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RESUMEN. La producción de biomasa microbiana se presenta como una al-
ternativa destinada a cubrir las necesidades nutricionales del hombre y los
animales. Las levaduras son los microorganismos más ampliamente utiliza-
dos en la producción de proteína unicelular, fundamentalmente por poseer
un elevado contenido de proteína, superior incluso al de los alimentos con-
sumidos tradicionalmente. En el presente trabajo se realizó un estudio fisio-
lógico de la cepa Pichia guilliermondii que tiene potencialidades para ser
utilizada en un proceso de fermentación en estado sólido para obtener
biomasa proteica. Esta cepa de levadura presentó una adecuada utilización
de miel C como fuente de carbono y energía, tanto en cultivos sumergidos
como en estado sólido. Toleró un amplio intervalo de pH en el medio de cul-
tivo sin una merma apreciable en el crecimiento, no necesitó el suministro
de extracto de levadura y utilizó adecuadamente la urea como fuente de ni-
trógeno.

ABSTRACT. Microbial biomass production is an alternative to supply the nu-
tritional necessities for humans and animals. Yeasts are the most used
microrganism in protein biomass production, mainly for their high protein
content, higher than many traditional foods. In this work a physiological study
of Pichia guilliermondii is presented. This strain has potential to be used in a
solid state fermentation process for obtaining protein biomass. This yeast strain
showed a good use of sugarcane molasses as sole carbon source and energy, in
both submerged and solid fermentation. This strain tolerated a wide range of
pH in the medium without decreasing their growth. It was not necessary to
supply yeast extract in the medium and urea was the adequate nitrogen source
chosen.

mientos nutricionales de los anima-
les, reduciendo así, el flujo de soya,
harinas de pescado y cereales utili-
zados en su alimentación. Esta situa-
ción permite que estos productos
sean más accesibles para el consu-
mo humano.4,5

Para obtener biomasa de levadura
y destinarla a la alimentación animal
se han desarrollado varias tecnologías,
las más ampliamente utilizadas se
basan en los cultivos sumergidos,
pero el aumento de los costos de pro-
ducción han disminuido su uso. Se
presenta entonces, la fermentación
en estado sólido como una alternati-
va con un costo de producción acep-
table, que tiene la ventaja de que
además de las proteínas y enzimas
presentes en el producto, el material
fibroso y los azúcares constituyen la
fuente de fibra y energía necesaria
para la dieta.6-8

El diseño del medio de cultivo es
una de las tareas más importantes
dentro de la tecnología biológica.
Según Winklen, dentro del costo to-
tal de los productos biotecnológicos,
las materias primas pueden repre-
sentar entre un 30 y un 80 %.9 Ade-
más la composición del medio de
cultivo tiene que satisfacer todos los
requerimientos nutricionales del
microorganismo. El empleo de
subproductos de las cosechas agrí-
colas ha cobrado especial significa-
do. Estas materias primas, además
de su valor nutricional, son abun-
dantes y baratas.7,10 En el caso de

INTRODUCCIÓN
La población humana mundial se

estima en 5,7 billones de habitantes y
se incrementa anualmente en unos 94
millones. La agricultura convencional
es incapaz de suministrar suficientes
alimentos para satisfacer la demanda,
por lo que la FAO predice un gran dé-
ficit de proteína en los países desarro-
llados y en vías de desarrollo.1

El uso de levaduras como fuente
proteica tiene ventajas sobre el res-

to de los microorganismos, no solo
por poseer un elevado contenido de
proteínas y vitaminas necesarias
para el hombre, sino por la cultura
que existe sobre su consumo. Las cé-
lulas de levadura durante mucho
tiempo han contribuido a aumentar
el valor nutricional de los alimen-
tos.2,3

La mayor tendencia es utilizar las
levaduras como alimento animal y
de esta forma, satisfacer los requeri-
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Cuba, se ha dirigido fundamental-
mente al uso de derivados de la in-
dustria azucarera, como por ejemplo
mieles, bagazo, cachaza, jugo de
caña, entre otros.10-12

El objetivo del presente trabajo
fue estudiar fisiológicamente a la
cepa Pichia guilliermondii LEV1 que
tiene potencialidades para ser utili-
zada en un proceso de fermentación
en estado sólido para obtener
biomasa proteica.

MATERIALES Y MÉTODOS
Microorganismo

Pichia guilliermondii LEV1, per-
teneciente al cepario del laboratorio
de Ecología Microbiana del Departa-
mento de Microbiología de la Facul-
tad de Biología de la Universidad de
la Habana.

Medios de cultivo

El medio 1 para fermentación en
cultivos sumergidos estuvo consti-
tuido por miel C 2 %, (NH4)2HPO4 1 %,
Ext Lev 0,5 %, pH 5,5.

El medio 2 para fermentación en
estado sólido (FES) está constituido
por una mezcla bagazo-zeolita natu-
ral (relación 5/1) como sustrato iner-
te, miel C 20 % (p/ps), (NH4)2HPO4 1 %,
extracto de levadura 0,5 %, pH 5,5

Todos los medios de cultivo se
esterilizaron a 121 ºC por 15 min .

Preparación del inóculo

En todos los casos, se prepararon
los inóculos a partir de un precultivo
de levadura crecida en cuña de agar
extracto de malta, de 24 h de incu-
bación a 30 ºC . Se arrastró el creci-
miento con asa de platino y se añadió
a un erlenmeyer de 500 mL, con un
volumen efectivo de 100 mL del me-
dio 1. Los frascos de inoculación se
mantuvieron agitados a 100 r/min
durante 16 h, a una temperatura de
30 ºC .

Condiciones de fermentación

Los cultivos sumergidos se reali-
zaron en erlenmeyer de 500 mL de
capacidad (20 % volumen efectivo).
Los cuales una vez inoculados, a ra-
zón del 3 % (V/V), se mantuvieron
agitados en zaranda orbital Biozart
2013 a 100 r/min y 30 ºC durante 24 h .

La FES tuvo lugar en erlenmeyer
de 250 mL, con 6 g de materia seca,
los cuales una vez inoculados, a ra-
zón del 20 % (V/PH), se incubaron a
30 ºC durante 24 h .

Procesamiento analítico

Determinación de peso seco. Se
realizó por el método descrito por
Herrera y Casado.13

Azúcares reductores totales
(ART). Se determinaron por el mé-
todo de Eynon Lane modificado.14

Determinación de pH. Se utili-
zó un potenciómetro digital Praci-
tronic, empleando alícuotas del me-
dio de fermentación.

Procesamiento estadístico. Se
emplearon análisis estadísticos para
comprobar la normalidad y homoge-
neidad de la varianza (prueba de
Kolmogorov - Smirnov y las pruebas
de Bartlett respectivamente). Se uti-
lizaron análisis de varianza de clasi-
ficación simple y para comparar las
medias se utilizaron las pruebas de
rangos múltiples de Duncan para
p < 0,05. Para el procesamiento es-
tadístico de los datos se empleó el
programa estadístico de computa-
ción TONYSTAT .

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Crecimiento en medio líquido con
miel C

La miel final o melaza de caña
de azúcar es la fuente de carbono
más utilizada en la obtención de
biomasa de levadura, por ser una
fuente barata de la cual los mi-
croorganismos no solo obtienen el
carbono, sino también, factores de
crecimiento. En el perfil de creci-
miento de la levadura Pichia
guilliermondii en cultivos sumergi-
dos se pudieron observar claramen-
te todas las fases del crecimiento
microbiano, así como la presencia
de una etapa de adaptación de alre-
dedor de 4 h (Fig. 1) .

La cepa LEV1 presentó una fase
exponencial de aproximadamente
8 h, donde alcanzó una velocidad es-
pecífica de crecimiento µ = 0,24 h-1

con un tiempo de duplicación de
2,89 h . Obtuvo a las 24 h, 3,97 g/L de
biomasa, para lo cual consumió el
86,2 % (p/p) del azúcar presente en
el medio, con un rendimiento
biomasa - sustrato del 30,7 %. La
máxima productividad se alcanzó a
las 14 h de crecimiento con un valor
de 0,24 g/(L · h).

Los resultados en cuanto a
biomasa y rendimiento biomasa -
sustrato, concuerdan con los obteni-
dos por Herrera y Díaz, quienes uti-
lizando medios que contenían
vinazas de destilerías y mieles fina-
les de caña de azúcar como fuente
de carbono, lograron de 3 a 4 g/L de
biomasa, con un rendimiento bio-
masa - sustrato entre el 20 y 30 %.12

Este resultado demostró que la
levadura P. guilliermondii es capaz
de obtener un adecuado crecimien-
to utilizando miel C como fuente de
carbono.

Crecimiento en medio sólido

Se ha informado que los micro-
organismos que tienen buen com-
portamiento en cultivos sumergidos
no necesariamente lo tienen en sóli-
dos, debido a que los bajos conteni-
dos de humedad y los gradientes de
temperatura y nutrientes que se ge-
neran en estos últimos limitan el cre-
cimiento y la formación de produc-
tos.7 Por ello, fue necesario evaluar
el comportamiento de la referida le-
vadura en lechos sólidos con mieles
de caña.

 Haciendo crecer a P. guillier-
mondii en FES a 70 % humedad du-
rante 24 h de incubación a 30 ºC se
obtuvo un producto con 2,68 % (p/p
seco) de biomasa con una adecuada
eficiencia (Fig. 2). Producciones si-
milares han sido alcanzadas por
otros autores con levaduras en FES
a esta escala de trabajo.15,16

Crecimiento a diferentes pH

El pH es un factor abiótico que
influye en el crecimiento y los pro-
cesos metabólicos de los microorga-
nismos. El intervalo óptimo de cre-
cimiento de las levaduras se encuen-
tra entre 3 y 7.

Al estudiar la influencia de este
factor en el crecimiento de P. guillier-
mondii (Tabla 1), el análisis estadís-
tico arrojó que no existían diferen-
cias significativas en el crecimiento
de esta levadura en el intervalo de

Fig. 1. Cinética de crecimiento de Pichia guilliermondii en medio líquido utilizando
miel C a 30  ºC, 100 r/min .
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pH entre 5 y 7, en el que se alcanza-
ron los mayores producciones de
biomasa. También se puede trabajar
de pH 4 a 4,5 sin una afectación mar-
cada en el crecimiento. A medida
que disminuye el pH, las diferencias
se van incrementando. A pH 3, exis-
tió una afectación drástica del creci-
miento debido a la gran acidez del
medio.

Estos resultados concuerdan
con los informados por Herrera et
al., quienes obtuvieron un máxi-
mo de crecimiento a pH 4.5 y 5,2,
aunque con ligeras variaciones del
pH final del medio de fermenta-
ción.17

Martínez et al., informaron que
como resultado de la fermentación
de azúcares por las levaduras se
forman ácidos orgánicos, como los
ácidos grasos volátiles (acético,
propiónico y butírico) los cuales
provocan la disminución de pH.18

Sin embargo,  no se encontraron
disminuciones significativas de
esta variable después de la fermen-
tación (Tabla 1), ya que la utiliza-
ción del NH4

+, proveniente de la
fuente de nitrógeno (NH4)2HPO4),
provoca un ascenso del pH debido
a su carácter básico. Un resultado

similar fue obtenido por Elías y
Lezcano empleando esta misma
fuente de nitrógeno.19

Se apreció que el pH no ejerce
una marcada influencia sobre la efi-
ciencia del uso de los azúcares pre-
sentes en la miel C (Tabla 1), excep-
to a pH 3, condición en que el rendi-
miento biomasa - sustrato disminu-
ye apreciablemente. Este resultado
sugiere que solo a pH muy bajo el
cambio en la membrana celular afec-
ta la entrada de los nutrientes a la
célula.

El hecho de que P. guilliermondii
tolere un amplio intervalo de pH en
el medio durante su crecimiento pue-
de ser muy beneficioso para su culti-
vo en FES, ya que este es uno de las
condiciones que no se puede contro-
lar en el proceso. Este resultado brin-
da la posibilidad de que si durante la
fermentación se producen en el me-
dio ácidos o bases que provoquen un
aumento o disminución del pH, la
levadura será capaz de tolerar dichas
desviaciones y garantizar una pro-
ducción de biomasa aceptable.

Influencia del extracto de levadu-
ra en el crecimiento

Algunos microorganismos ade-
más de macronutrientes y micronu-
trientes necesitan factores de creci-
miento. El extracto de levadura es la
sustancia que generalmente se uti-
liza para suplir estas necesidades.3

  El análisis estadístico arrojó que
para P. guilliermondii no se obtuvie-
ron diferencias significativas en el
contenido de biomasa, ni en el ren-
dimiento biomasa - sustrato en pre-
sencia o ausencia de extracto de
levadura en el medio de cultivo
(Fig. 3).

Madigan et al., al igual que otros,
reconocen que las levaduras necesi-
tan factores de crecimiento para su
desarrollo.20 Sin embargo, la magni-
tud de los requerimientos puede va-
riar de una cepa a otra, de manera
que no hay un comportamiento ho-
mogéneo en cuanto a los requeri-
mientos de factores de crecimiento
en las levaduras. En el caso de P.
guilliermondii, las mieles finales de
caña de azúcar aportaron los facto-
res de crecimiento necesarios para
su crecimiento.

La posibilidad de prescindir del
extracto de levadura permite simpli-
ficar el medio de cultivo, obtenién-
dose una producciónde biomasa
aceptable.

Fig. 2. Crecimiento y rendimiento biomasa - sustrato obtenido por  P. guilliermondii
en FES, a 70 % humedad a las 24 h de incubación a 30 ºC .

Tabla 1. pH (inicial y final), contenido de biomasa y rendimiento biomasa - sus-
trato en cultivo sumergido de P. guilliermondii a 30 °C, a 100 r/min y a las 16 h de
fermentación.

Letras distintas difieren para  p < 0,05.

Fig. 3. Influencia del extracto de levadura sobre el crecimiento y el rendimiento
biomasa- sustrato de la levadura P. guilliermondii en cultivos sumergidos a 30 ºC y
100 r/min . A) Con extracto de levadura.  B) Sin extracto de levadura. Letras distintas
difieren para  p < 0,05.
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Crecimiento a expensas de diferen-
tes fuentes de nitrógeno

El nitrógeno constituye alrede-
dor del 10 al 12 % del peso seco celu-
lar y es incorporado a la célula en for-
ma de proteínas y ácidos nucleicos.21

La miel C de caña de azúcar posee
un bajo contenido de nitrógeno, el
cual no es suficiente para sustentar
el crecimiento de las levaduras, por
lo que es necesario suplementarlas
con otras fuentes de nitrógeno.

Para la concepción de un medio
de cultivo se debe tomar como crite-
rio de diseño que la composición del
medio se elija de manera tal que se
satisfagan todas las necesidades de
los microorganismos y el costo de las
materias primas sea mínimo.10

La fuente de nitrógeno utilizada
hasta el momento en este estudio
[(NH4)2HPO4] no es de las más bara-
tas encontradas en el mercado, por
lo que se pudiera sustituir por otra
más económica (Tabla 2).

El medio utilizado en este estu-
dio tiene una concentración de
(NH4)2HPO4 del 10 %, (0,21 % de ni-
trógeno), el cual se podría sustituir
por otras fuentes manteniendo cons-
tante la cantidad de nitrógeno en el
medio.

La tabla 3 aporta seis variantes de
fuentes de nitrógeno y sus costos
respectivos, incluidos los de las va-
riantes ensayadas (Tabla 3). En el
caso de las fuentes combinadas, el
diseño se realizó de forma que cada
fuente aportara el 50 % de nitrógeno
necesario.

La variante más factible desde el
punto de vista económico es la urea,
seguida por la combinación urea - sul-
fato de amonio, mientras que la
variante menos económica como
única fuente de nitrógeno es el
hidrógenofosfato de amonio.

Este análisis económico no impli-
ca que exista una relación directa
entre el comportamiento de los mi-
croorganismos frente a las fuentes
de nitrógeno y sus costos respecti-
vos, el análisis experimental para ob-
servar la respuesta fisiológica de la
levadura será lo que determine la
fuente de nitrógeno a utilizar.

El análisis de varianza indicó que
existen diferencias altamente signi-
ficativas entre las diferentes fuentes
de nitrógeno ensayadas (Fig. 4). La
prueba de Duncan evidenció que la
mejor variante es el (NH4)2HPO4
combinado con la urea, en segundo
lugar están el (NH4)2HPO4 y la urea.
La variante peor fue la que presenta
(NH4)2HPO4 combinado con (NH4)2SO4.
En todos los casos, hubo un agota-
miento apreciable del sustrato

carbonado, los azúcares reductores
al final de la fermentación no supe-
raron el 10 % del valor inicial.

A partir de estos resultados, se
seleccionó la urea como fuente de
nitrógeno, no solo por ser la más eco-
nómica y permitir un crecimiento
aceptable de la levadura, sino porque
también, es una fuente disponible en
el país, que se produce industrial-
mente a gran escala. Por otra parte,
la urea tiene efectos beneficiosos en
algunos medios sólidos en los que
produce un efecto regulador que
controla el pH del medio.22

CONCLUSIONES

La levadura P. guilliermondii es
capaz de producir elevados  niveles
de biomasa y rendimiento biomasa
- sustrato, utilizando miel C como
fuente de carbono y energía, tanto
en cultivos sumergidos como en fer-
mentación en estado sólido.

Tabla 2. Precios de las diferentes fuentes de nitrógeno más utilizadas en fer-
mentación en estado sólido.10

El medio de cultivo diseñado es
simple y contiene miel C como fuen-
te de carbono, urea como fuente de
nitrógeno y no necesita la presencia
de extracto de levadura.
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Una primera tarea de la investigación fue la búsqueda de residuos orgánicos que tuvieran poder biofumigante,
tomando en consideración la rentabilidad del cultivo y la eliminación de los gastos de transporte si fuera posi-
ble. Se tuvo en cuenta también para esta selección de materiales, los recursos locales existentes, su
representatividad y abundancia en las diferentes áreas. Se estudiaron alternativas de utilización de abonos
verdes, considerando los aspectos funcionales de las plantas seleccionadas y se eligieron también desechos
agroindustriales, con el fin de que su reciclado permitiese, además, resolver problemas de impacto ambiental en
la zona.

Se trabajó con 39 biofumigantes y 108 dosis y se determinó el efecto de cada uno sobre los nemátodos del
suelo, tanto de especies fitopatógenas como de las formas libres (rhabdítidos), y sobre los enquitreidos y
oligoquetos de gran interés en la transformación de restos orgánicos del suelo. También se estudió su repercu-
sión en la fertilidad del suelo, así como el efecto sobre su crecimiento y nutrición de las plantas. Se elaboró una
metodología de fácil aplicación por técnicos y agricultores y se analizaron las dosis óptimas de los biofumigantes
seleccionados, así como los costos de cada aplicación.

La biofumigación se aplicó en casas de cultivo  en las que se logró disminuir significativamente las poblacio-
nes de Meloidogyne por debajo de umbrales de daño.

Los resultados permiten plantear que la biofumigación es una solución viable y sostenible como sistema de
desinfección alternativo a la utilización del bromuro de metilo en rotaciones de cultivo y en sistemas de produc-
ción. Además, al no utilizar este producto químico como fumigante, se elimina un factor de agresión a la capa
de ozono y se contribuye a los compromisos de Cuba con el Protocolo de Montreal.

LA BIOFUMIGACIÓN EN EL CONTROL DE FITONEMÁTODOS:LA BIOFUMIGACIÓN EN EL CONTROL DE FITONEMÁTODOS:LA BIOFUMIGACIÓN EN EL CONTROL DE FITONEMÁTODOS:LA BIOFUMIGACIÓN EN EL CONTROL DE FITONEMÁTODOS:LA BIOFUMIGACIÓN EN EL CONTROL DE FITONEMÁTODOS:
UNA ALUNA ALUNA ALUNA ALUNA ALTERNATERNATERNATERNATERNATIVTIVTIVTIVTIVA SOSTENIBLE AL USO DEL BROMURO DE METILA SOSTENIBLE AL USO DEL BROMURO DE METILA SOSTENIBLE AL USO DEL BROMURO DE METILA SOSTENIBLE AL USO DEL BROMURO DE METILA SOSTENIBLE AL USO DEL BROMURO DE METILOOOOO
Universidad Agraria de La Habana ‘’Fructuoso Rodríguez Pérez’’

RESULTADOS CIENTIFICOS DESTACADOS
MINISTERIO DE EDUCACION SUPERIOR DE CUBA



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 38, No. 1, 2007.

45

Evaluación de la actividad antibacteriana
de preservos industriales

Recibido:  6 de septiembre de 2006.        Aceptado:  27 de noviembre de 2006.

Palabras clave:  preservo antimicrobiano, actividad bacteriostática, actividad bactericida, concentración mínima inhibitoria, concentración mínima
bactericida.
Key words:  antimicrobial preservative, bacteriostatic activity, bactericide activity, minimal inhibitory concentration, minimal bactericide
concentration.

Tatiana Molier Lemus y Nidia M. Rojas Hernández.*

Departamento de Desarrollo e Investigación, Grupo Empresarial LABIOFAM, Avenida Independencia kilómetro 16½, Bo-
yeros, Ciudad de La Habana. Correo electrónico: labiofam@ceniai.inf.cu  tatiana4099@yahoo.com.mx . *Departamento de
Microbiología, Facultad de Biología, Universidad de la Habana, Calle 25 No. 455 entre Calles I y J, El Vedado, Plaza de la
Revolución, Ciudad de La Habana, Cuba.

RESUMEN Se evaluó la actividad antibacteriana in vitro de diferentes preser-
vos industriales de uso común en Cuba y se seleccionaron los más efectivos
frente al grupo de bacterias. Los preservos empleados fueron: benzoato de
sodio, sorbato de potasio, Kathon CG, p-cloro-m-cresol y la combinación de
cloruro de benzalconio con EDTA y metilparabeno con propilparabeno. Se uti-
lizaron nueve cultivos bacterianos de colección: Bacillus subtilis ATCC 6633,
Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Citrobacter
freundii ATCC 10625, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35150, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Proteus mirabilis ATCC 7002,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Se determinó la Concentración Míni-
ma Inhibitoria de cada producto frente a las cepas sensibles y se hallaron las
Concentraciones Mínimas Bactericidas y Mínima Efectiva para cada preser-
vo. Se determinó que el benzoato de sodio y el sorbato de potasio no inhiben el
crecimiento de las especies bacterianas probadas. Se comprobó que los pre-
servos Kathon CG, p-cloro-m-cresol, cloruro de benzalconio con EDTA y
metilparabeno con propilparabeno, presentan actividad bacteriostática con-
tra todas las especies tratadas. Para la combinación de metilparabeno con
propilparabeno, se detectó actividad bactericida frente a las especies utiliza-
das excepto para Pseudomonas aeruginosa. Los productos que mostraron ma-
yor efecto antibacteriano fueron el Kathon CG, el p-cloro-m-cresol y el cloruro
de benzalconio con EDTA, pues tuvieron efecto bacteriostático y bactericida
contra el 100 % de las especies bacterianas probadas; las Concentraciones Mí-
nimas Efectivas fueron de 0,6; 1,0 y 0,15; 1,0 mg/mL respectivamente.

ABSTRACT The antibacterial in vitro activity of common used industrial pre-
servatives in Cuba were evaluated. The most effective ones in reaction with
the bacteria group were selected. The preservatives were: sodium benzoate,
potassium sorbate, Kathon CG, p-chloro-m-cresol and the combination of ben-
zalkonium chloride with EDTA and methylparaben with propylparaben. Nine
bacterial collection cultures were used: Bacillus subtilis ATCC 6633, Micro-
coccus luteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Citrobacter
freundii ATCC 10625, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC
35150, Klebsiella pneumoniae ATCC13883, Proteus mirabilis ATCC 7002 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The minimal inhibitory concentration
values of each product in front of the sensitive strains were determined and
the minimal bactericide concentration and the minimal effective concentra-
tion values of each product were determined. Sodium benzoate and potassium
sorbate did not inhibit the growth of the bacterial species tested. It was dem-
onstrated that the preservatives Kathon CG, p-chloro-m-cresol, benzalkonium
chloride with EDTA, methylparaben with propylparaben showed a bacterio-
static effect against all the species tested. Bactericide activity was detected
for the combination of methylparaben with propylparaben, against all the spe-
cies used except for Pseudomonas aeruginosa. The products that showed a

higher antibacterial effect were
Kathon CG, p-chloro-m-cresol and the
combination of benzalkonium chloride
with EDTA, as they showed bacterio-
static and bactericide action against all
of the bacterial species tested; the mini-
mal effective concentrations values
were 0.6; 1.0 and 0.15; 1.0 mg/mL re-
spectively.

INTRODUCCIÓN

La calidad de un producto inclu-
ye la garantía de su inocuidad duran-
te su uso. La presencia de microor-
ganismos en productos industriales
puede provocar su deterioro y en
ocasiones, implica un riesgo en la sa-
lud del usuario. Por ello, la adición
de preservos antimicrobianos desti-
nados a controlar el crecimiento de
los microorganismos es una prácti-
ca común en la industria.1

Entre los preservos más utiliza-
dos en Cuba se encuentran: las sa-
les de los ácidos benzoico y sórbico,
los compuestos de amonio cuaterna-
rio, los ésteres del ácido parahidroxi-
benzoico (parabenos), los fenoles y
más recientemente, el Kathon CG.

A pesar de que las empresas pro-
ductoras de preservos recomiendan
el empleo de determinadas concen-
traciones de sus productos, en oca-
siones, los microorganismos conta-
minantes pueden presentar gran
resistencia a estos compuestos.2-4

Esto evidencia la necesidad de ve-
rificar su efectividad antimicrobiana
antes de incluirlos en una formula-
ción comercial y la realización de
pruebas in vitro con microorganis-
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mos de colección, lo que constituye
uno de los primeros pasos en este
proceso.5

El objetivo del presente trabajo
fue evaluar la actividad antibacteria-
na in vitro de diferentes preservos
industriales de uso común en Cuba
(benzoato de sodio, sorbato de
potasio, Kathon CG, p-cloro-m-
cresol y la combinación de cloruro
de benzalconio con EDTA y metilpa-
rabeno con propilparabeno), frente
a una batería de cultivos bacterianos
de colección para seleccionar los más
efectivos frente al grupo de bacte-
rias.

Este trabajo forma parte de un
conjunto de evaluaciones iniciales
destinado a la selección y empleo de
preservos antimicrobianos para la
reformulación de algunos productos
industriales del Grupo Empresarial
LABIOFAM.

MATERIALES Y MÉTODOS

Las normas del National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards
establecen los métodos de referen-
cia más difundidos y más utilizados
para realizar estudios de correlación
con la clínica, por lo que constituyen
la regla de oro de las técnicas de sen-
sibilidad a los antibióticos convencio-
nales.6,7 En este estudio, se utilizaron
metodologías similares a las emplea-
das en estas técnicas.8

Se determinó la actividad anti-
bacteriana de los preservos antimi-
crobianos benzoato de sodio, sorbato
de potasio, Kathon CG (mezcla de 5-
cloro-2-metil-3(2H)-isotiazolinona y
2-metil-3(2H)-isotiazolinona, Rohm
y Haas), p-cloro-m-cresol y los pro-
ductos combinados cloruro de
benzalconio con EDTA y metilpara-
beno con propilparabeno (Tabla 1)
frente a un grupo de nueve cepas
bacterianas pertenecientes a la co-
lección ATCC (Tabla 2).

Determinación de la actividad an-
tibacteriana

Se realizó una prueba cualitati-
va (tamizaje general) destinada a
detectar la presencia de acción
inhibidora del crecimiento mi-
crobiano a la mayor concentra-
ción de cada producto mediante
el método de dilución en medio
con agar.9

La determinación de la Concen-
tración Mínima Inhibitoria (CMI)
de las cepas sensibles frente a
cada producto evaluado se llevó a
cabo mediante el método de di-
luciones dobles seriadas en caldo
nutriente.8 Se determinó como
CMI de cada producto la menor

concentración del preservo con au-
sencia de turbidez en el medio.
Se determinaron las Concentra-
ciones Mínimas Bactericidas
(CMB) efectuando pases a las 24 h
de incubación (30 a 35 °C) en cal-
do nutriente a placas con medio
agar nutriente.8

Se realizaron tres réplicas de
cada concentración del preservo
frente a cada cepa.

En todos los casos, se emplearon
controles positivos que consistieron
en medio de cultivo con el inóculo
sin incluir el preservo. Esto tuvo
como objetivo descartar la ausencia
de crecimiento durante el experi-
mento por baja concentración del
inóculo, poco tiempo de incubación
u otros factores. También se utiliza-
ron controles negativos de caldo
nutriente sin inocular como un con-
trol de la esterilidad del medio de
cultivo.

Se empleó un inóculo bacteriano
de 9 · 108 unidades formadoras de co-
lonias (UFC)/mL en disolución sali-
na fisiológica estéril ajustado a esa
concentración por densidad óptica.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los microorganismos selecciona-
dos en este estudio constituyeron
una representación dentro del gru-
po de bacterias Gram positivas y

Gram negativas. Además, la evalua-
ción con cultivos de colección tiene
como ventaja que permite la repro-
ducibilidad de los resultados.

A partir del tamizaje general, se
pudo determinar que los productos
benzoato de sodio y sorbato de
potasio, no inhibieron el crecimien-
to de las especies bacterianas em-
pleadas (Tabla 3). Los productos
Kathon CG, p-cloro-m-cresol y la
combinación del cloruro de ben-
zalconio con EDTA y el metilparabeno
con el propilparabeno, inhibieron el
crecimiento de todas las especies
bacterianas estudiadas, por lo que el
próximo paso consistió en determinar
las CMI y CMB de estos compuestos
frente a las cepas seleccionadas para
el estudio (Tablas 4 y 5).

En este trabajo, se evaluó la ac-
ción combinada del cloruro de ben-
zalconio y la sal sódica del ácido
etilendiaminotetracético (EDTA). De
los derivados del amonio cuaterna-
rio, el cloruro de benzalconio fue el
primer compuesto de este tipo intro-
ducido en el mercado, con buena
actividad bactericida frente a Gram
positivas, pero con poca actividad
frente a Gram negativas, particular-
mente Pseudomonas.10,11

Por otra parte, la sal sódica del
EDTA se usa en algunas ocasiones
para incrementar la actividad contra

Tabla 2. Especies bacterianas empleadas.

Tabla 1. Preservos evaluados y concentraciones máximas anali-
zadas.
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ciertas especies de Pseudomonas,
particularmente, con el cloruro de
benzalconio. Esta actividad se aso-
cia con su acción quelante sobre
cationes divalentes.12 Lo anterior se
corresponde con los resultados ob-
tenidos en este trabajo, en los que

se detectó actividad bacteriostática
y bactericida para la combinación de
cloruro de benzalconio con EDTA
frente a todas las especies probadas.
Además, dentro del grupo de bacte-
rias, las especies más susceptibles
fueron las Gram positivas y dentro

de estas, B. subtilis fue la que pre-
sentó las menores CMI y CMB. Tam-
bién se observó que la combinación
de estos compuestos resultó eficaz
contra la especie P. aeruginosa, para
la cual se reporta resistencia frente
al cloruro de benzalconio cuando se

Tabla 4. Valores de Concentración Mínima Inhibitoria de los preservos evaluados frente a las especies bacterianas en
estudio.

seicepsE
sanairetcab

;oinoclaznebedorurolC
ATDE

GCnohtaK p -orolC- m loserc- ;onebarapliteM
onebarapliporp

)Lm/gm(

silitbus.B 30,0;500,0 2,0 52,0 3,0;0,2

iidnuerf.C 05,0;570,0 6,0 52,0 3,0;0,2

)a(iloc.E 52,0;830,0 6,0 52,0 2,0;0,1

)b(iloc.E 52,0;830,0 3,0 52,0 2,0;0,1

eainomuenp.K 05,0;570,0 6,0 52,0 2,0;0,1

suetul.M 31,0;910,0 6,0 52,0 3,0;0,2

silibarim.P 05,0;570,0 6,0 52,0 3,0;0,2

asonigurea.P 05,0;570,0 3,0 05,0 3,0;0,2

suerua.S 31,0;910,0 3,0 05,0 3,0;0,2

Tabla 5. Valores de Concentración Mínima Bactericida de los preservos evaluados frente a las especies bacterianas en
estudio.

seicepsE
sanairetcab

;oinoclaznebedorurolC
ATDE

GCnohtaK p -orolC- m loserc- ;onebarapliteM
onebarapliporp

)Lm/gm(

silitbus.B 30,0;500,0 2,0 00,1 3,0;0,2

iidnuerf.C 00,1;051,0 6,0 52,0 3,0;0,2

)a(iloc.E 52,0;830,0 6,0 52,0 3,0;0,2

)b(iloc.E 05,0;570,0 6,0 05,0 3,0;0,2

eainomuenp.K 05,0;570,0 6,0 52,0 3,0;0,2

suetul.M 31,0;910,0 6,0 52,0 3,0;0,2

silibarim.P 05,0;570,0 6,0 52,0 3,0;0,2

asonigurea.P 00,1;051,0 6,0 00,1 —

suerua.S 31,0;910,0 6,0 05,0 3,0;0,2

Tabla 3. Sensibilidad de las especies bacterianas empleadas frente a los diferentes preservos antimicrobianos probados
y el control.

+  Crecimiento.   —  Inhibición del crecimiento.   1.  Benzoato de sodio (1,0 mg/mL).    2.  Sorbato de potasio (2,0 mg/mL).   3.  Cloruro
de benzalconio1 con EDTA2 (0,21; 1,02 mg/mL).   4.  Kathon CG (1,0 mg/mL).   5.  p-cloro-m-cresol (1,0 mg/mL).   6. Metilparabeno3

con propilparabeno4 (2,03; 0,34 mg/mL).   7.  Control positivo sin preservo.
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iidnuerf.C + + — — — — +
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eainomuenp.K + + — — — — +

suetul.M + + — — — — +

silibarim.P + + — — — — +

asonigurea.P + + — — — — +

suerua.S + + — — — — +



Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol. 38, No. 1, 2007.

48

usa individualmente.13 Las mayores
CMI y CMB para la combinación clo-
ruro de benzalconio - EDTA fueron
de 0,075;  0,5 mg/mL, así como 0,15;
1,0 mg/mL respectivamente. Las
concentraciones permitidas como
preservo para el cloruro de benzal-
conio son de 0,1 a 0,2 mg/mL. Las con-
centraciones a las que es compatible
el EDTA, están en el intervalo de 0,1
a 1,0 mg/mL .12 Teniendo en cuenta
esto, los valores determinados en este
trabajo están en el límite del interva-
lo de uso de estos productos.

 Los ésteres del ácido p-hidroxi-
benzoico (parabenos) son los preservan-
tes más utilizados en los productos
cosméticos. Las formas que con más
frecuencia se emplean son los
ésteres metil, n-propil y n-butil. Se
utilizan solos o en combinación.14

Son eficaces  inhibidores de creci-
miento de levaduras, mohos y bacte-
rias, a pH próximos a la neutralidad.15

En el presente estudio, se demostró
la actividad bacteriostática de la
combinación metilparabeno con
propilparabeno frente a todas las ce-
pas empleadas y las CMI oscilaron
entre 1,0; 0,2 mg/mL y 2,0; 0,3 mg
/mL para las bacterias probadas. Se
detectó acción bactericida de estos
compuestos frente a todas las cepas
empleadas excepto para Pseudomo-
nas aeruginosa. La CMB para las es-
pecies sensibles coincidió en todos
los casos y resultó de 2,0; 0,3 mg/mL .
En las formulaciones farmacéuticas
el empleo de combinaciones de
metilparabeno (0,3 a 1,0 mg/mL) con
propilparabeno (0,1 a 0,2 mg/mL) re-
sultan eficaces para el control micro-
biano.16 En este trabajo, se obtuvie-
ron concentraciones ligeramente su-
periores. El hallazgo de CMI y CMB
por encima de los recomendados, in-
dica la necesidad de evaluar la efec-
tividad in vitro de los preservos anti-
microbianos con cepas de colección
como las utilizadas en este trabajo.

El Kathon CG se utiliza en varias
aplicaciones industriales,14 tiene un
amplio espectro de actividad , es ac-
tivo contra bacterias (Gram positivas
y Gram negativas) y hongos (levadu-
ras y hongos filamentosos).17 En este
trabajo, se demostró su actividad
bacteriostática y bactericida frente
a las especies probadas. Las CMI y
CMB estuvieron entre 0,2 y 0,6 mg
/mL, siendo la especie más suscep-
tible Bacillus subtilis. Los niveles tí-
picos de uso de este preservo son de
0,4 a 1,0 mg/mL (del producto supli-
do, v/v),17 por lo que las concentra-
ciones obtenidas en este estudio, se
encuentran dentro del intervalo de
uso de este producto.

Los derivados del fenol al pare-
cer, actúan a bajas concentraciones
rompiendo la fuerza proton motriz,
sugiriendo que la membrana celular
es el sitio blanco. Los compuestos
más lipofílicos, tienen una mayor
actividad antibacteriana.14 En este
trabajo, se muestra que el p-cloro-m-
cresol tiene acción bacteriostática y
bactericida. Los valores de CMI es-
tán entre 0,25 y 0,5 mg/mL, mientras
que los valores de CMB están entre
0,25 y 1,0 mg/mL . Las especies más
resistentes a este preservo fueron
Bacillus subtilis y Pseudomonas
aeruginosa. La concentración utili-
zada de este producto como preser-
vante es de 1,0 mg/mL,16 por lo que
las determinadas en este trabajo se
encuentran dentro del límite permi-
tido para su uso como preservo.

Las Concentraciones Mínimas
Efectivas como biocidas (concentra-
ción mínima del preservo que mata
a todas las cepas probadas) para los pro-
ductos de mayor espectro de actividad
fueron: Kathon CG de 0,6 mg/mL; p-
cloro-m-cresol de 1,0 mg/mL y para la
combinación cloruro de benzalconio -
EDTA de 0,15; 1,0 mg/mL .

CONCLUSIONES

Se determinó que el benzoato de
sodio y el sorbato de potasio no
inhiben el crecimiento de las espe-
cies bacterianas probadas.

Los preservos Kathon CG, p-clo-
ro-m-cresol y la combinación de clo-
ruro de benzalconio con EDTA y el
metilparabeno con el propilpara-
beno presentan actividad bacterios-
tática contra todas las especies tra-
tadas.

De los productos estudiados, el
Kathon CG,  p-cloro-m-cresol y clo-
ruro de benzalconio con EDTA son
los que presentan el mayor efecto
antibacteriano, pues presentan efec-
to bacteriostático y bactericida con-
tra todas las especies probadas.
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