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Introducción
La creciente demanda de productos más saludables ha
originado el desarrollo de nuevas tecnologías de conser-
vación que no utilicen aditivos que impliquen riesgos
para la salud, que no alteren las características organo-
lépticas del producto y que, a su vez, controlen eficaz-
mente el crecimiento de microorganismos patógenos y
alterantes. La bioconservación es considerada como una
alternativa dentro de las nuevas tendencias en conser-
vación de alimentos y se define como la extensión de la
vida útil e incremento de la seguridad de los alimentos
utilizando su flora natural o sus metabolitos (Aymerich
y col., 1998). Es decir, mediante este proceso se aprove-
cha la capacidad de la flora autóctona para inhibir o
detener el crecimiento y actividad potencial de microor-
ganismos alterantes o patógenos. 

Los procesos de bioconservación utilizados en
la industria cárnica involucran la utilización de cultivos
protectores y sustancias producidas por algunas bacte-
rias, como las bacteriocinas. Los cultivos microbianos
que se agregan a los alimentos sólo para inhibir patóge-

nos y/o extender la vida útil sin modificar los atributos
sensoriales, se denominan “cultivos protectores” (Lücke,
2000). Las bacterias ácido lácticas (BAL) naturalmente
presentes en la carne y los productos cárnicos son las
candidatas ideales como cultivos protectores en la
industria cárnica ya que están especialmente adaptadas
a este ambiente y es conocida su actividad antagónica
frente a varios microorganismos patógenos y alterantes
(Vermeiren y col., 2004; Ammor y col., 2006). 

La preservación de la carne y los productos cár-
nicos está dirigiéndose principalmente hacia el biocon-
trol, usando especies de Lactobacillus productoras de
bacteriocinas como cultivos protectores (Todorov y col.,
2010). Una ventaja en el uso de estos cultivos es que
otorgan al alimento una imagen de producto más natu-
ral, libre de aditivos para la preservación. Además, la
continua producción de bacteriocina por parte del culti-
vo viable resuelve el problema de la pérdida de actividad
por interacción con los constituyentes del alimento, que
se presenta cuando la bacteriocina es aplicada en forma
de aditivo (Tomé y col., 2008).  

No obstante, la preservación de los productos
cárnicos usando la producción de bacteriocinas “in situ”
requiere de un adecuado conocimiento de las relaciones
entre crecimiento y producción de bacteriocina como
función de los factores intrínsecos y extrínsecos que
prevalecen en la matriz alimenticia (Tomé y col., 2008).
Algunos ingredientes comúnmente usados en la fabrica-
ción de productos cárnicos, como NaCl y NaNO2, han
mostrado afectar el crecimiento y la actividad antimi-
crobiana de los cultivos (Leroy y De Vuyst, 1999).                       

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto combinado de las concentraciones de NaCl y
NaNO2, dos aditivos ampliamente utilizados en la indus-
tria cárnica, sobre la actividad antimicrobiana de
Lactobacillus curvatus 409, un potencial cultivo protec-
tor para productos cárnicos cocidos.
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Materiales y métodos
Cultivos microbianos. Se trabajó con Lactobacillus cur-
vatus 409 (Lb. curvatus 409), una cepa productora de
sustancia tipo bacteriocina BLIS (Bacteriocin-like inhi-
bitory substances) aislada de un producto cárnico coci-
do (mortadela) elaborado en la ciudad de Presidencia
Roque Sáenz Peña en la provincia del Chaco, Argentina. 

Se utilizó como microorganismo indicador de
la actividad antimicrobiana Listeria innocua 7 (L. inno-
cua 7), obtenida de Unité de Recherches Laitiéres et
Genétique Appliqueé, INRA (Francia).

Medios de cultivo, inoculación e incubación. El medio
de cultivo utilizado para evaluar el crecimiento de la
cepa fue caldo MRS suplementado con diferentes con-
centraciones de cloruro de sodio (NaCl) y nitrito de
sodio (NaNO2), ajustado a pH 6,5. Las diferentes con-
centraciones de NaCl fueron obtenidas por adición de
cantidades apropiadas de NaCl a recipientes conteniendo
100 ml de medio de cultivo antes de la esterilización
(121ºC, 15 minutos). Las soluciones de NaNO2 fueron
esterilizadas por filtración, y alícuotas apropiadas de estas
soluciones se agregaron a los recipientes con caldo MRS
estéril para obtener las concentraciones adecuadas de sal.
Los sistemas así constituidos se inocularon al 1% (v/v) con
un cultivo activo de Lb. curvatus 409. Éstos fueron incu-
bados a 5ºC durante 200 horas. El crecimiento de este
microorganismo se monitoreó siguiendo los cambios de
densidad óptica (DO) a 600 nm del medio de cultivo en un
espectrofotómetro UV-Vis.

Determinación de la actividad antimicrobiana. La
determinación de la actividad antimicrobiana se realizó
con el método de difusión en placa (Schillinger y Lücke,
1989). Alícuotas de 1 ml de cultivo se centrifugaron a
4ºC y los sobrenadantes libres de células (SLC) se dilu-
yeron en agua de peptona 0,1% estéril. Luego, alícuotas
de 30 µl del SLC y sus diluciones se sembraron en poci-
llos sobre placas inoculadas con L. innocua 7. Las placas
se incubaron a 30°C por un período de 24 h. La presen-
cia de halos de inhibición, después del período de incu-
bación, fue considerada como actividad antimicrobiana
positiva. Dicha actividad se cuantificó en unidades arbi-
trarias por ml (UA/ml) (Kouakou y col., 2009). 

Diseño experimental. Para evaluar el efecto de las con-
centraciones de NaCl y NaNO2 sobre la actividad anti-
microbiana de Lb. curvatus 409 se utilizó un diseño cen-
tral compuesto (CCD) (Factorial 22 + 4 puntos axiales +
4 puntos centrales). Los factores considerados fueron
concentración de NaCl (1- 5 % p/v) y NaNO2 (35 – 175
mg/l). El tiempo necesario para alcanzar la máxima acti-
vidad antimicrobiana se tomó como variable de respues-
ta. Las diferentes combinaciones de los factores dadas
por el diseño experimental se detallan en la tabla 1.

Resultados y discusión
La cepa en estudio, Lb. curvatus 409, fue capaz de cre-
cer y producir BLIS bajo todas las combinaciones de
NaCl-NaNO2 usadas en este estudio. Algunos ejemplos
de crecimiento y producción de bacteriocinas se mues-
tran en las figuras 1 y 2, respectivamente.

Los valores del tiempo necesarios para alcanzar la máxi-
ma actividad antimicrobiana, registrados para las dife-
rentes combinaciones de aditivos ensayadas, se detallan
en la tabla 1. En la misma tabla se indica para cada
tiempo la máxima actividad antimicrobiana alcanzada.

La máxima actividad antimicrobiana osciló entre
un mínimo de 50 UA/ml y un máximo de 400 UA/ml.  En el
75% de los casos, la actividad antimicrobiana alcanzó el
valor de 400 UA/ml. Sin embargo, el tiempo necesario para
alcanzar este valor máximo varió en función de las con-
centraciones de NaCl y NaNO2 usadas (Tabla 1).

La figura 3 muestra los efectos estandarizados
(lineales, cuadráticos e interacciones) de todas las variables
en orden decreciente de magnitud; las barras que se
extienden a la derecha de la línea vertical corresponden a
efectos estadísticamente significativos. Puede observarse
que los efectos lineales de las concentraciones de NaCl y
NaNO2 tuvieron un efecto significativo sobre la variable de
respuesta. Esto es, el aumento en las concentraciones de
los aditivos provocó un aumento en el tiempo necesario
para alcanzar la máxima actividad antimicrobiana. Sin
embargo, la influencia del NaNO2 resultó menos pronun-
ciada que la provocada por el NaCl. Los efectos cuadráti-
cos (AxA y BxB) no produjeron cambios significativos en
la variable de respuesta.
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La interacción entre la concentración de NaCl y
NaNO2 también tuvo un efecto significativo
(Figura 3), indicando que el efecto de una variable
depende del valor que tome la otra. La figura 4
muestra esta interacción. Puede observarse clara-
mente que el aumento en el tiempo necesario para
alcanzar la máxima actividad antimicrobiana, pro-
vocado por el aumento en la concentración de
NaCl, es mayor cuanto mayor es la concentración
de NaNO2.

Otros trabajos también han reportado
la influencia del NaCl y/o NaNO2 sobre la pro-
ducción de bacteriocinas para diferentes bacte-
rias lácticas (Leroy y De Vuyst, 1999; Neysens y
col., 2003). La influencia de las sales es princi-
palmente atribuida al efecto que provocan las
mismas sobre el crecimiento microbiano ya que
la producción de la mayoría de las bacteriocinas
está correlacionada con el aumento de biomasa
de la célula productora.

Como se muestra en el figura 1, el creci-
miento de Lb. curvatus 409 fue afectado por el
aumento de las concentraciones de las sales, lo que
podría explicar los resultados obtenidos en este
estudio. Sin embargo, es importante mencionar
que otros factores podrían estar involucrados.
Interferencias en el transporte activo de las bacte-
riocinas debido a la presencia de NaNO2

(Hornbaeky col., 2004) o en la unión de factores de
inducción a sus receptores por moléculas de NaCl
(Kouakou y col., 2009) también han sido propues-
tos como mecanismos para explicar la influencia
de estas sales sobre la producción de bacteriocinas. 

Conclusiones
Los resultados obtenidos en este estudio muestran
que la presencia de NaCl y NaNO2 afectan la acti-
vidad antimicrobiana de Lb. curvatus 409. El
aumento en la concentración de estos aditivos
produce un aumento en el tiempo necesario para
alcanzar la máxima actividad antimicrobiana,
mostrando el NaCl un efecto más pronunciado que
el NaNO2. Estos resultados sugieren que la concen-
tración de NaCl presente en los productos cárnicos
cocidos representaría el factor con mayor influen-
cia sobre eficacia del cultivo protector.

La utilización de Lb. curvatus 409
podría considerarse como un obstáculo adicio-
nal en la tecnología de barreras para la preser-
vación de productos cárnicos cocidos ya que,
aun en presencia de las más altas concentracio-
nes de aditivos ensayadas en este estudio, el
microorganismo fue capaz de desarrollarse y
producir sustancias antimicrobianas útiles para
el control de Listeria spp.

Figura 1 ‐ Crecimiento de Lb. curvatus 409 en caldo MRS
suplementado con (●) 1% NaCl‐ 35 mg/l NaNO2 y (●) 5% NaCl

‐175 mg/l NaNO2

Figura 2 ‐ Producción de bacteriocina por Lb. curvatus 409 en
caldo MRS suplementado con (■) 1% NaCl‐ 35 mg/l NaNO2 y

(■) 5% NaCl ‐175 mg/l NaNO2

Figura 3 ‐ Efectos estandarizados de la concentración deNaCl y
NaNO2 sobre el tiempo necesario para alcanzar la máxima

actividad antimicrobiana de Lb curvatus 409
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Figura 4 ‐ Efecto de interacción entre  la concentración de
NaCl y NaNO2 sobre el tiempo necesario para alcanzar la

máxima actividad antimicrobiana de Lb curvatus 409
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