividad y valor benéfico en la salud del
consumidor.

Tabla 5. Comparacion del efecto de BAL en los
didmetros de inhibicion

Diametros de Inhibicién

BAL Xt§ Me*$S P valor
QA-3T2 9,111 27582 7,01£2758
QA-5T3 9,333 +3535 7,0£3535
QA-TT3 9,444 £ 2 455 10,0 £ 2,4552
Q.C-1M 884442373 70£2373
Q.C-2T2 9,488 + 2, 966° 7,0 £ 29662
Q.C-1T2 9,688 £ 31822 7,01£3,1822 0,071
Y.A-3T1 9,444 £ 2 9047 7,0+£29042
YA-5T2 10,08 +2,538° 10,0 £2,5382
Y.A-3T2 10,80 £3,279 11,0£32792
Y.C-5T2 10,64 £2,8052 11,0£2,8052
Y.C-5T1 10,20 £2,8652 11,0 £2,8652
Y.C-4T2 902 22412 70+2241°




La cepa de Yogurt Artesanal Y.A-3T2, destaco
dentro de la coleccion de las BAL porque tiene
actividad antimicrobiana frente a las dos cepas de
Escherichia coli con los métodos 1y 2. Ademas esta
cepa es la que presenta el didmetro mayor (17.7mm)
el cual es obtenido frente a la cepa patégena
Escherichia coli (R.S) en presencia de células
(método de Discos). Por tanto, se considera que su
actividad antagoOnica se debe a la presencia de las
células, componentes celulares, a los &cidos
organicos producidos como el &cido lactico y las
cepas que mantuvieron la actividad antimicrobiana a
pH neutro se debe a la produccidn de otras sustancias
activas como las bacteriocinas, como ya concluyeron
(Midolo et al., 1995) y (Jacobsen et al., 1999) en
estudios similares.

Todas las cepas de las BAL de los dos productos
lacteos (Qa, Qc, Ya y Yc) presentaron actividad
inhibitoria frente a las dos cepas de Escherichia coli,
en presencia de células (Figuras 3y 4). Este resultado
coincide con otros estudios que concluyen la
importancia de la presencia de células para adherirse
y colonizar las células epiteliales del antro del
estomago y de este modo competir con patdgenos
como E. coli o H. pylori, con el fin de mejorar la tasa
de erradicacion del patogeno (Aiba et al., 1998).

Los resultados en general indicaron que la
actividad inhibitoria frente a Escherichia coli de las
BAL podria deberse a los componentes celulares,
exclusién competitiva por nutrientes, a la presencia
de acido lactico y otras sustancias activas a pH bajo.
Es decir, que solo la presencia de células y los acidos
organicos de algunas de las BAL estudiadas tienen
efecto sobre las cepas de éstos patdgenos ensayados,
y que algunas pocas de las BAL evaluadas
presentaron produccién de bacteriocinas.

4. Conclusiones

Las BAL aisladas de productos lacteos comerciales
y artesanales presentaron efecto inhibitorio frente a
E. coli; mostrando quea nivel artesanal en el sur de
Colombia se encuentran productos con potencial
probidtico, los cuales requieren ser validados por
investigadores adscritos a grupos o centros de
investigacion con trayectoria y reconocimiento.
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