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1. RESUMEN 

 Las bacterias ácido lácticas (BAL) son un grupo heterogéneo de microorganismos 

que comparten la característica de producir de ácido láctico como principal producto de la 

fermentación de azúcares. Entre los distintos géneros que constituyen este grupo se puede 

mencionar a Lactococcus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp., Lactobacillus spp., 

Streptococcus spp., Oenococcus spp., Enterococcus spp, entre otros. Las BAL están 

ampliamente distribuidas en la naturaleza, encontrándose comúnmente en alimentos, 

aguas residuales, materiales vegetales, y formando parte de la microbiota de humanos y 

animales. Muchos miembros de este grupo son reconocidos generalmente como seguros 

(GRAS) y presentan presunción calificada de seguridad (QPS), lo cual los define como 

microorganismos no patógenos seguros para la salud. Las BAL han sido ampliamente 

estudiadas en los últimos años, especialmente por su capacidad de competir con otros 

microorganismos por nutrientes, degradar micotoxinas y producir una gran variedad de 

compuestos antimicrobianos como ácidos orgánicos, dióxido de carbono, peróxido de 

hidrógeno, bacteriocinas, entre otros. Las bacteriocinas son metabolitos secundarios de 

naturaleza proteica que presentan actividad antimicrobiana sobre especies relacionadas o 

no filogenéticamente, pudiendo ejercer un efecto bacteriostático o bactericida. Dado que 

las BAL son microorganismos seguros, la mayoría de sus metabolitos también son 

considerados como seguros y presentan propiedades tecnológicas interesantes para su 

potencial aplicación en la industria alimenticia y farmacéutica, así como también en la 

medicina humana y veterinaria. El objetivo de este trabajo fue caracterizar las sustancias 

con actividad antimicrobiana producidas por cepas de Lactococcus spp., Pediococcus spp. 

y Leuconostoc spp. aisladas de residuos de cervecería. La actividad antimicrobiana 

producida por las BAL en estudio se determinó mediante la técnica de estrías cruzadas, 

utilizando como microorganismos indicadores diferentes cepas de S. aureus,                           

L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp. El efecto inhibitorio de los 

sobrenadantes libres de células (SLC) y SLC neutralizados (SLCN) de las BAL sobre           

S. aureus y E. coli se evaluó realizando la técnica de difusión en pozos. Para la 

caracterización de los metabolitos antimicrobianos los sobrenadantes fueron expuestos a 

temperaturas de 121 °C durante 10 min y 100 °C durante 60 min, ajustados a diferentes 

valores de pH (2- 11), tratados con tripsina (1 mg/ml) y con urea (1%). Luego, se determinó 

la actividad de los sobrenadantes tratados y sin tratar utilizando la técnica de difusión en 

pozos sobre E. coli O157:H7. El modo de acción de las bacteriocinas presentes en los 

SLCN de las BAL se evaluó adicionando los mismos a un cultivo de E. coli O157:H7 que 

fue incubado durante 72 horas y se realizaron mediciones de DO a 600 nm y recuento de 

células viables a distintos intervalos. Posteriormente, se construyeron las curvas de 

crecimiento. La técnica de estrías cruzadas permitió comprobar que las cepas de BAL 
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estudiadas presentaron actividad antimicrobiana sobre todas las bacterias Gram positivas 

y Gram negativas estudiadas, mostrando halos promedio de inhibición que oscilaron entre 

16,42 y 27,75 mm. Los SLC de las BAL produjeron halos promedio de inhibición 

comprendidos entre 23,50 y 29,00 mm. Al neutralizar los SLC la actividad antimicrobiana 

se mantuvo, indicando que los metabolitos responsables de la mayor inhibición no fueron 

ácidos orgánicos. El tratamiento con tripsina eliminó la acción biológica de los SLCN, 

demostrando que las sustancias antimicrobianas producidas por las BAL en estudio poseen 

naturaleza proteica, que es una de las características más importantes de las bacteriocinas. 

Las sustancias tipo bacteriocinas de las BAL estudiadas fueron resistentes a elevadas 

temperaturas, no perdieron actividad cuando se trataron con urea y fueron estables en un 

amplio rango de pH comprendido entre 2 y 11. Con respecto al modo de acción, el 

metabolito similar a bacteriocina producido por L. mesenteroides B19 presentó un modo de 

acción bacteriostático sobre E. coli O157:H7, mientras que los producidos por L. lactis B87 

y P. acidilactici B82 demostraron un efecto bactericida sobre el mismo microorganismo 

indicador. En conclusión, en este trabajo se  demostró que las cepas de BAL estudiadas 

presentaron actividad antimicrobiana sobre todos los microorganismos patógenos 

ensayados. Esta capacidad inhibitoria se debe en su mayoría a la producción de sustancias 

del tipo bacteriocinas, que fueron resistentes a elevadas temperaturas y diferentes valores 

de pH. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1. Bacterias ácido lácticas 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) abarcan un grupo taxonómicamente heterogéneo 

de microorganismos. Son cocos o bacilos Gram positivos, no esporulados, inmóviles, ácido 

tolerantes y tienen como característica metabólica común la producción de ácido láctico 

como principal producto final de la fermentación de carbohidratos (Papadimitriou y col., 

2016). Los miembros de este grupo son anaerobios aerotolerantes, presentando un 

desarrollo óptimo en condiciones de microaerofilia o anaerobiosis y carecen de enzimas  

catalasa y citocromo oxidasa. Presentan requerimientos nutricionales complejos como 

aminoácidos, péptidos, bases de nucleótidos, vitaminas, minerales, ácidos grasos y 

carbohidratos (Mokoena, 2017). Muchos géneros bacterianos componen este grupo,    

entre los cuales se pueden citar Lactococcus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp., 

Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Oenococcus spp. y Enterococcus spp.  

Las BAL obtienen su energía a través de la fermentación de carbohidratos. Según 

la vía metabólica que utilizan para ello y sus distintos productos finales se clasifican en 

homofermentadoras obligadas, heterofermentadoras facultativas y heterofermentadoras 

obligadas (Anjum y col., 2014; Sauer y col., 2017). Las especies homofermentadoras 

obligadas sólo metabolizan hexosas a través de la vía de Embden Meyerhof Parnas (EMP) 

o glucólisis y liberan ácido láctico como único producto de fermentación (Gänzle, 2015). 

Las bacterias heterofermentadoras facultativas también metabolizan las hexosas a ácido 

láctico a través de la vía EMP. Sin embargo, en presencia de cantidades limitantes de 

glucosa, también pueden degradar las pentosas y el gluconato mediante una fosfocetolasa 

inducible (enzima de la vía pentosa fosfato) produciendo ácido acético, etanol y ácido 

fórmico. Finalmente, las especies heterofermentadoras obligadas poseen la enzima 

aldolasa, pero carecen de la fosfocetolasa. Metabolizan pentosas y hexosas 

exclusivamente a través de la vía del fosfogluconato y producen ácido láctico, etanol (o 

ácido acético) y CO2 (Bosma y col., 2017). 

Las bacterias de este grupo están ampliamente distribuidas en la naturaleza por su 

gran versatilidad metabólica. Se encuentran comúnmente en alimentos como carnes 

fermentadas, frutas y verduras, productos lácteos, cereales, ensilajes y bebidas 

fermentadas. También se han aislado de aguas residuales y materiales vegetales y se 

encuentran formando parte de la microbiota del tracto respiratorio, intestinal y genito-  

urinario de humanos y muchos animales (Kanmani y col., 2013; Mokoena, 2017). Varios 

miembros de este grupo son reconocidos generalmente como seguros (GRAS: “Generally 

Regarded As Safe”) y presentan presunción calificada de seguridad (QPS: “Qualified 
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Presumption of Safety”), lo cual los define como microorganismos no patógenos seguros 

para la salud humana y animal. 

Las BAL han sido ampliamente estudiadas en los últimos años, especialmente por 

su capacidad de competir con otros microorganismos por nutrientes, degradar micotoxinas 

y producir una amplia variedad de compuestos antimicrobianos como ácidos orgánicos, 

dióxido de carbono, diacetilo, acetaldehído, acetoína, peróxido de hidrógeno, 

biosurfactantes, bacteriocinas, inhibidores de adhesión, entre otros (Mokoena, 2017; 

Vasiee y col., 2017). 

Son utilizadas en la industria alimentaria como cultivos iniciadores en la elaboración 

de alimentos fermentados y son adicionadas a diversos suplementos dietarios 

proporcionando beneficios para la salud del consumidor, principalmente por su potencial 

habilidad para prevenir o curar enfermedades (Martinussen y col., 2013; Douillard y de Vos, 

2014). Sus metabolitos naturales pueden utilizarse como agentes biopreservadores para 

inhibir a microorganismos patógenos y no patógenos causantes de deterioro, prolongando 

la vida útil de los alimentos y aumentando su seguridad o inocuidad. También pueden 

contribuir a las características nutricionales y organolépticas de los mismos (Özogul y 

Hamed, 2017). 

Dentro de los géneros bacterianos que componen este grupo, Lactococcus spp., 

Pediococcus spp. y Leuconostoc spp. han recibido especial interés en los últimos años, 

particularmente por que son microoganismos seguros y se ha demostrado que presentan 

una amplia variedad de aplicaciones.  

2.1.1. Características del género Lactococcus 

El género Lactococcus incluye hasta el momento 11 especies. Son cocos Gram 

positivos esféricos u ovoides que pueden encontrarse solos, de a pares o en cadenas. No 

forman esporas, son inmóviles, anaerobios facultativos, quimio- organotróficos y presentan 

un metabolismo homofermentativo (Vos y col., 2009; Yang y col., 2015). 

Los miembros de este género son habitantes naturales de plantas, animales y sus 

productos derivados en donde obtienen fácilmente carbohidratos, aminoácidos, derivados 

de ácidos nucleicos, ácidos grasos, entre otros compuestos. Son microaerofílicos y 

presentan requerimientos nutricionales complejos y variables. Son mesófilos (crecen en un 

intervalo de temperatura entre 10- 40 ºC) y presentan un mejor desarrollo a valores de pH 

cercanos a la neutralidad (Vos y col., 2009). 

Los lactococos son ampliamente utilizados en la industria como iniciadores de 

fermentación, especialmente en productos lácteos. Su función principal en las etapas 
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iniciales es la producción de ácido láctico, y durante la maduración contribuyen al sabor y 

aroma a través de su acción proteolítica. También aumentan la seguridad alimentaria 

mediante la síntesis de sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento de 

microorganismos patógenos o alterantes (Sahraoui y col., 2015; Alegría y col., 2016). La 

producción de exopolisacáridos es común entre las distintas especies del género y 

representa una característica tecnológica importante ya que contribuye a la textura de 

algunos alimentos (Vos y col., 2009; Ohba y col., 2016; Porcellato y col., 2016). 

Lactococcus lactis es la especie más ampliamente estudiada y utilizada en la 

fermentación de alimentos, siendo reconocida generalmente como segura (GRAS). 

Además de conferir sabor a los alimentos, al igual que otras BAL, produce metabolitos 

antimicrobianos que contribuyen a su conservación (Song y col., 2017). Particularmente, 

esta especie es reconocida por la producción de nisina, la única bacteriocina aplicada en 

alimentos y aprobada para su comercialización y uso en más de 50 países (Hwanhlem y 

col., 2017). También se ha descripto que bajo condiciones aeróbicas puede generar 

compuestos de oxígeno altamente tóxicos como superóxido, peróxido de hidrógeno y 

radicales hidroxilo, los cuales juegan un rol en la biopreservación (Vos y col., 2009). 

2.1.2. Características del género Pediococcus 

 El género Pediococcus incluye actualmente 15 especies. Se caracterizan por ser 

cocos Gram positivos esféricos, raramente ovoides, que se disponen de manera individual, 

de a pares o tétradas, especialmente durante el crecimiento exponencial  (Vos y col., 2009; 

Lačanin y col., 2017). 

Son microorganismos inmóviles, no formadores de esporas, oxidasa y catalasa 

negativos (aunque se ha informado que algunas cepas producen una catalasa o 

pseudocatalasa) y no reducen el nitrato (Vos y col., 2009; Siddegowda y col., 2017). Son 

quimio- organotróficos, anaerobios facultativos y con un metabolismo homofermentador, 

ya que sólo producen ácido láctico a partir de glucosa. Los pediococos son acidófilos, con 

un rango óptimo de pH entre 4,5 y 7; siendo incapaces de crecer a pH 9. Con respecto a 

su temperatura de crecimiento son microorganismos mesófilos, cuya temperatura óptima 

varía entre 25- 35 °C, aunque algunas especies tales como P. acidilactici son altamente 

termotolerantes presentando un buen desarrollo hasta alrededor de 50 °C (Vos y col., 2009; 

Bosma y col., 2017). 

 Los miembros de este género suelen compartir varias propiedades fisiológicas con 

Lactobacillus, Leuconostoc y Weissella ya que a menudo se encuentran en el mismo 

hábitat, mostrando necesidades de crecimiento similares y respondiendo de la misma 

manera a determinadas condiciones o compuestos (Vos y col., 2009). Algunas especies 
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de Pediococcus spp. son de importancia económica en la industria de los alimentos y como 

cultivos iniciadores en procesos de fermentación de leche, productos vegetales, ensilajes, 

entre otros (Shukla y Goyal, 2013). Son aplicadas en la fermentación de productos cárnicos 

y bebidas alcohólicas, así como en la elaboración de diversos quesos. Además, se han 

aislado cepas pediocóccicas de humanos y animales, principalmente del tracto 

gastrointestinal (Vos y col., 2009). 

Las especies más estudiadas del género son P. pentosaceus y P. acidilactici, las 

cuales no sólo participan en procesos de fermentación alimentaria sino que también se han 

descripto algunas cepas con propiedades probióticas (Porto y col., 2017). Se ha 

identificado una gama de bacteriocinas que junto a los ácidos orgánicos dan lugar a 

propiedades antagónicas sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas (Ferguson y 

col., 2010; Shukla y Goyal, 2013). 

2.1.3. Características del género Leuconostoc 

El género Leuconostoc comprende hasta el momento 19 especies. Son cocos Gram 

positivos pequeños, elipsoidales a esféricos, inmóviles y no formadores de esporas. 

Pueden presentarse individualmente o de a pares y formar cadenas de longitudes cortas a 

medias. Son resistentes a vancomicina, catalasa negativos, carecen de citocromos, no 

presentan verdaderas cápsulas celulares y la mayoría de las especies producen dextranos. 

Son heterofermentativos y su contenido GC es relativamente bajo (37,5- 38,5 mol%) (Vos 

y col., 2009; Jeon y col., 2017). 

Las especies del género Leuconostoc son quimio- organotróficas, fermentadoras 

obligadas y presentan complejos requerimientos nutricionales como ácido nicotínico, 

tiamina, biotina y ácido pantoténico (Vos y col., 2009). Se consideran mesófilos 

psicrotróficos, con una temperatura óptima de crecimiento entre 14- 30 °C (Lyhs y col., 

2015). Son anaerobios facultativos, aunque presentan un mejor crecimiento bajo 

atmósferas reducidas en oxígeno, recomendándose para su cultivo condiciones 

microaerofílicas (CO2 al 5%) o anaeróbicas. Presentan un desarrollo óptimo a valores de 

pH cercanos a 6,5 (Vos y col., 2009). 

Uno de los medios de cultivo más empleado para su crecimiento es el Man- Rogosa- 

Sharpe (MRS), que proporciona todos los nutrientes que requieren estos microorganismos. 

En este medio, las especies de Leuconostoc spp. desarrollan luego de 24 a 72 h de 

incubación observándose suaves, redondas, blanco- grisáceas y con un diámetro inferior 

a 1 mm (Vos y col., 2009). 
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En condiciones de microaerofilia, estos microorganismos heterofermentadores 

convierten la glucosa en lactato, etanol y CO2 mediante una combinación de las vías 

hexosa monofosfato y pentosa fosfato. Sin embargo, en presencia de oxígeno las cepas 

de L. mesenteroides usan NADH oxidasas y NADH peroxidasas para regenerar el NAD, 

produciendo acetato en lugar de etanol y el doble de ATP. Además convierten el citrato en 

acetato y lactato, aunque a bajos valores de pH pueden producir diacetilo y acetoína a 

partir del mismo sustrato (Vos y col., 2009). 

Los miembros de este género se aíslan comúnmente de alimentos como cereales, 

frutas, vegetales fermentados, vino, pescado, carnes y productos lácteos en donde juegan 

un papel importante en varios procesos de fermentación, contribuyendo por ejemplo a las 

características organolépticas del queso azul, manteca y cremas (Teodoro de Paula y col., 

2014; Pujato y col., 2015). 

Las cepas de Leuconostoc pueden presentar características tecnológicas 

importantes para su aplicación en la industria alimentaria. Tienen la ventaja de tolerar 

ciertas condiciones de estrés que a menudo se encuentran a lo largo del procesamiento de 

los alimentos como bajos valores de pH, elevado contenido de sal y altas temperaturas 

(Teodoro de Paula y col., 2014). Son capaces de producir dextrano aportando propiedades 

gelificantes, viscosificantes y texturizantes; compuestos que otorgan sabor y aroma como 

acetaldehído, diacetilo y acetoína; enzimas lipolíticas y proteolíticas para la maduración de 

distintos quesos, entre otros (Teodoro de Paula y col., 2014; Kothari y col., 2015). 

2.2. Probióticos 

 Las BAL son los microorganismos más ampliamente estudiados como bacterias 

probióticas, principalmente porque son seguros y presentan un gran número de 

propiedades benéficas. La palabra probiótico deriva del griego y significa “a favor de la 

vida”. De acuerdo a la definición adoptada por la Organización de las Naciones Unidas  

para la Alimentación y la Agricultura (FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS), 

los probióticos son “microorganismos vivos los cuales, al ser administrados en cantidades 

adecuadas, confieren beneficios a la salud del huésped” (FAO/WHO, 2001). Son 

administrados generalmente de forma oral a través de alimentos, medicamentos o 

suplementos dietéticos (Meybodi y Mortazavian, 2017; Porto y col., 2017). 

Dentro de los numerosos beneficios que los microorganismos probióticos ofrecen, 

se ha demostrado el efecto preventivo o terapéutico de enfermedades infecciosas, entre 

las que se pueden citar infecciones del tracto respiratorio e infecciones urogenitales, 

modulación de la microbiota intestinal, prevención de diarreas, alivio de síntomas de 

intolerancia a lactosa, prevención de ciertos tipos de cáncer, prevención de alergias y 
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enfermedades atópicas en lactantes. También se ha demostrado un efecto 

hipocolesterolémico y anti- hipertensivo (Pascual y Barberis, 2011; Rajoka y col., 2016; 

Linares y col., 2017). 

Además, se ha demostrado que los probióticos poseen un impacto muy positivo en 

la salud y nutrición animal mediante la promoción del crecimiento, importantes mejoras en 

la eficiencia de la alimentación, prevención de enfermedades infecciosas y regulación del 

sistema inmune. Por estos motivos, las BAL probiótcas representan actualmente una 

alternativa innovadora en el área de la producción animal (García- Hernández y col., 2016). 

2.2.1. Aplicación de probióticos en la producción porcina 

La alimentación representa aproximadamente el 70% de los costos en la producción 

porcina. Como consecuencia, cada vez son más los productores interesados en encontrar 

materias primas alternativas a las utilizadas comúnmente con el fin de reducir los costos y 

mejorar los márgenes de ganancia (Asurmendi y col., 2014; Namoco, 2016). 

Los residuos de la industria cervecera son tradicionalmente utilizados como pienso 

para cerdos en la región central de Argentina, ya que se encuentran disponibles en grandes 

cantidades, presentan un considerable potencial nutricional y bajo costo. Sin embargo, la 

elevada humedad y contenido de nutrientes en subproductos húmedos como estos 

conducen a una rápida descomposición y reducción de la vida de almacenamiento debido 

al desarrollo de bacterias y hongos (Gerbaldo y col.,  2011; Asurmendi y col., 2014).  

El deterioro de los piensos contaminados por microorganismos constituye un 

problema a nivel mundial, pudiendo causar olor, sabor o apariencia desagradables. Un 

aspecto realmente importante es la presencia de especies potencialmente patógenas, que 

representan un riesgo para la salud animal (Asurmendi y col., 2015). Desde su nacimiento 

hasta después del destete (período crítico en el que la microbiota inmadura se enfrenta a 

un cambio abrupto en la dieta), los animales son muy sensibles a la colonización intestinal 

por microorganismos patógenos como Escherichia coli, Clostridium difficile, Clostridium 

perfringens, Salmonella spp., Listeria spp., que producen diarreas y conducen a una 

reducción del crecimiento de los animales (Chaucheyras- Durand y Durand, 2010; 

Shokryazdan y col., 2017). La diarrea post- destete es motivo de importantes pérdidas 

económicas en la industria porcina. E. coli enterotoxigénica (ETEC) es la principal causa 

de esta enfermedad, siendo responsable de aproximadamente el 50% de la mortalidad de 

los cerdos (Ben Lagha y col., 2017). 

Los antibióticos han sido ampliamente utilizados para la promoción del crecimiento 

y la prevención de diarrea en animales de granja, contribuyendo al aumento del rendimiento 
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en la producción porcina (Dlamini y col., 2017; Pan y col., 2017). Sin embargo, el uso 

continuo de los mismos conduce a un desequilibrio de la microbiota intestinal y al 

incremento de la resistencia bacteriana, amenazando la salud de los animales e 

indirectamente de los seres humanos. Por este motivo, el uso de antibióticos como 

promotores del crecimiento animal ha sido prohibido en muchos países de la Unión 

Europea y Japón, y otros como China y Estados Unidos están restringiendo su inclusión 

en las dietas porcinas (Pérez Guerra y col., 2007; Yang y col., 2015). 

Ante esta problemática, existe la creciente necesidad de desarrollar e implementar 

nuevas prácticas que sean eficaces, seguras y rentables. Entre ellas, se ha sugerido que 

las BAL probióticas representan una interesante estrategia alternativa al uso de 

antibióticos, ya sea para la promoción del crecimiento animal como para la prevención de 

procesos diarreicos (Yang y col., 2015; Asurmendi y col., 2015). En estudios previos 

realizados por el grupo de investigación de la orientación Bacteriología en la Universidad 

Nacional de Río Cuarto se evaluó la microbiota de residuos de cervecería destinados a la 

producción porcina de la zona, aislándose diversos géneros de BAL entre los que se 

pueden mencionar Lactococcus spp., Pediococcus spp. y Leuconostoc spp. (Asurmendi y 

col., 2014). 

2.2.2. Criterios de selección para microorganismos probióticos 

Para que un determinado microorganismo pueda ser seleccionado como probiótico, 

es necesario que cumpla con una serie de requisitos preestablecidos. Dentro de los 

criterios de selección de los microorganismos probióticos se encuentran los siguientes: 

1. Deben ser correctamente identificados mediante estudios fenotípicos y genotípicos 

(Huys y col., 2013). 

2. No ser patógenos ni toxigénicos, de carácter GRAS o QPS (Hossain y col., 2017).  

3. Presentar mecanismos de resistencia intrínseca a antibióticos que no puedan ser 

transmitidos a otros microorganismos (Gueimonde y col., 2013). 

4. Tener un tiempo corto de multiplicación y poder producirse a gran escala (Tripathi 

y Giri, 2014; Daliri y Lee, 2015). 

5. En los alimentos, deben mantener su viabilidad en las condiciones de producción, 

distribución y almacenamiento (Silva y col., 2016; Evivie y col., 2017). 

6. Deben ser resistentes a la acidez gástrica y a las sales biliares, para llegar viables 

y en alto número al intestino (Castro- Rodríguez y col., 2015). 

7. Ser capaces de adherirse al epitelio intestinal para lograr una colonización efectiva 

y ejercer sus efectos en interacción con el huésped (Gupta y Sharma, 2017). 
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8. Producir uno o más efectos benéficos en la salud de humanos o animales (Shewale 

y col., 2014). 

9. Ser capaces de modular el sistema inmune del huésped (Castro- Rodríguez y col., 

2015; Wedajo, 2015). 

10. Presentar actividad antimicrobiana y antagonista frente a microorganismos 

potencialmente patógenos (Shokryazdan y col., 2017). 

 

2.2.3. Mecanismos de acción de los microorganismos probióticos 

Los microorganismos probióticos ejercen efectos benéficos directos o indirectos en 

la salud del huésped a través de diferentes mecanismos de acción (figura 1).  

Si bien estos mecanismos no han sido completamente dilucidados, entre ellos se 

pueden mencionar: 

1. Exclusión competitiva: se unen a receptores o sitios de unión en la superficie de los 

enterocitos impidiendo la adhesión y colonización de microorganismos patógenos 

(Bermudez- Brito y col., 2012; Hemarajata y Versalovic, 2013). 

Figura 1: Principales mecanismos de acción de los microorganismos probióticos a nivel 

intestinal (Bermudez- Brito y col., 2012). 
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2. Disminución del pH intestinal: la liberación de ácidos orgánicos como producto de 

su metabolismo fermentativo disminuye el nivel de pH del lumen intestinal  

inhibiendo el crecimiento de microorganismos patógenos (Patel y DuPont, 2015; 

Shokryazdan y col., 2017). 

3. Modulación del sistema inmune: tienen la capacidad de interactuar con células 

epiteliales y dendríticas (CD), con macrófagos y linfocitos (Bermúdez- Brito y col., 

2012). Algunos probióticos pueden ejercer un efecto anti- inflamatorio inhibiendo el 

factor nuclear κB (FN- κB) en los macrófagos, lo que lleva a una disminución de los 

niveles de interleuquina 8 (IL- 8) evitando el reclutamiento de neutrófilos. También 

pueden reducir la comunicación entre las CD y los microorganismos patógenos, 

evitando la activación de las células T CD4+ y la producción de factor de necrosis 

tumoral α (FNT- α) como respuesta inflamatoria. Otras cepas en cambio, son 

capaces de activar la respuesta inflamatoria induciendo la producción de FNT- α 

por las células epiteliales o activando el FN- κB en los macrófagos y la producción 

de IL- 8. Pueden también estimular el sistema inmune innato mediante la 

señalización de las CD, que activan las células T reguladoras e inducen la 

producción de citoquinas anti- inflamatorias, principalmente interleuquina 10 (IL- 10) 

y factor de crecimiento transformante β (FCT- β) (Kahouli y col., 2013). 

4. Competencia por nutrientes con microorganismos patógenos (Hossain y col., 2017). 

5. Aumento del efecto barrera: la función de barrera está dada principalmente por  

uniones estrechas entre las células del epitelio intestinal. Otro componente 

importante es el mucus, que contiene péptidos antimicrobianos (como defensinas, 

lisozima) e IgA secretoria y actúa como una capa protectora impidiendo el contacto 

directo con los microorganismos presentes en el lumen intestinal (Butel, 2014). Los 

probióticos pueden actuar a nivel de vías de señalización incrementando la 

producción de mucina y la secreción de mucus, así como la expresión de proteínas 

de adherencia tales como E- cadherina y β- catenina que mantienen unidas las 

células del epitelio intestinal (Bermúdez- Brito y col., 2012; Gogineni y col., 2013). 

También son capaces de reforzar la integridad de esta barrera inhibiendo la 

apoptosis de los enterocitos (Gogineni y col., 2013). 

6. Producción de sustancias antimicrobianas: este mecanismo de acción se detalla a 

continuación. 

2.2.4. Sustancias antimicrobianas producidas por bacterias ácido lácticas 

La producción de metabolitos antimicrobianos por microorganismos es una 

característica conservada a lo largo de la evolución, constituyendo un mecanismo eficaz 

de competencia que les brinda una ventaja adaptativa para la colonización de un nicho 

https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_crecimiento_transformante_beta_1#TGF-.CE.B21_y_c.C3.A9lulas_T
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ecológico (Alvarez- Sieiro y col., 2016).  Numerosos estudios han revelado la capacidad de 

las BAL para producir diferentes sustancias con propiedades inhibitorias, principalmente 

ácidos orgánicos como productos de la fermentación, que acidifican rápidamente el medio 

impidiendo el crecimiento de otros microorganismos (Stoyanova y col., 2011). También son 

capaces de producir, en menor cantidad, otros metabolitos como ácidos grasos libres, 

peróxido de hidrógeno, diacetilo, bacteriocinas, biosurfactantes, entre otros compuestos. 

Estas sustancias antagónicas poseen diferente espectro de acción y representan una 

importante propiedad de las BAL, ya sea como microorganismos probióticos o para su 

potencial aplicación en la biopreservación de alimentos destinados a consumo humano o 

animal (Kanmani y col., 2013). A continuación se detallan algunas de estas sustancias y 

sus principales características. 

2.2.4.1. Ácidos orgánicos 

Las bacterias ácido lácticas sintetizan diversos ácidos orgánicos como principal 

producto final de su metabolismo fermentativo (Reis y col., 2012). Son uno de los 

compuestos antimicrobianos más importantes y mejor caracterizados producidos por las 

BAL, fundamentalmente el ácido láctico y acético, y en menor medida el ácido benzoico y 

propiónico (Šušković y col., 2010; Shokryazdan y col., 2017). Estos disminuyen el pH del 

medio, proporcionando un entorno ácido desfavorable para el crecimiento de otros 

microorganismos cuyas funciones metabólicas resultan inhibidas (Özogul y Hamed, 2017). 

El efecto antimicrobiano de los ácidos orgánicos es causado principalmente por la 

forma no disociada de la molécula que, al ser lipofílica, difunde a través de la membrana 

celular hacia el citosol de las células sensibles (Sharma y col., 2014). En el citosol, los 

ácidos orgánicos se disocian liberando iones hidrógeno y el anión correspondiente. La 

disminución del pH intracelular interfiere con procesos metabólicos como la glucólisis, el 

transporte activo celular y la transducción de señales (Šušković y col., 2010; Reis y col., 

2012). Cabe mencionar que este modo de acción depende del pH, ya que las formas no 

disociadas de los ácidos prevalecen cuando el valor de pH del medio es inferior a su 

constante pKa (Arena y col., 2016). 

Se ha demostrado que el efecto antimicrobiano producido por el ácido acético y el 

ácido propiónico es más eficaz que el del ácido láctico. Esto se debe a que los primeros 

presentan valores más altos de pKa, por lo tanto, a un determinado pH existirá un mayor 

porcentaje de moléculas no disociadas de ácido acético y propiónico que de ácido láctico. 

Finalmente, el ácido acético puede actuar de manera sinérgica con el ácido láctico ya que, 

según lo explicado, al disminuir el pH del medio aumentaría su toxicidad (Stoyanova y col., 

2011; Sharma y col., 2014). 
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2.2.4.2. Dióxido de carbono 

El dióxido de carbono es producido por las BAL con metabolismo 

heterofermentativo. Este compuesto reemplaza el oxígeno molecular existente creando un 

ambiente anaeróbico desfavorable para el desarrollo de microorganismos aeróbicos 

(Šušković y col., 2010; Sharma y col., 2014). La actividad antifúngica del CO2 se debe a la 

inhibición de las descarboxilaciones enzimáticas y a su acumulación en la bicapa lipídica 

de la membrana, lo cual conduce a la disminución su permeabilidad (Šušković y col., 2010). 

2.2.4.3. Peróxido de hidrógeno 

En presencia de oxígeno, algunas bacterias ácido lácticas son capaces de producir 

Н2О2, que puede ser un precursor para la producción de radicales libres bactericidas como 

el radical superóxido (O-2) e hidroxilo (OH-) (Stoyanova y col., 2011; Özogul y Hamed, 

2017). Su actividad antimicrobiana se atribuye al fuerte efecto oxidante sobre la célula 

bacteriana, lo que conduce a la peroxidación de lípidos de membrana aumentando su 

permeabilidad, y a la destrucción de las estructuras moleculares como proteínas y ADN 

(Shokryazdan y col., 2017). Se sabe que este compuesto por sí solo es bactericida 

dependiendo de las concentraciones aplicadas y de factores ambientales como el pH y la 

temperatura (Reis y col., 2012). La producción de H2O2 por las BAL resulta eficaz para 

prevenir el crecimiento de microorganismos patógenos transmitidos por los alimentos, y 

puede ser beneficioso en la conservación de los mismos, ya que inhibe el crecimiento de 

microorganismos psicrotróficos y patógenos a temperaturas de refrigeración (Reis y col., 

2012; Özogul y Hamed, 2017). Además ha sido considerado como uno de los principales 

metabolitos producidos por las BAL que podría proteger contra las infecciones urogenitales 

(Šušković y col., 2010). 

2.2.4.4. Diacetilo, acetaldehído y acetoína 

Las bacterias ácido lácticas heterofermentativas producen acetaldehído por 

descarboxilación del piruvato. Continuando con esta vía metabólica, el acetaldehído se 

transforma en α- acetolactato, que es convertido a diacetilo por acción de la enzima              

α- acetolactato sintasa. Por último, la descarboxilación del α- acetolactato y la reducción 

de diacetilo dan lugar la acetoína (Šušković y col., 2010). Estos compuestos presentan 

acción inhibitoria sobre bacterias Gram negativas (como Salmonella, Yersinia, Escherichia 

y Aeromonas), Gram positivas (como Bacillus) y ciertas levaduras (Stoyanova y col., 2011). 

Sin embargo, su actividad antimicrobiana es débil, por lo que se requieren elevadas 

concentraciones para controlar el crecimiento de microorganismos patógenos, lo cual limita 

su aplicación en la industria de los alimentos (Šušković y col., 2010). Estos compuestos 
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son responsables de impartir el aroma y sabor de los productos lácteos fermentados (Parra 

Huertas, 2010; Gänzle, 2015). 

2.2.4.5. Biosurfactantes 

Los biosurfactantes son compuestos anfifílicos de origen microbiano con elevada  

actividad superficial y emulsionante. Presentan gran variedad de estructuras químicas, 

siendo los lipopéptidos los más reportados con actividad antimicrobiana. Su actividad 

antimicrobiana se debe principalmente a la alteración de la permeabilidad de la membrana 

celular. Además, los biosurfactantes modifican la hidrofobicidad de las superficies y 

previenen la adhesión de microorganismos, evitando la formación de biofilms por 

microorganismos patógenos. La producción de biosurfactantes otorga a las cepas 

productoras varias funciones fisiológicas como incremento de su capacidad de adhesión, 

agregación celular y formación de biofilms. Los biosurfactantes producidos por BAL 

muestran varias ventajas sobre los tensioactivos químicos incluyendo baja toxicidad, mayor 

biodegradabilidad y eficacia a temperatura y pH específicos. Han recibido gran interés en 

el campo de la remediación ambiental incluyendo la biorremediación y el lavado y 

desprendimiento de suelos, así como también en las industrias alimentaria, farmacéutica, 

petrolera y biomédica (Kanmani y col., 2013). 

2.2.4.6. Ácidos grasos 

Bajo ciertas condiciones, algunas BAL con actividad lipolítica pueden producir 

cantidades significativas de ácidos grasos (Sharma y col., 2014). Los ácidos grasos 

saturados e insaturados presentan actividad antifúngica, la cual depende de la longitud de 

su cadena y de su concentración. Sin embargo, los ácidos grasos insaturados tienden a 

ser más activos sobre bacterias Gram positivas que Gram negativas (Desbois y Smith, 

2010; Pohl y col., 2011). 

La estructura de los ácidos grasos representa un factor importante para su actividad 

antimicrobiana, ya que varios estudios han demostrado que el grupo - OH del carboxilo 

cumple un rol significativo en su mecanismo. Si bien su modo de acción aún no se ha 

dilucidado completamente, se sabe que estos compuestos pueden insertarse en las 

membranas lipídicas incrementando su fluidez y, en ocasiones, creando poros de tamaños 

variables. Esto provoca la pérdida de su integridad y, por lo tanto, la liberación 

descontrolada de electrolitos y proteínas intracelulares que conduce a la desintegración 

citoplásmica de las células sensibles (Desbois y Smith, 2010; Crowley y col., 2013). 
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2.2.4.7. Agentes antifúngicos 

La capacidad antifúngica de las BAL es una característica descripta en los últimos 

años. Entre los compuestos con actividad antifúngica descriptos se pueden mencionar: 

dicetopiperazinas, derivados hidroxilados de ácidos grasos, metilhidantoina, 

mevalonolactona, pentocina TV35b y ácido benzoico (Stoyanova y col., 2011). 

2.2.4.8. Bacteriocinas 

Las bacteriocinas son metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana 

producidos por bacterias que presentan en su estructura un núcleo proteico al cual se le 

pueden unir otras moléculas como glúcidos, lípidos, ácidos nucleicos y otros. Su espectro 

de actividad abarca especies relacionadas o no a la cepa productora (Ruiz y col., 2015).  

En general estas sustancias se caracterizan por ser moléculas catiónicas, de bajo 

peso molecular, con una porción hidrofóbica y otra hidrofílica y su origen genético puede 

ser cromosómico o plasmídico (Zacharof y Lovitt, 2012). Tienen un espectro de actividad 

muy variado, algunas sólo inhiben el crecimiento de especies similares o estrechamente 

relacionadas, mientras que otras muestran actividad antimicrobiana sobre una amplia 

gama de géneros bacterianos. La nisina, la pediocina PA- 1 y la lacticina 3147 por ejemplo, 

presentan actividad inhibitoria únicamente sobre bacterias Gram positivas (Bakhtiary y col., 

2017; O’Bryan y col., 2018), mientras que las bacteriocinas producidas por las cepas 

Lactobacillus fermentum L23 y Lactobacillus rhamnosus L60 se caracterizan por presentar 

un amplio espectro de actividad que incluye bacterias Gram positivas, Gram negativas y 

levaduras (Pascual y col., 2008a, b; Daniele y col., 2011). Las bacteriocinas también 

difieren en cuanto a sus propiedades bioquímicas (Mokoena, 2017). Algunas son activas 

en un amplio rango de pH, mientras que otras sólo son activas en rangos reducidos 

perdiendo su actividad generalmente a valores extremos (Gautam y col., 2013). Por 

ejemplo, la bacteriocina producida por Lactobacillus acidophilus TSI conserva su actividad 

antimicrobiana en un rango de pH de 3- 10 (Anjum y col., 2014). En cambio, la 

mesentericina W3 producida por Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris W3 presenta 

actividad a valores de pH entre 2 y 7, aunque resulta inactivada en condiciones alcalinas 

(Dündar y col., 2014). Por estos motivos, la caracterización de estos metabolitos es muy 

importante para la descripción de nuevas bacteriocinas. La producción de sustancias 

antimicrobianas, especialmente bacteriocinas, es una característica importante en la 

selección de cepas probióticas. 

Aunque muchas bacteriocinas se han caracterizado y purificado correctamente, es 

muy común encontrar el acrónimo BLIS (sustancia inhibitoriara similar a bacteriocina) para 
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referirse a aquellas bacteriocinas cuyas secuencias de aminoácidos no han sido 

esclarecidas hasta el momento (Ruiz y col., 2015). 

Las bacteriocinas presentan un fuerte potencial biotecnológico, no sólo en la 

medicina humana y veterinaria, sino también en la industria farmacéutica y alimenticia. Esto 

se debe a que presentan propiedades tecnológicas interesantes como su amplia actividad 

antimicrobiana, baja citotoxicidad sobre células eucariotas, ausencia de resistencia 

cruzada con antibióticos, no alteran el sabor de los alimentos, son compuestos seguros, 

entre otros (Ruiz y col., 2015; Alvarez- Sieiro y col., 2016). Actualmente, el uso de 

bacteriocinas o bacterias productoras de bacteriocinas en la producción animal es un 

campo con gran  potencial de investigación y comercialización. Estas sustancias no solo 

representan una alternativa a la utilización de antibióticos como promotores del 

crecimiento, sino que también son muy prometedoras para la prevención y/o como 

complemento antibiótico de enfermedades infecciosas bacterianas (Pascual y Barberis, 

2011; Ben Lagha y col., 2017). 

2.2.4.8.1. Clasificación de bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas 

Hasta el momento un gran número de bacteriocinas han sido descriptas y 

clasificadas de acuerdo a sus propiedades estructurales, peso molecular y espectro 

antibacteriano (Kaškonienė y col., 2017; Özogul y Hamed, 2017). Como la investigación en 

este campo es muy dinámica, las clasificaciones han variado en los últimos años conforme 

al descubrimiento de nuevas bacteriocinas (Reis y col., 2012). Recientemente, Alvarez-  

Sieiro y col. (2016) propusieron una clasificación para bacteriocinas producidas por 

bacterias ácido lácticas tomando como base el esquema propuesto por Heng y col.  (2007). 

Esta nueva clasificación divide a las bacteriocinas en 3 clases (tabla 1):  

Clase I: pequeños péptidos modificados post- traduccionalmente (menos de 10 kDa) 

Esta clase abarca todos los péptidos que experimentan modificación enzimática 

durante su biosíntesis, dando lugar a moléculas de bajo peso molecular con aminoácidos 

y estructuras poco comunes que determinan sus propiedades. Se caracterizan por ser 

estables a elevadas temperaturas (Alvarez- Sieiro y col., 2016; Shokryazdan y col., 2017). 

 Clase Ia o lantipéptidos (tipos I, II, III y IV): son péptidos que poseen aminoácidos 

inusuales como lantionina y/o β- metil- lantionina. Según las enzimas implicadas en 

su maduración se pueden dividir en cuatro tipos y sólo los tipos I y II pueden 

llamarse lantibióticos, ya que los tipos III y IV no tienen actividad antimicrobiana 

conocida (Alvarez- Sieiro y col., 2016). La nisina, un lantibiótico tipo I producido 

principalmente por Lactococcus lactis, es la más conocida y mejor caracterizada de 
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esta clase (Song y col., 2017). La nisina A es la forma originalmente aislada, aunque 

se han descripto en total ocho variantes naturales de este metabolito: A, Z, F, Q, U, 

U2, P y H (Woraprayote y col., 2016; Kaškonienė y col., 2017). Esta bacteriocina 

actúa sobre bacterias Gram positivas estrechamente relacionadas como Bacillus 

cereus, Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes 

(Hwanhlem y col., 2017). 

 Clase Ib o péptidos cíclicos: son péptidos producidos ribosomalmente y modificados 

post- traduccionalmente (RiPPs). Poseen actividad antimicrobiana y son 

sintetizados por bacterias que no se ajustan a ninguna clasificación, a pesar de 

coincidir con la definición de bacteriocina. Sus extremos N y C terminal se 

encuentran unidos por un enlace peptídico, formando una molécula circular. 

Contienen sólo segmentos helicoidales alfa y comparten una estructura similar con 

un plegado de saposina (Alvarez- Sieiro y col., 2016). Estos péptidos cíclicos 

poseen un amplio espectro de actividad, estabilidad a elevadas temperaturas y 

valores extremos de pH, y mayor resistencia a enzimas proteolíticas en 

comparación a los lineales (Woraprayote y col., 2016). Generalmente ejercen su 

acción antimicrobiana mediante la alteración de la integridad de la membrana 

citoplasmática (Ben Lagha y col., 2017). 

 Clase Ic o sactibióticos: son péptidos que contienen azufre en su carbono α. La 

estructura de horquilla y los enlaces de azufre son la característica común de este 

grupo (Mathur y col., 2015; Alvarez- Sieiro y col., 2016). 

 Clase Id o péptidos lineales que contienen azolina: estos péptidos poseen diversas 

combinaciones de anillos heterocíclicos de tiazol y metil- oxazol que derivan de 

residuos de cisteína, serina y treonina. La bacteriocina más estudiada y mejor 

descripta de este grupo es la estreptolisina S (Alvarez- Sieiro y col., 2016). 

 Clase Ie o glicocinas: son bacteriocinas que contienen residuos aminoacídicos 

glicosilados. La glicocina F de Lactobacillus plantarum fue la primera descripta 

producida por BAL (Alvarez- Sieiro y col., 2016). 

 Clase If o péptidos de lazo: son un grupo de RiPPs que presentan un enlace amida 

entre el primer aminoácido de la cadena peptídica y un residuo cargado 

negativamente entre las posiciones +7 a +9, formando un anillo que abarca la parte 

lineal C terminal del polipéptido (Alvarez- Sieiro y col., 2016).  

Clase II: bacteriocinas no modificadas (menos de 10 kDa) 

Esta clase agrupa bacteriocinas de bajo peso molecular que no contienen 

modificaciones post- traduccionales. Se caracterizan por ser estables a elevadas 

temperaturas (Alvarez- Sieiro y col., 2016; Shokryazdan y col., 2017). 
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 Clase IIa o bacteriocinas tipo pediocina: son antimicrobianos de amplio espectro. 

Su estructura puede dividirse en dos regiones. La región N terminal catiónica 

contiene dos residuos de cisteína unidos por un puente disulfuro y un motivo 

conservado que participa en la unión con el receptor en la célula blanco. La región 

C terminal está menos conservada, puede ser hidrofóbica o anfifílica y está 

involucrada en la especificidad y reconocimiento de la célula diana (Alvarez- Sieiro 

y col., 2016; Woraprayote y col., 2016). Las bacteriocinas de esta clase se 

subdividen en ocho grupos según sus estructuras primarias. La bacteriocina mejor 

estudiada de este tipo es la pediocina PA- 1 producida por Pediococcus acidilactici 

(Alvarez- Sieiro y col., 2016; O’Bryan y col., 2018). 

 Clase IIb o bacteriocinas de dos péptidos: constan de dos componentes. En algunos 

casos la actividad antimicrobiana requiere la presencia de ambos péptidos, 

mientras que en otros los péptidos individuales manifiestan por sí mismos actividad 

antimicrobiana, aunque su combinación aumenta la actividad (Alvarez- Sieiro y col., 

2016; Kaškonienė y col., 2017). 

 Clase IIc o bacteriocinas sin líder: este tipo de bacteriocinas presentan la 

característica distintiva de ser sintetizadas sin un péptido líder N- terminal, que 

usualmente funciona como una secuencia de reconocimiento para la secreción, la 

modificación y mantiene la bacteriocina inactiva dentro de la célula productora 

(Alvarez- Sieiro y col., 2016). 

 Clase IId o bacteriocinas de un solo péptido de tipo no pediocínico: es un grupo 

heterogéneo de bacteriocinas peptídicas lineales simples no relacionadas, con 

diferentes estructuras, mecanismos de secreción y modos de acción (Alvarez- 

Sieiro y col., 2016). Algunos ejemplos son la lactococina A, enterocina B y 

gassericina A (Alvarez- Sieiro y col., 2016; Kaškonienė y col., 2017).  

Clase III: bacteriocinas de alto peso molecular (mayores a 10 kDa) no modificadas con 

mecanismo de acción bacteriolítico o no lítico  

Las bacteriocinas de Clase III son proteínas antimicrobianas de alto peso molecular, 

termolábiles, normalmente compuestas por diferentes dominios. Por ejemplo, de acuerdo 

al análisis de secuencias la enterolisina A consiste en un dominio N terminal con actividad 

endopeptidasa y un dominio de reconocimiento de célula blanco C terminal (Zacharof y 

Lovitt, 2012; Alvarez- Sieiro y col., 2016). Esta clase se divide en 2 subclases: las 

bacteriolisinas y aquellas bacteriocinas que presentan un modo de acción que no involucra 

la lisis de la célula blanco (Ben Lagha y col., 2017). 
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Tabla 1: Clasificación de bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas 

Clase de 
bacteriocinas 

Ejemplo 
Microorganismo 

productor 
Espectro de actividad Referencia 

Clase I 

Ia: 
lantipéptidos 

nisina 
Lactococcus lactis 
Streptococcus spp. 

Bacterias Gram positivas 

Kaškonienė 
y col., 2017; 

O’Bryan 
y col., 2018 

lacticina 3147 
Lactococcus lactis 

subsp. lactis 
Bacterias Gram positivas 

Bakhtiary 
y col., 2017 

Ib: péptidos 
cíclicos 

enterocina 
AS- 48 

Enterococcus 
faecalis 

Bacterias Gram positivas, 
Leishmania donovani 

Abengózar 
y col., 2017 

garvicina ML 
Lactococcus 

garvieae 

Listeria spp., Lactococcus spp., 
Pediococcus spp., 

Streptococcus spp.,  
 

Gabrielsen 
y col., 2014 

Alvarez- Sieiro 
y col., 2016 

Ic: 
sactibióticos 

subtilosina A Bacillus subtilis 
Bacterias Gram positivas 

y Gram negativas 
Mathur y col., 

2015 

thuricina CD Bacillus thuringiensis 
Bacterias Gram positivas 
formadoras de esporas 

Mathur y col., 
2017 

Id: péptidos 
lineales que 
contienen 

azolina 

plantazolicina A Bacillus velezensis Bacillus anthracis 
Fenner y col., 

2016 

Ie: glicocinas enterocina F4- 9 
Enterococcus 

faecalis 
Bacterias Gram positivas 

y Gram negativas 
Maky y col., 

2015 

If: péptidos de 
lazo 

Lassomicina 
Lentzea 

kentuckyensis 
Mycobacterium tuberculosis 

Lear y col., 
2016 

Clase II 

IIa: 
bacteriocinas 
tipo pediocina 

pediocina PA- 1 
Pediococcus 

acidilactici 
Bacterias Gram positivas 

O’Bryan 
y col., 2018 

leucocina A 
Leuconostoc 

gelidum 
Lactobacillus spp., Listeria 

monocytogenes 
Balay y col., 

2017 

IIb: 
bacteriocinas 

de dos 
péptidos 

lactococcina G Lactococcus lactis 
Clostridium spp., Enterococcus 

faecalis,  Lactobacillus spp. 
Woraprayote 
y col., 2016 

lactocina 705 
Lactobacillus 

paracasei 
Lactobacillus spp., Listeria 
spp., Streptococcus spp. 

Karpiński y 
Szkaradkiewicz  

2013 

IIc: 
bacteriocinas 

sin líder 
enterocina L50 

Enterococcus 
faecium L50 

Clostridium spp., P. acidilactici, 
P. pentosaceus, E. faecium, 
L. monocytogenes, L. sakei, 

Propionibacterium spp. 

Alvarez- Sieiro 
y col., 2016 

IId: 
Bacteriocinas 

de un solo 
péptido de tipo 
no pediocínico 

enterocina B 
Enterococcus 

faecium 

S. aureus, L. monocytogenes, 
E. faecalis, C. sporogenes,  

C. tyrobutyricum, 

Dündar y col., 
2014 

Clase III 

bacteriolisinas 

millericina B 
Streptococcus milleri 

NMSCC061 
Bacterias Gram positivas 

Sharma y col., 
2016 

enterolisina A 
Enterococcus 
faecalis B9510 

S. aureus, L. monocytogenes,  
L. helveticus, L. bulgaricus, 

 L. casei 

Khan y col., 
2013 

Bacteriocinas 
no líticas 

caseicina A y B Lactobacillus casei 
Staphylococcus spp.,  

S. pneumoniae, Sarcina spp.,  
B. subtilis, S. pyogenes 

Sánchez y 
Vázquez, 2017 

helveticina J 
Lactobacillus 

helveticus 481 
L. helveticus, L. jugurti, 
L. bulgaricus, L. lactis 

Zhang 
y col., 2012 
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2.2.4.8.2. Mecanismos de acción de las bacteriocinas de bacterias Gram positivas  

La actividad antimicrobiana producida por las bacteriocinas puede tener un modo 

de acción bacteriostático o bactericida. El primero conduce a un retraso en el desarrollo y 

multiplicación de las células sensibles, mientras que un modo de acción bactericida les 

permite inhibir el crecimiento bacteriano conduciendo a la muerte celular, que puede ir 

acompañada de lisis o no. 

 Se ha demostrado que los principales blancos de acción de las bacteriocinas  

producidas por bacterias Gram positivas en los microorganismos sensibles son la 

membrana citoplasmática, la pared celular y algunas enzimas importantes en su 

metabolismo. De esta manera, las bacteriocinas ejercen su actividad a través de diferentes 

mecanismos, entre los que se pueden mencionar (Mokoena, 2017): 

1. Formación de poros en la membrana citoplasmática. Este mecanismo ha sido 

descripto para bacteriocinas de clase Ia (nisina, lacticina 3147), clase Ib 

(carnociclina A, enterocina AS-48), clase IIa (pediocina PA- 1, leucocina A, sakacina 

A) y clase IIb (lactococcina G, termofilina 13) (Alvarez- Sieiro y col., 2016; 

Woraprayote y col. 2016).   

2. Interferencia en los procesos de biosíntesis de pared celular, como es el caso de la 

algunas bacteriocinas de clase Ia (nisina  y mersacidina) y clase IId (lactococcina 

972) (Mantovani y col., 2011; Ahmad y col., 2017).   

3. Otros modos de acción descriptos son: inhibición del transporte de carbohidratos, 

inhibición de la síntesis de ADN y proteínas. Estos mecanismos se han descripto, 

por ejemplo, para bacteriocinas de clase III no líticas como la disgalacticina, 

caseicina y helveticina J (Alvarez- Sieiro y col., 2016; Ahmad y col., 2017). 

La mayoría de las bacteriocinas producidas por BAL presentan actividad 

antimicrobiana al inducir la formación de poros en la membrana citoplasmática de las 

células sensibles. Esto provoca la salida de iones, aminoácidos y otras moléculas 

esenciales, lo que disipa la fuerza protón motriz y conduce a la muerte celular (Ahmad y 

col., 2017; Ríos Colombo y col., 2017). Este modo de acción ha sido el más estudiado y 

mejor descripto. El mecanismo de formación de poros involucra 3 etapas: unión a la 

membrana, inserción y agregación de monómeros para formar el poro. Las bacteriocinas 

producidas por bacterias Gram positivas poseen carga neta positiva, la cual favorece su 

interacción electrostática con la carga neta negativa de los lipopolisacáridos de la 

membrana de bacterias Gram negativas o con los ácidos teicoicos y lipoteicoicos de la 

pared celular de bacterias Gram positivas (Gharsallaoui y col., 2015; Ríos Colombo y col., 

2017). Por lo tanto, son capaces de interactuar con receptores específicos en la superficie 

celular de los microorganismos sensibles. La mayoría de las bacteriocinas de clase Ia como 
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la nisina o lacticina 3147 se unen al lípido II presente en la pared celular de las células 

sensibles. Este compuesto es un intermediario clave en la síntesis de peptidoglicano por lo 

tanto, además de inducir la formación de poros, esta unión también inhibe la síntesis de 

pared celular en las células sensibles (Cotter y col., 2013; O’ Bryan y col., 2018). La nisina 

se une al lípido II por su parte N- terminal y el extremo C- terminal se transloca a través de  

la membrana de las células sensibles. Posteriormente, se ensamblan cuatro de estos 

complejos nisina- lípido II y se agregan otras cuatro moléculas adicionales de nisina para 

formar un poro de 2 nm de diámetro (figura 2A) (Oppedijk y col., 2015). Las bacteriocinas 

de la clase IIa, como la pediocina PA- 1 se unen en cambio a proteínas del sistema de 

transporte manosa- fosfotransferasa (man- PTS) tipo I presentes en la membrana 

citoplasmática de las células sensibles, por lo tanto este mecanismo también afecta el 

transporte de manosa y glucosa (Ríos Colombo y col., 2017). El sistema man- PTS  consta 

de cuatro dominios proteicos: IIA, IIB, IIC y IID (Kjos y col., 2011). Las bacteriocinas de la 

clase IIa se unen al dominio IIC por su región N- terminal conservada mediante 

interacciones electrostáticas, luego el extremo hidrofóbico C- terminal interactúa con las 

hélices de transmembrana de los dominios IIC y/o IID, lo cual provoca cambios 

conformacionales que llevan a la formación del poro (figura 2B) (Kjos y col., 2011; 

Woraprayote y col., 2016; Ríos Colombo y col., 2017). 

Referencias: 2A: Bacteriocinas de clase Ia; 2B: Bacteriocinas de clase IIa. 

Figura 2: Mecanismo de formación de poros de bacteriocinas producidas por bacterias 

ácido lácticas (Kjos y col., 2011; Oppedijk y col., 2015). 
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2.2.4.9. Caracterización de sustancias con actividad antimicrobiana 

 La producción de sustancias con actividad antimicrobiana, especialmente 

bacteriocinas, representa un rasgo muy importante de las bacterias ácido lácticas y les 

otorga un elevado potencial, ya sea como microorganismos probióticos o biopreservadores 

(Borrero y col., 2018). Como se mencionó con anterioridad, estas sustancias antagónicas 

difieren ampliamente en cuanto a sus características estructurales, propiedades 

bioquímicas, mecanismos de acción, entre otros. Por lo tanto, caracterizarlas resulta 

esencial para la descripción de nuevas bacteriocinas y su posterior aplicación. 

 Comúnmente, la caracterización preliminar de estos metabolitos consiste en extraer 

los sobrenadantes libres de células a partir un cultivo de la cepa productora y someterlos 

a diferentes tratamientos, evaluando posteriormente su actividad inhibitoria. Estos 

tratamientos pueden variar según la bibliografía, sin embargo, el estudio de la sensibilidad 

de los metabolitos a enzimas proteolíticas es fundamental para corroborar su naturaleza 

proteica, característica de bacteriocinas o sustancias similares a bacteriocinas. Luego, 

algunos autores suelen estudiar el efecto de otras enzimas (lisozima, catalasa, lipasa, α-  

amilasa) (Ahn y col., 2017; Lv y col., 2017), la estabilidad a elevadas temperaturas y 

diferentes valores de pH (Avaiyarasi y col., 2016; Peng y col., 2017), la sensibilidad al 

tratamiento con urea, diferentes agentes surfactantes (SDS, EDTA, Tween 80) y solventes 

orgánicos (etanol, metanol, isopropanol, acetona) (Kaur y Tiwari, 2015; Ge y col., 2016), 

entre otros. 
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3. HIPÓTESIS 

Las cepas de Lactococcus spp., Pediococcus spp. y Leuconostoc spp. producen 

diferentes sustancias con actividad antimicrobiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

4. Objetivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo general 

Caracterizar las sustancias con actividad antimicrobiana producidas por cepas de 

Lactococcus spp., Pediococcus spp. y Leuconostoc spp. aisladas de residuos de 

cervecería. 

4.2. Objetivos específicos 

 

 Reaislar cepas de Lactococcus spp., Pediococcus spp. y Leuconostoc spp. 
 

 Confirmar la identidad de los microorganismos a estudiar mediante pruebas 

bioquímicas. 
 

 Estudiar la actividad antimicrobiana de las cepas de BAL previamente aisladas de 

residuos de cervecería sobre S. aureus, L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. 

y Shigella spp. 
 

 Caracterizar las sustancias con actividad antimicrobiana producidas por las cepas 

de BAL. 
 

 Evaluar los resultados y analizar los mismos estadísticamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

5. Materiales y métodos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



25 
 

5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Cepas de bacterias ácido lácticas utilizadas y condiciones de cultivo 

Se trabajó con 5 cepas de bacterias ácido lácticas (BAL) pertenecientes al cepario 

del área de Bacteriología, Departamento de Microbiología e Inmunología, Facultad de 

Ciencias Exactas, Físico- Químicas y Naturales de la Universidad Nacional de Río Cuarto 

(UNRC). Estas cepas bacterianas fueron previamente aisladas a partir de residuos de 

cervecería procedentes de una fábrica situada en Villa General Belgrano (Córdoba, 

Argentina), según la metodología propuesta por la Comisión Internacional de 

Especificaciones Microbiológicas para Alimentos (ICMSF, 1996). Las BAL aisladas fueron 

identificadas a nivel de género y especie como Lactococcus lactis subsp. lactis B87, 

Pediococcus acidilactici B82, Pediococcus acidilactici B83, Pediococcus pentosaceous B86 

y Leuconostoc mesenteroides B19 (Gerbaldo, 2013; Asurmendi y col., 2016). 

Cada una de las cepas de BAL fueron sembradas en caldo Man Rogosa Sharpe 

(MRS) e incubadas a 37 ºC durante 24 h en condiciones de microaerofilia (CO2 al 5%). A 

partir de estos cultivos, las cepas de BAL fueron aisladas en placas con agar MRS 

manteniéndose las condiciones de incubación anteriormente descriptas.  

Con el objetivo de confirmar la identidad de las cepas de BAL se realizó a cada una 

de ellas una coloración de Gram y las siguientes pruebas bioquímicas de género 

propuestas por el Manual Bergey de Bacteriología Sistemática (Vos y col., 2009): 

 Producción de catalasa  

 Citocromo oxidasa 

 Producción de CO2 a partir de glucosa 

 Crecimiento a diferentes temperaturas: 10 y 45 ºC  

 Crecimiento a diferentes valores de pH: 4,4 y 9,6 

 Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl: 6,5 y 18% (p/v) 

 La confirmación de la identidad de las BAL a nivel de especie se realizó según la 

producción de ácido a partir de las siguientes fuentes de carbono: glicerol, eritritol, D- 

arabinosa, L- arabinosa, D- xilosa, D- adonitol, D- galactosa, D- glucosa, D- fructosa, D- 

manosa, L- ramnosa, Dulcitol, Inositol, D- manitol, D- celobiosa, D- maltosa, D- lactosa, D- 

melobiosa, D- sacarosa, D- trehalosa, D- rafinosa y almidón (Vos y col., 2009; Asurmendi 

y col., 2016). 

Cada cepa de BAL se conservó a - 20 ºC en caldo MRS suplementado con glicerol 

al 30% (v/v). 
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5.2. Cepas de bacterias indicadoras utilizadas y condiciones de cultivo 

Para la determinación de la actividad antimicrobiana y caracterización de los 

metabolitos secundarios producidos por las cepas de BAL en estudio se emplearon un total 

de 17 cepas de distintos microorganismos patógenos como indicadores. Se incluyeron seis 

cepas de Staphylococcus aureus, dos cepas de Listeria monocytogenes, cinco cepas de 

Escherichia coli, dos cepas de Salmonella spp. y dos cepas de Shigella spp. pertenecientes 

al cepario del área de Bacteriología de la UNRC. 

Los microorganismos indicadores fueron sembrados en caldo tripticasa soya (CTS) 

y se incubaron a 37 ºC durante 24 h. Posteriormente, se aislaron en placas con agar 

tripticasa soya (ATS) y se incubaron manteniendo las condiciones anteriormente 

descriptas. Para confirmar la pureza e identidad de cada cepa, a partir de las colonias 

aisladas se realizó una coloración de Gram y las siguientes pruebas bioquímicas 

propuestas por el Manual Bergey de Bacteriología Sistemática (Vos y col., 2009) (tabla 2): 

Tabla 2: Pruebas bioquímicas para la identificación de microorganismos indicadores 

Microorganismo indicador Prueba bioquímica 

S. aureus 

Catalasa 

Coagulasa 

Susceptibilidad a Bacitracina 

Fermentación de la glucosa 

Fermentación del manitol 

L. monocytogenes 

Catalasa 

Citocromo C oxidasa 

Hidrólisis de la esculina 

Hidrólisis del hipurato 

Movilidad a 25 ºC 

Producción de β- hemólisis en agar sangre de carnero (5%) 

Prueba de CAMP con S. aureus 

Utilización aeróbica de D- glucosa L- ramnosa, D- xilosa, 

manitol y ribosa. 

E. coli 

Salmonella spp. 

Shigella spp. 

Fermentación de la glucosa 

Citocromo C oxidasa 

Citrato de Simmons 

Reacción del Indol 

Reacción de Voges- Proskawer 

Reacción del Rojo de Metilo 

Prueba de T.S.I. 

Fenilalanina 

Ureasa 

Movilidad 
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5.3. Actividad antimicrobiana de cepas de Lactococcus spp., Pediococcus spp. y 

Leuconostoc spp. sobre diferentes microorganismos patógenos 

 

5.3.1. Técnica de estrías cruzadas 

El espectro de inhibición de las sustancias antimicrobianas producidas por las cepas 

de BAL se determinó mediante la técnica de estrías cruzadas descripta por Asurmendi y 

col. (2016), utilizando diferentes cepas de S. aureus, L. monocytogenes, E. coli, Salmonella 

spp. y Shigella spp. como microorganismos indicadores. Se sembró una colonia aislada de 

cada cepa de BAL en un tubo conteniendo 2 ml de caldo MRS y se incubó a 37 ºC durante 

24 h en condiciones de microaerofilia (CO2 al 5%). A partir de cada cultivo obtenido, se 

sembró una estría central en una placa conteniendo agar MRS con agar al 1,2% (p/v) para 

facilitar la difusión de los compuestos antimicrobianos y se incubó bajo las condiciones 

anteriormente descriptas. Luego, el crecimiento bacteriano fue inactivado mediante la 

exposición a vapores de cloroformo durante 20 min y aireado 10 min. Posteriormente, a 

partir de un cultivo de cada una de las cepas indicadoras en CTS se realizaron estrías 

perpendiculares al crecimiento central de cada BAL y se incubó a 37 ºC durante 24 h. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se midieron los halos de inhibición del crecimiento 

de los diferentes microorganismos ensayados (en mm). 

De las 5 cepas de BAL en estudio, se seleccionaron arbitrariamente L. lactis B87, 

P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19 para determinar la actividad inhibitoria de sus 

sobrenadantes y caracterizar los metabolitos antimicrobianos presentes en los mismos. 

5.4. Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes sin tratar y neutralizados de 

bacterias ácido lácticas sobre cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli 

mediante la técnica de difusión en pozos 

Para la obtención de los sobrenadantes libres de células (SLC) las cepas                     

L. lactis B87, P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19 fueron sembradas en tubos 

conteniendo 2 ml de caldo MRS e incubadas a 37 ºC durante 24 h en microaerofilia. Un 

inóculo de 2 ml de cada cultivo fue adicionado a tubos conteniendo 8 ml de MRS y se 

incubaron a 37 ºC durante 20 h en microaerobiosis. Posteriormente, los tubos fueron 

centrifugados a 8500 rpm a 4 ºC durante 20 min. Se recolectaron los SLC en viales 

estériles, los cuales fueron expuestos a vapores de cloroformo durante 20 min y aireados 

durante 10 min para asegurar la esterilidad de los mismos. Para suprimir la actividad 

antimicrobiana de los ácidos orgánicos producidos por las cepas de BAL, los SLC fueron 

neutralizados utilizando una solución de hidróxido de sodio 1 N, obteniéndose de esta 

manera los sobrenadantes libres de células neutralizados (SLCN) (Pascual y col., 2008a). 
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La actividad antimicrobiana de los SLC y SLCN de las BAL en estudio se determinó 

sobre 2 cepas de S. aureus (156 y 169) y 3 cepas de E. coli (201, LAMA 543 y LAMA 544). 

Para ello, se realizó la técnica de difusión en pozos descripta por Asurmendi y col. (2015). 

A partir de una suspensión de cada cepa indicadora con una densidad óptica equivalente 

al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/ml) se hisopó en varias direcciones 

una placa conteniendo ATS con una concentración de agar de 1,2% (p/v). Luego, se 

efectuaron pozos de 8 mm de diámetro en el agar con un sacabocado estéril, los cuales 

fueron adicionados con 100 µl de los SLC y SLCN de cada cepa de BAL. Luego de 24 h 

de incubación a 37 ºC, se midió el diámetro de los halos de inhibición del crecimiento de 

las diferentes cepas indicadoras (en mm). 

5.5. Caracterización de las sustancias antimicrobianas producidas por 

Lactococcus lactis B87, Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides 

B19 sobre Escherichia coli enterohemorrágica serotipo O157:H7 

Para caracterizar las sustancias con actividad antimicrobiana producidas por            

L. lactis B87, P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19, los SLC de cada BAL fueron 

sometidos a diferentes tratamientos. La actividad antimicrobiana de los sobrenadantes 

tratados y sin tratar se evaluó mediante la técnica de difusión en pozos descripta en el 

punto 5.4. Para este estudio se utilizó como microorganismo indicador una cepa de E. coli 

enterohemorrágica serotipo O157:H7 (LAMA 543). 

5.5.1. Evaluación de la sensibilidad a enzimas proteolíticas de los metabolitos 

antimicrobianos presentes en los sobrenadantes de bacterias ácido lácticas 

El estudio de sensibilidad a enzimas proteolíticas se llevó a cabo de acuerdo al  

método descripto por Pilasombut y col. (2015). Se obtuvieron los SLC de cada cepa de 

BAL mediante la técnica descripta anteriormente. Cada SLC fue ajustado a pH 7 utilizando 

una solución de hidróxido de sodio 1 N. A los SLCN sin diluir, diluidos al medio y al cuarto 

en caldo MRS, se les agregó tripsina a una concentración final de 1 mg/ml y se los incubó 

a 37 ºC durante 2 h. Posteriormente, se determinó la actividad antimicrobiana de los SLCN 

tratados y sin tratar (control) mediante la técnica de difusión en pozos descripta 

previamente. 

5.5.2. Evaluación de la sensibilidad a elevadas temperaturas de los metabolitos 

antimicrobianos presentes en los sobrenadantes de bacterias ácido lácticas  

Se investigó el efecto del tratamiento térmico sobre la actividad de las sustancias 

antimicrobianas presentes en los sobrenadantes obtenidos de L. lactis B87, P. acidilactici 
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B82 y L. mesenteroides B19 de acuerdo a la técnica descripta por Peng y col. (2017). Se 

obtuvieron los SLC de las cepas de BAL mediante la técnica descripta en el punto 5.4. 

Cada SLC fue fraccionado en tres viales estériles. Uno de ellos no recibió tratamiento 

térmico (control), el segundo fue sometido a 100 ºC durante 1 h y el tercero a 121 ºC 

durante 10 min. La actividad antimicrobiana de los SLC fue determinada utilizando la 

técnica de difusión en pozos. Los halos de inhibición del crecimiento producidos por los 

SLC sometidos a elevadas temperaturas fueron comparados con los producidos por los 

SLC sin tratar (control). 

5.5.3. Evaluación de la estabilidad a diferentes valores de pH de los metabolitos 

antimicrobianos presentes en los sobrenadantes de bacterias ácido lácticas 

Los SLC de las cepas de BAL fueron obtenidos como se describió previamente. Los 

mismos fueron ajustados a diferentes valores de pH (2, 4, 5, 7, 9 y 11) con ácido clorhídrico 

1 N e hidróxido de sodio 1 N. Los SLC tratados fueron incubados a 4 ºC durante 5 y 15 h. 

Finalizado el período de incubación, se ajustó el pH de todos los SLC tratados a un valor 

de 5,5. Se utilizaron como controles los SLC sin tratar (Arakawa y col., 2015).  Finalmente, 

se evaluó la actividad antimicrobiana de los SLC tratados y control sin tratar mediante la 

técnica de difusión en pozos ya descripta, obteniéndose los halos de inhibición del 

crecimiento bacteriano (mm). 

5.5.4. Evaluación de sensibilidad al tratamiento con urea de los metabolitos 

antimicrobianos presentes en los sobrenadantes de bacterias ácido lácticas 

Para estudiar la sensibilidad a urea de las sustancias antimicrobianas presentes en 

los sobrenadantes obtenidos de L. lactis B87, P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19, 

se extrajeron los sobrenadantes correspondientes a cada cepa a partir de un cultivo de     

24 h en caldo MRS y se neutralizaron posteriormente de acuerdo a la metodología ya 

descripta. Los SLCN obtenidos fueron tratados con una solución de urea  4 M a una 

concentración final de 1% (p/v) e incubados a 37 ºC durante 5 h. Por último, se determinó 

la actividad antimicrobiana mediante la técnica de difusión en pozos. Los halos de inhibición 

del crecimiento bacteriano producidos por los SLCN tratados con urea fueron comparados 

con los producidos por los SLCN sin tratar (Kaur y Tiwari, 2015). 
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5.6. Modo de acción de los metabolitos antimicrobianos producidos por 

Lactococcus lactis B87, Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides 

B19 sobre Escherichia coli enterohemorrágica serotipo O157:H7 

A partir de un cultivo de E. coli LAMA 543 de 24 h de incubación en CTS se obtuvo 

una suspensión bacteriana con una turbidez equivalente al tubo 1 de la escala de 

McFarland (3x108 UFC/ml) y se realizaron tres diluciones decimales seriadas. A partir de 

la última dilución, se tomaron alícuotas de 2,8 ml y se sembraron en 4 Erlenmeyers 

conteniendo 25,7 ml de CTS. De esta manera, la concentración final de la cepa indicadora 

en cada Erlenmeyer estuvo en el orden de 104 UFC/ml. Los Erlenmeyers fueron incubados 

a 37 ºC y a intervalos de 1 h se extrajeron muestras para evaluar el crecimiento bacteriano 

mediante mediciones de densidad óptica (DO) a 600 nm. Una vez que la cepa indicadora 

entró en fase de crecimiento exponencial, tres de los Erlenmeyers fueron adicionados con 

7,5 ml del SLCN de L. lactis B87, P. acidilactici B82 o L. mesenteroides B19. El último 

Erlenmeyer fue el cultivo control, al cual se adicionó CTS en lugar de SLCN. Los 

Erlenmeyers fueron incubados a 37 ºC por 48 h. Durante las primeras 24 h de incubación, 

se evaluó el crecimiento bacteriano mediante mediciones de DO600 nm a intervalos de 1 h y 

se realizó el recuento de células viables cada 2 h. Luego se continuó midió el crecimiento 

microbiano (DO600 nm y recuento de células viables) a las 48 h de incubación. Para realizar 

el recuento de células viables se obtuvieron diluciones decimales seriadas de cada cultivo 

en agua peptonada a los diferentes tiempos del ensayo. Se adicionaron 0,1 ml de estas 

diluciones en placas con ATS por duplicado, el inóculo se diseminó con espátula de 

Drigalsky y luego se incubaron las placas a 37 ºC durante 24 h. Se seleccionaron las placas 

que presentaron entre 30 y 300 colonias y se realizó el recuento de las mismas. Los 

resultados se expresaron en unidades formadoras de colonia por ml (UFC/ml) conforme a 

la siguiente fórmula: 

 

 

En donde X̅ corresponde al promedio de colonias de E. coli LAMA 543 entre los duplicados 

de las placas. 

 Los valores de recuento fueron luego transformados a log10 UFC/ml y se 

construyeron las curvas de crecimiento (log10 UFC/ml vs tiempo) de E. coli LAMA 543 en 

cada tratamiento. 
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5.7. Análisis estadísticos 

Todos los resultados obtenidos durante esta investigación fueron sometidos al 

análisis de varianza (ANOVA) utilizando para ello el software estadístico INFOSTAT (Di 

Rienzzo y col., 2011). Las medias fueron comparadas mediante el test de Tukey (p≤0,05). 

5.8. Medios de cultivo 

Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de bacterias ácido lácticas 

Caldo Man Rogosa Sharpe (MRS) (Britania) 

Fórmula en gramos por litro 

Proteosa peptona Nº 3 10.00 

Extracto de carne 8.00 

Extracto de levadura 4.00 

Glucosa 20.00 

Monoleato de sorbitán 1 ml 

Fosfato dipotásico 2.00 

Acetato de sodio 5.00 

Citrato de amonio 2.00 

Sulfato de magnesio 0.20 

Sulfato de manganeso 0.05 

pH final: 6.4 ± 0.2 

 

Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) (Britania) 

Fórmula en gramos por litro 

Proteosa peptona Nº 3 10.00 

Extracto de carne 8.00 

Extracto de levadura 4.00 

Glucosa 20.00 

Monoleato de sorbitán 1 ml 

Fosfato dipotásico 2.00 

Acetato de sodio 5.00 

Citrato de amonio 2.00 

Sulfato de magnesio 0.20 

Sulfato de manganeso 0.05 

Agar 12.00 

pH final: 6.4 ± 0.2 
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Medios de cultivo utilizados para el crecimiento de Staphylococcus aureus, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella spp. 

Caldo Tripticasa Soya (CTS) (Britania) 

Fórmula en gramos por litro 

Tripteína 17.00 

Peptona de soya 3.00 

Cloruro de sodio 5.00 

Fosfato dipotásico 2.50 

Glucosa 2.50 

pH final: 7.3 ± 0.2 

  

Agar Tripticasa Soya (ATS) (Britania) 

Fórmula en gramos por litro 

Tripteína 15.00 

Peptona de soya 5.00 

Cloruro de sodio 5.00 

Agar 15.00 

pH final: 7.3 ± 0.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

6. Resultados y discusión 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. Reaislamiento y confirmación de la identidad de las bacterias ácido lácticas 

Las colonias de L. lactis, P. acidilactici, P. pentosaceus y L. mesenteroides aisladas 

en agar MRS se observaron pequeñas, lisas, circulares, de color blanquecino y con bordes 

bien definidos. La coloración de Gram mostró, en el caso de L. lactis, cocos Gram positivos 

esféricos dispuestos individualmente, de a pares o en cadenas (figura 3A). Las especies 

del género Pediococcus se observaron como cocos Gram positivos esféricos dispuestos 

de manera individual, de a pares o en tétradas (figura 3B). Por último, la observación 

microscópica de L. mesenteroides reveló cocos Gram positivos ligeramente ovalados 

dispuestos individualmente, de a pares o en cadenas (figura 3C). 

 En la tabla 3 se muestran las pruebas bioquímicas realizadas para la identificación 

de las BAL a nivel de género. De acuerdo a estos resultados se confirmó que las cepas en 

estudio correspondían a los géneros Lactococcus spp., Pediococcus spp. y        

Leuconostoc spp.  

      

Figura 3: Coloración de Gram de Lactococcus lactis B87 (A), Pediococcus acidilactici B82 

(B) y Leuconostoc mesenteroides B19 (C) (1000x). 
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Tabla 3: Pruebas bioquímicas para la identificación de Lactococcus spp., Pediococcus spp. 

y Leuconostoc spp. 

Pruebas bioquímicas B87 B82 B83 B86 B19 

Catalasa - - - - - 

Citocromo oxidasa - - - - - 

Producción de CO2 a partir de glucosa - - - - + 

Crecimiento a 10 ºC + - - + + 

Crecimiento a 45 ºC - + + + - 

Crecimiento a pH 4,4 - + + + - 

Crecimiento a pH 9,6 - - - - - 

Crecimiento en NaCl 6,5% (p/v) - + + + + 

Crecimiento en NaCl 18% (p/v) - - - - - 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19; (+) positivo; (-) negativo. 

En la tabla 4 se presentan los patrones de fermentación de distintas fuentes de 

carbono para la identificación de las BAL a nivel de especie. Estos resultados permitieron 

verificar la identidad de las cepas como L. lactis B87, P. acidilactici B82, P. acidilactici B83, 

P. pentosaceus B86 y L. mesenteroides B19 (Asurmendi y col., 2016). 

Tabla 4: Patrones de fermentación de hidratos de carbono para bacterias ácido lácticas 

Hidratos de carbono B87 B82 B83 B86 B19 

Glicerol - - - - - 

Eritritol - - - - - 

D- arabinosa d d d + - 

L- arabinosa + + + + + 

D- xilosa + d - - + 

D- adonitol d d - + - 

D- galactosa + + + + + 

D- glucosa + + + + + 

D- fructosa + + + + + 

D- manosa + + + + + 

L- ramnosa d d d - - 

Dulcitol d - - - - 

Inositol + - - - - 

D- manitol - - d - - 

D- celobiosa + + + + + 

D- maltosa + + + + + 

D- lactosa + - - + - 

D- melobiosa - - - - + 

D- sacarosa d + + - + 

D- trehalosa + + + + + 

D- rafinosa - - - - - 

Almidón - - - - - 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19; (+) positivo; (-) negativo; (d) dudoso. 
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6.2. Reaislamiento y confirmación de la identidad de los microorganismos 

indicadores 
 

6.2.1. Staphylococcus aureus 

La observación microscópica de las colonias aisladas en ATS mostró cocos Gram 

positivos dispuestos de a pares, en tétradas o en racimos (figura 4). Se realizaron las 

pruebas bioquímicas de catalasa y coagulasa obteniendo resultado positivo para ambas. 

Las cepas fueron resistentes a bacitracina y fermentaron la glucosa y el manitol. Estos 

resultados permitieron verificar su identidad como S. aureus. 

 

6.2.2. Listeria monocytogenes 

La tinción de Gram de las colonias aisladas en ATS reveló bacilos Gram positivos 

cortos, no esporulados, no ramificados, dispuestos de manera individual o en cortas 

cadenas. Las pruebas metabólicas realizadas confirmaron que las cepas correspondían a 

L. monocytogenes (tabla 5).  

Tabla 5: Pruebas bioquímicas para la identificación de Listeria monocytogenes 

Pruebas bioquímicas L. monocytogenes 

Catalasa + 

Citocromo C oxidasa - 

Hidrólisis de la esculina + 

Hidrólisis del hipurato + 

Movilidad a 25 ºC + 

Producción de β- hemólisis en agar sangre de carnero (5%) + 

Prueba de CAMP (S. aureus) + 

Utilización aeróbica de D- glucosa + 

Utilización aeróbica de L- ramnosa + 

Utilización aeróbica de D- xilosa - 

Utilización aeróbica de manitol - 

Utilización aeróbica de ribosa - 

Referencias: (+) positivo; (-) negativo. 

Figura 4: Coloración de Gram de un cultivo de Staphylococcus aureus (1000x). 
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6.2.3. Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella spp. 

En la tinción de Gram de las colonias aisladas en ATS se observaron bacilos Gram 

negativos rectos y cortos. Los resultados de las pruebas bioquímicas realizadas para su 

identificación se presentan en la tabla 6. Estos permitieron corroborar la identidad de las 

diferentes cepas de enterobacterias como Escherichia coli, Salmonella spp. y Shigella spp. 

Tabla 6: Pruebas bioquímicas para la identificación de enterobacterias 

Pruebas bioquímicas E. coli Salmonella spp. Shigella spp. 

Fermentación de la glucosa + + + 

Citocromo C oxidasa - - - 

Citrato de Simmons - +/- - 

Reacción del Indol + - +/- 

Reacción de Voges- Proskawer - - - 

Reacción del Rojo de Metilo + + + 

Fenilalanina - - - 

Ureasa - - - 

Movilidad + + - 

Prueba de T.S.I. ácido/ácido, 

SH2 -, gas + 

alcalino/ácido, 

SH2 +, gas + 

alcalino/ácido, 

SH2 -, gas +/- 

Referencias: (+) positivo; (-) negativo. 

 

6.3. Actividad antimicrobiana de cepas de Lactococcus spp., Pediococcus spp. y 

Leuconostoc spp. sobre diferentes microorganismos patógenos 

 
6.3.1. Técnica de estrías cruzadas 

Se estudió la actividad antimicrobiana producida por las cepas L. lactis B87,              

P. acidilactici B82, P. acidilactici B83, P. pentosaceus B86 y L. mesenteroides B19 sobre 

seis cepas de S. aureus, dos cepas de L. monocytogenes, cinco cepas de E. coli, dos 

cepas de Salmonella spp. y dos cepas de Shigella spp. 

 En la tabla 7 se muestran los diámetros de los halos de inhibición promedio 

producidos por las BAL sobre cada una de las cepas de S. aureus. Se observó que todas 

las cepas de BAL ensayadas produjeron inhibición del crecimiento de S. aureus. Los halos 

de inhibición producidos por B87, B82, B83, B86 y B19 fueron en promedio de 23,25 ± 3,72 

mm; 19,67 ± 2,01 mm; 19,58 ± 2,64 mm; 21,58 ± 3,20 mm y 16,42 ± 1,41 mm, 

respectivamente. Las cepas B87 y B86 presentaron mayor actividad antimicrobiana en 

comparación con el resto de las cepas de BAL estudiadas, mostrando halos máximos de 

inhibición de 26,00 y 24,50 mm, respectivamente. Estos resultados difieren parcialmente 

de los publicados por Jabbari y col. (2017), quienes informaron trabajando con otra BAL 

como es Lactobacillus acidophilus, halos de inhibición del crecimiento de S. aureus con 
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diámetros entre 10,80 y 12,10 mm. Por otra parte, Mahmoudi y col. (2016) evaluaron la 

actividad antimicrobiana producida por diferentes cepas de Lactobacillus fermentum y 

Lactobacillus plantarum sobre S. aureus observando halos máximos de inhibición de 12,00 

mm de diámetro. Resulta relevante que en este trabajo la actividad antimicrobiana 

producida por las cepas de BAL es significativamente superior a la hallada por estos 

autores, ya que los halos de inhibición fueron de diámetros mayores, oscilando entre 15,50 

y 26,00 mm. 

Tabla 7: Actividad antimicrobiana de bacterias ácido lácticas sobre distintas cepas de 

Staphylococcus aureus mediante la técnica de estrías cruzadas. 

Cepas de 

S. aureus 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

B87 B82 B83 B86  B19 

145 25,00 ± 2,83a 18,00 ± 1,41a 21,50 ± 0,71a 22,50 ± 2,12a 17,50 ± 0,71a 

146 17,50 ± 2,12a 18,50 ± 0,71a 16,50 ± 0,71a 16,50 ± 0,71a 16,50 ± 2,12a 

147 24,50 ± 3,53a 19,50 ± 0,71a 19,50 ± 3,53a 24,00 ± 2,83a 15,50 ± 1,41a 

156 26,00 ± 2,83a 23,00 ± 1,41a 22,50 ± 2,12a 24,50 ± 1,41a 16,50 ± 0,71a 

168 22,50 ± 4,95a 18,50 ± 2,12a 19,00 ± 2,83a 21,50 ± 3,53a 16,50 ± 1,41a 

169 24,00 ± 1,41a 20,50 ± 0,71a 18,50 ± 2,12a 20,50 ± 0,71a 16,00 ± 2,83a 

Promedio 23,25 ± 3,72B 19,67 ± 2,01AB 19,58 ± 2,64AB 21,58 ± 3,20B 16,42 ± 1,41A 

*Letras minúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición 

producidos por las BAL sobre las distintas cepas de S. aureus de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). Letras 

mayúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre la inhibición producida por cada 

una de las BAL de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19. 

En las experiencias con L. monocytogenes, los resultados mostraron que todas las 

cepas de BAL en estudio presentaron un efecto antimicrobiano similar sobre este 

microorganismo patógeno (tabla 8). Los halos de inhibición del crecimiento estuvieron 

comprendidos entre 19,00 y 22,50 mm, observándose promedios de 21,50 ± 2,64 mm; 
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19,50 ± 1,29 mm; 21,00 ± 1,41 mm; 21,50 ± 1,73 mm y 20,00 ± 1,41 mm con las BAL B87, 

B82, B83, B86 y B19, respectivamente. Los análisis de varianza ANOVA no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre la actividad antilisteria producida 

por las diferentes cepas de BAL estudiadas. A diferencia de estos resultados, Cizeikiene y 

col. (2013) no observaron inhibición del crecimiento de L. monocytogenes por Lactobacillus 

sakei KTU05- 6 y Pediococcus pentosaceus KTU05- 8, KTU05- 9 y KTU05- 10. Por otra 

parte, Vyas y col. (2017) reportaron que una cepa de L. mesenteroides subsp. 

mesenteroides presentó actividad antimicrobiana sobre L. monocytogenes ATCC 13932. 

Sin embargo, estos autores observaron halos de inhibición de 12,00 mm de diámetro, 

considerablemente inferiores a los reportados en este trabajo con las BAL B87, B82, B83, 

B86 y B19. 

Tabla 8: Actividad antimicrobiana de bacterias ácido lácticas sobre dos cepas de Listeria 

monocytogenes mediante la técnica de estrías cruzadas 

Cepas de 

L.monocytogenes 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

B87 B82 B83 B86 B19 

LM17 22,00 ± 1,41a 20,00 ± 1,41a 20,50 ± 2,12a 22,50 ± 0,71a 20,50 ± 0,71a 

LM22 21,00 ± 4,24a 19,00 ± 1,41a 21,50 ± 0,71a 20,50 ± 2,12a 19,50 ± 2,12a 

Promedio 21,50 ± 2,64 A 19,50 ± 1,29 A 21,00 ± 1,41 A 21,50 ± 1,73 A 20,00 ± 1,41A 

*Letras minúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición 

producidos por las BAL sobre las distintas cepas de L. monocytogenes de acuerdo al test de Tukey  (p> 0,05). 

Letras mayúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre la inhibición producida 

por cada una de las BAL de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19. 

 Los diámetros de los halos de inhibición promedio producidos por B87, B82, B83, 

B86 y B19 sobre E. coli se visualizan en la tabla 9. Todas las cepas de BAL ensayadas 

fueron capaces de inhibir el crecimiento de este microorganismo indicador. La cepa L. lactis  

B87 produjo halos de inhibición comprendidos entre 19,50 y 23,00 mm, con un promedio 

de 21,60 ± 1,49 mm. Los halos producidos por los pediococos oscilaron entre 17,50 y 24,75 

mm, mostrando promedios de 22,45 ± 2,88 mm; 19,50 ± 1,51 mm y 19,50 ± 2,32 mm con 

las cepas P. acidilactici B82, P. acidilactici B83 y P. pentosaceus B86, respectivamente. 

Por último, L. mesenteroides B19 produjo halos de inhibición que variaron entre 18,50 y 
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19,50 mm, con un promedio de 18,80 ± 1,11 mm. Según los resultados obtenidos, la cepa 

B82 fue la que presentó mayor actividad antimicrobiana sobre E. coli, mostrando halos con 

diámetros superiores a los producidos por las demás BAL. Los resultados publicados por 

Yadav y col. (2016) difieren parcialmente de los hallados en este trabajo, ya que en los 

ensayos que realizaron con diferentes cepas de lactobacilos observaron halos de inhibición 

muy pequeños (inferiores a 1 mm) o ausencia de actividad inhibitoria sobre E. coli, aunque 

estos autores utilizaron otra metodología. Shokryazdan y col. (2014) también evaluaron la 

actividad antimicrobiana de diferentes cepas de lactobacilos sobre E. coli, observando 

halos máximos de 14,80 mm. Es de destacar que en este trabajo las cepas B87, B82, B83, 

B86 y B19 mostraron actividad inhibitoria sobre todas las cepas de E. coli ensayadas, 

produciendo halos de inhibición con diámetros superiores a los observados por otros 

autores, que estuvieron comprendidos entre 17,50 y 24,75 mm. 

Tabla 9: Actividad antimicrobiana de bacterias ácido lácticas sobre diferentes cepas de 

Escherichia coli mediante la técnica de estrías cruzadas 

Cepas de 

E. coli 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

B87 B82 B83 B86 B19 

200 21,50 ± 0,71a 19,50 ± 0,71a 18,00 ± 1,41a 18,50 ± 2,12a 19,00 ± 1,41a 

201 21,50 ± 1,41 a 23,50 ± 2,12a 18,50 ± 0,71a 18,50 ± 0,71a 18,50 ± 2,12a 

202 23,00 ± 1,41a 22,00 ± 1,41a 19,50 ± 0,71a 17,50 ± 2,12a 18,50 ± 0,71a 

LAMA 543 22,50 ± 0,71a 22,50 ± 0,71a 20,00 ± 1,41a 22,00 ± 2,83a 19,50 ± 0,71a 

LAMA 544 19,50 ± 0,71a 24,75 ± 1,06a 21,50 ± 1,41a 21,00 ± 1,41a 18,50 ± 1,41a 

Promedio 21,60 ± 1,49AB 22,45 ± 2,88B 19,50 ± 1,51A 19,50 ± 2,32A 18,80 ± 1,11A 

*Letras minúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición 

producidos por las BAL sobre las distintas cepas de E. coli de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). Letras 

mayúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre la inhibición producida por cada 

una de las BAL de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19. 
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En la figura 5 se muestran los halos de inhibición del crecimiento de diferentes 

cepas de E. coli producidos por L. lactis B87 (5A) y L. mesenteroides B19 (5B). 

Referencias: A: Lactococcus lactis B87; B: Leuconostoc mesenteroides B19. 

En los ensayos de inhibición del crecimiento de Salmonella spp. se observó que las 

cinco cepas de BAL en estudio mostraron una acción antibacteriana similar sobre este 

microorganismo indicador (tabla 10). Los diámetros de los halos de inhibición producidos 

por B87, B82, B83, B86 y B19 fueron en promedio de 21,25 ± 2,75 mm; 21,25 ± 1,89 mm; 

19,50 ± 2,64 mm; 22,00 ± 2,16 mm y 19,75 ± 1,71 mm, respectivamente. Los análisis de 

varianza ANOVA no mostraron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre la 

actividad antimicrobiana producida por las diferentes cepas de BAL sobre Salmonella spp. 

A diferencia de estos resultados, Bhuiyan y col. (2017) reportaron cepas de lactobacilos 

con una menor actividad antimicrobiana sobre Salmonella spp., mostrando halos de 

inhibición inferiores a 8,00 mm de diámetro. En otro estudio, Silva y col. (2017) observaron 

halos de inhibición del crecimiento de Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium con diámetros promedio de 9,50 y 11,70 mm, producidos en este caso por 

Leuconostoc citreum CIATEJ BI- 49.1. Es importante resaltar que las cepas de BAL en este 

estudio produjeron halos de inhibición del crecimiento bacteriano con diámetros del doble 

o mayor tamaño a los reportados por otros autores, demostrando una actividad 

antimicrobiana superior. 

 

 

Figura 5: Halos de inhibición del crecimiento de Escherichia coli producidos por diferentes 

bacterias ácido lácticas. 
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Tabla 10: Actividad antimicrobiana de bacterias ácido lácticas sobre dos cepas de 

Salmonella spp. mediante la técnica de estrías cruzadas 

Cepas de 

Salmonella spp. 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

B87 B82 B83 B86 B19 

234 20,50 ± 3,53a 20,50 ± 0,71a 19,00 ± 1,41a 20,50 ± 2,12a 18,50 ± 0,71a 

235 22,00 ± 2,83a 22,00 ± 2,83a 20,00 ± 4,24a 23,50 ± 0,71a 21,00 ± 1,41a 

Promedio 21,25 ± 2,75A 21,25 ± 1,89A 19,50 ± 2,64A 22,00 ± 2,16A 19,75 ± 1,71A 

*Letras minúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición 

producidos por las BAL sobre las distintas cepas de Salmonella spp. de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

Letras mayúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre la inhibición producida 

por cada una de las BAL de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19. 

En la tabla 11 se muestran los diámetros de los halos de inhibición promedio 

producidos por las BAL B87, B82, B83, B86 y B19 sobre Shigella spp. Los halos de 

inhibición producidos por B87 fueron en promedio de 25,38 ± 1,11 mm. En el caso de los 

pediococos, se observaron halos con diámetros promedio de 27,75 ± 1,71 mm; 20,25 ± 

1,71 mm; y 24,13 ± 0,85 mm con las BAL B82, B83 y B86, respectivamente. B19 produjo 

halos de inhibición con diámetros promedio de 20,50 ± 1,29 mm. Similar a lo ocurrido con 

E. coli, la cepa B82 presentó mayor actividad inhibitoria sobre Shigella spp., mostrando 

halos con diámetros superiores a los producidos por el resto de las BAL. A diferencia de 

estos resultados, algunos autores reportaron halos de inhibición de menor tamaño al 

realizar ensayos similares, por ejemplo Noohi y col. (2016) observaron halos inferiores a 

5,00 mm de diámetro producidos por diferentes cepas de Pediococcus acidilactici y 

Pediococcus pentosaceus sobre Shigella flexneri. Del mismo modo, Okoro y col. (2017) 

informaron halos de inhibición del crecimiento de Shigella spp. de 10,00 y 14,00 mm 

producidos por  Lactobacillus pentosus y Lactobacillus plantarum, respectivamente. 

Abbasiliasi y col. (2017) evaluaron la actividad inhibitoria de P. acidilactici Kp10 sobre 

Shigella sonnei observando halos de inhibición de 11,00 mm de diámetro, inferiores 

también a los obtenidos en este estudio. 
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Tabla 11: Actividad antimicrobiana de bacterias ácido lácticas sobre dos cepas de         

Shigella spp. mediante la técnica de estrías cruzadas 

Cepas de 

Shigella spp. 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

B87 B82 B83 B86 B19 

205 25,00 ± 1,41a 28,00 ± 2,83a 20,50 ± 071a 24,50 ± 0,71a 21,50 ± 0,71a 

206 25,75 ± 1,06a 27,50 ± 0,71a 20,00 ± 2,83a 23,75 ± 1,06a 19,50 ± 0,71a 

Promedio 25,38 ± 1,11BC 27,75 ± 1,71C 20,25 ± 1,71A 24,13 ± 0,85B 20,50 ± 1,29A 

*Letras minúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición 

producidos por las BAL sobre las distintas cepas de Shigella spp. de acuerdo al test de Tukey  (p>0,05). Letras 

mayúsculas iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre la inhibición producida por cada 

una de las BAL de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19. 

En la tabla 12 se resume la actividad antimicrobiana producida por L. lactis B87,    

P. acidilactici B82, P. acidilactici B83, P. pentosaceus B86 y L. mesenteroides B19 

evaluada mediante la técnica de estrías cruzadas. El microorganismo más sensible a la 

actividad antimicrobiana de L. lactis B87 y P. acidilactici B82 fue Shigella spp., con halos 

promedio de inhibición significativamente superiores (p<0,05) a los de los demás 

indicadores. Sin embargo, no hubo diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) 

entre la inhibición del crecimiento de S. aureus, L. monocytogenes, E. coli y            

Salmonella spp. producida por B87 y B82. Por otra parte, no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas (p>0,05) entre los halos promedio de inhibición del 

crecimiento de L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp. producidos por 

L. mesenteroides B19, indicando que estos microorganismos patógenos presentan una 

sensibilidad similar a la acción antibacteriana de B19. Las cepas de S. aureus, en cambio, 

fueron menos sensibles a esta BAL ya que mostraron halos promedio de inhibición 

significativamente inferiores (p<0,05) respecto de las demás bacterias ensayadas. 

Finalmente, tanto P. acidilactici B83 como P. pentosaceus B86 presentaron un efecto 

antimicrobiano similar sobre todas las cepas bacterianas indicadoras testadas  (p>0,05). 
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Tabla 12: Diámetros promedio de halos de inhibición del crecimiento bacteriano producidos 

por bacterias ácido lácticas sobre diferentes microorganismos indicadores mediante la 

técnica de estrías cruzadas 

Microorganismos 

indicadores 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

B87 B82 B83 B86 B19 

S. aureus 23,25 ± 3,04a 19,67 ± 1,86a 19,58 ± 2,15a 21,58 ± 2,90a 16,42 ± 0,66a 

E. coli 21,60 ± 1,34a 22,45 ± 1,95a 19,50 ± 1,37a 19,50 ± 1,90a 18,80 ± 0,45b 

Salmonella spp. 21,25 ± 1,06a 21,25 ± 1,06a 19,50 ± 0,71a 22,00 ± 2,12a 19,75 ± 1,77b 

Shigella spp. 25,38 ± 0,53b 27,75 ± 0,35b 20,25 ± 0,35a 24,13 ± 0,53a 20,50 ± 1,41b 

L. monocytogenes 21,50 ± 0,71a 19,50 ± 0,71a 21,00 ± 0,71a 21,50 ± 1,41a 20,00 ± 0,71b 

*Letras iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición producidos 

por las diferentes BAL sobre cada uno de los microorganismos indicadores de acuerdo al test de Tukey 

(p>0,05). 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82; B83: P. acidilactici B83; B86: P. pentosaceus B86;  

B19: L. mesenteroides B19. 

Cabe destacar que las cinco cepas de bacterias ácido lácticas estudiadas mostraron 

una significativa actividad antimicrobiana sobre todos los microorganismos patógenos 

ensayados. Estos hallazgos demostraron que L. lactis B87, P. acidilactici B82, P. acidilactici 

B83, P. pentosaceus B86 y L. mesenteroides B19 presentaron un amplio espectro de 

actividad inhibitoria sobre el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas. En 

otros estudios, Tulini y col. (2013) y Macaluso y col. (2016), al evaluar la actividad 

antimicrobiana producida por otras BAL sobre el crecimiento de S. aureus, E. coli y 

Salmonella spp., no observaron actividad biológica sobre ninguno de estos 

microorganismos patógenos. Por otro lado, si bien Giles- Gómez y col. (2016) reportaron 

que L. mesenteroides P45 era capaz de inhibir el crecimiento de L. monocytogenes, E. coli 

enteropatógena (ECEP) y Salmonella spp.; estos autores observaron diámetros de halos 

de inhibición muy pequeños (que oscilaron entre 6,50 y 8,50 mm). Los resultados hallados 

en este trabajo difieren considerablemente con estos autores, ya que todas las cepas de 

BAL ensayadas mostraron una importante actividad antimicrobiana sobre el 100% de los 

microorganismos indicadores evaluados, con halos de inhibición del crecimiento 

comprendidos entre 16,42 y 27,75 mm. 
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6.4. Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes sin tratar y neutralizados de 

bacterias ácido lácticas sobre cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli 

mediante la técnica de difusión en pozos 

 Se ensayó la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de células puros 

(SLC) y neutralizados (SLCN) de L. lactis B87, P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19 

sobre S. aureus (156 y 169) y E. coli (201, LAMA 543, LAMA 544) mediante la técnica de 

difusión en pozos.  

 Los resultados demostraron que los sobrenadantes puros y neutralizados de las 3 

cepas de BAL presentaron actividad antimicrobiana sobre ambas cepas de S. aureus 

(figura 6). Los SLC de B87, B82 y B19 produjeron halos de inhibición del crecimiento 

bacteriano comprendidos entre 22,00 y 26,00 mm, con promedios de 23,50 ± 1,96 mm, 

24,50 ± 2,16 mm y 24,00 ± 2,58 mm, respectivamente. Con respecto a los SLCN, se 

observaron halos de inhibición que oscilaron en un rango comprendido entre 14,00 y 22,00 

mm, con promedios de 19,50 ± 3,41 mm, 20,00 ± 1,63 mm y 17,00 ± 3,58 mm con los SLCN 

las BAL B87, B82 y B19, respectivamente. 

Referencias: ■SLC: Sobrenadante libre de células. ■SLCN: Sobrenadante libre de células neutralizado. *Letras 

iguales no indican diferencias estadísticamente significativas (p>0,05). 

Los análisis de varianza (ANOVA) no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas (p>0,05) entre los diámetros de los halos de inhibición producidos por los SLC 

y SLCN de las BAL en estudio sobre ambas cepas de S. aureus. Esto significa que los 
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Figura 6: Diámetros promedio de halos de inhibición del crecimiento de diferentes cepas 

de Staphylococcus aureus producidos por los sobrenadantes puros y neutralizados de 

Lactococcus lactis B87, Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides B19 

mediante la técnica de difusión en pozos. 
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sobrenadantes conservaron su actividad antimicrobiana a pesar de haber sido 

neutralizados, por lo tanto la capacidad inhibitoria de las BAL B87, B82 y B19 se encuentra 

dada en su mayoría por otras sustancias bioactivas diferentes de los ácidos orgánicos, a 

los cuales se les atribuye un pequeño porcentaje de la actividad. 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre los 

diámetros promedio de los halos de inhibición producidos por los SLC de B87, B82 y B19 

sobre S. aureus. El halo promedio de mayor tamaño fue producido por el SLC de                    

P. acidilactici B82 (24,50 ± 2,16 mm). Los diámetros de los halos de inhibición producidos 

por los SLCN de las 3 cepas de BAL no presentaron diferencias estadísticamente 

significativas (p>0,05). El halo promedio de mayor tamaño también fue en este caso el del 

SLCN de B82 (20 ± 1,63 mm). 

En la figura 7 se muestran los diámetros promedio de los halos de inhibición del 

crecimiento de E. coli producidos por los SLC y SLCN de L. lactis B87, P. acidilactici B82 y 

L. mesenteroides B19. Los resultados obtenidos demostraron que los sobrenadantes puros 

y neutralizados de todas las cepas de BAL inhibieron el crecimiento de todas las cepas de 

E. coli ensayadas. Los diámetros de los halos producidos por los SLC de B87, B82 y B819 

oscilaron en un rango comprendido entre 24,00 y 30,00 mm, con promedios de 27,00 mm, 

29,00 mm y 26,00 mm, respectivamente. Por otra parte, los SLCN de estas BAL produjeron 

halos de inhibición del crecimiento con diámetros comprendidos entre 18,50 y 26,00 mm, 

observándose promedios de 25,00 mm, 24,33 mm y 20,50 mm con los SLCN de las BAL 

B87, B82 y B19, respectivamente. 

Si bien los análisis de varianza (ANOVA) mostraron una diferencia estadísticamente 

significativa (p<0,05) entre los diámetros de los halos de inhibición producidos por los SLC 

y SLCN de las BAL B82 y B19, los SLCN conservaron un elevado porcentaje de actividad 

antimicrobiana. Estos resultados sugieren que P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19 

produjeron otros metabolitos bioactivos, diferentes a los ácidos orgánicos, que fueron 

responsables del 83,79% y el 78,85% de la inhibición, respectivamente. En el caso de B87, 

no se observaron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05) entre los halos de 

inhibición producidos por el SLC y SLCN, lo cual indicaría que luego de eliminar la actividad 

antimicrobiana de los ácidos orgánicos se mantuvo la actividad biológica. Es importante 

destacar que el efecto inhibitorio de las BAL en estudio se debe principalmente a la 

producción de otras sustancias bioactivas diferentes de los ácidos orgánicos. 

Los SLC de todas las BAL estudiadas mostraron una importante actividad 

antimicrobiana sobre E. coli, siendo el SLC de P. acidilactici B82 el que presentó mayores 

halos de inhibición del crecimiento, con diferencias estadísticamente significativas 
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(p<0,05). Al comparar la actividad biológica de los SLCN de las distintas BAL, se observó 

que los SLCN de B87 y B82 mostraron mayor capacidad inhibitoria sobre E. coli, con halos 

promedio de inhibición de 25,00 y 24,33 mm, respectivamente. 

Referencias: ■SLC: Sobrenadante libre de células. ■SLCN: Sobrenadante libre de células neutralizado. *Letras 

iguales no indican diferencias estadísticamente significativas (p>0,05). 

 Este estudio permitió determinar que los SLC y SLCN de las 3 cepas de BAL en 

estudio presentaron actividad antimicrobiana sobre todas las cepas indicadoras utilizadas. 

El mayor porcentaje de esta actividad no se atribuyó a los ácidos orgánicos producidos por 

las BAL, sino a otro tipo de sustancias bioactivas. Otros autores reportaron que el SLC de 

una cepa de P. pentosaceus presentó actividad antibacteriana sobre S. aureus y E. coli, 

aunque no observaron halos de inhibición con el sobrenadante neutralizado (Shukla y 

Goyal, 2013). De manera similar, Arena y col. (2016) informaron que la neutralización de 

los SLC de diferentes cepas de L. plantarum eliminó su actividad antimicrobiana sobre        

E. coli O157:H7. A diferencia de lo reportado en este trabajo, ambos estudios demostraron 

que la actividad inhibitoria ejercida por las bacterias estudiadas se debía a 

fundamentalmente a la producción de ácidos orgánicos. Además, es importante destacar 

que estos autores obtuvieron halos de inhibición significativamente inferiores a los 

obtenidos con las BAL B87, B82 y B19. 
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Figura 7: Diámetros promedio de halos de inhibición del crecimiento de diferentes cepas 

de Escherichia coli producidos por los sobrenadantes puros y neutralizados de 

Lactococcus lactis B87, Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides B19 

mediante la técnica de difusión en pozos. 
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Se comparó estadísticamente la actividad ejercida por  los sobrenadantes libres de 

células puros y neutralizados de las BAL B87, B82 y B19 sobre las dos especies 

indicadoras utilizadas en el ensayo (figura 8). No se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas (p>0,05) entre los halos de inhibición del crecimiento de      

S. aureus y E. coli producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides B19. Esto indica 

que ambas especies, una Gram positiva y otra Gram negativa, fueron inhibidas de manera 

similar por los sobrenadantes puros y neutralizados de B19. Con respecto a los SLC y 

SLCN de P. acidilactici B82 y L. lactis B87, los diámetros promedio de los halos de 

inhibición del crecimiento de E. coli fueron significativamente mayores (p<0,05) a los de    

S. aureus, siendo la primera especie más sensible a los metabolitos bioactivos de ambas 

cepas de BAL.  

 

Referencias: ■ Halos de inhibición del crecimiento de S. aureus. ■ Halos de inhibición del crecimiento de             

E. coli. *Letras iguales no indican diferencias estadísticamente significativas (p>0,05). 
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Figura 8: Diámetros promedio de halos de inhibición del crecimiento de diferentes cepas 

de Staphylococcus aureus y Escherichia coli producidos por los sobrenadantes puros y 

neutralizados de Lactococcus lactis B87, Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc 

mesenteroides B19 mediante la técnica de difusión en pozos. 
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6.5. Caracterización de las sustancias antimicrobianas producidas por 

Lactococcus lactis B87, Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides 

B19 sobre Escherichia coli enterohemorrágica serotipo O157:H7 

 
6.5.1. Evaluación de la sensibilidad a enzimas proteolíticas de los metabolitos 

antimicrobianos presentes en los sobrenadantes de bacterias ácido lácticas 

Para evaluar si alguno de los metabolitos antimicrobianos producidos por las BAL 

en estudio presentan naturaleza proteica, los SLCN puros y diluidos de cada cepa fueron 

tratados con tripsina. En la tabla 13 se presentan los halos de inhibición del crecimiento 

producidos por los SLCN tratados con tripsina y sin tratar (control) sobre E. coli O157:H7 

(LAMA 543), obtenidos mediante la técnica de difusión en pozos. 

Tabla 13: Halos de inhibición del crecimiento de E. coli O157: H7 producidos por los SLCN 

de BAL tratados con tripsina y sin tratar mediante la técnica de difusión en pozos 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

Tratamientos B87 B82 B19 

SLCN (control) 14,33 ± 1,53b 20,33 ± 2,08b 16,00 ± 1,00b 

SLCN sin diluir + Tripsina 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 

SLCN diluido al ½ + Tripsina 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 

SLCN diluido al ¼  + Tripsina 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00a 

*Letras iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición producidos 

por los SLCN tratados con tripsina y sin tratar sobre E. coli LAMA 543 de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

SLCN: Sobrenadante libre de células neutralizado. 

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82;  B19: L. mesenteroides B19. 

 Los SLCN de L. lactis B87, P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19 sin tratar 

produjeron halos de inhibición del crecimiento bacteriano con diámetros de 14,33 mm, 

20,33 mm y 16,00 mm, respectivamente. Los SLCN sin diluir y diluidos que fueron tratados 

con tripsina perdieron su actividad antimicrobiana, ya que no se observaron halos de 

inhibición del crecimiento (figura 9). Estos resultados permitieron demostrar que los 

metabolitos bioactivos producidos por las cepas de BAL fueron sensibles a la acción de la 

tripsina, demostrando la naturaleza proteica de los mismos. 
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Las bacteriocinas son por definición sustancias de naturaleza proteica y, por lo 

tanto, sensibles a la acción de enzimas proteolíticas. La eliminación de la actividad 

inhibitoria de los SLCN de las BAL ensayadas al ser tratados con enzimas proteolíticas 

sugiere que los metabolitos bioactivos responsables de la mayor actividad antimicrobiana 

son bacteriocinas o sustancias similares a bacteriocinas. Estos resultados son relevantes, 

ya que la producción de sustancias con actividad inhibitoria tales como bacteriocinas es 

una característica importante en la selección de bacterias ácido lácticas como probióticos 

o cultivos protectores. 

Referencias: SLCN: Sobrenadante libre de células neutralizado. 1: SLCN de L. mesenteroides B19 sin tratar. 

2: SLCN de L. mesenteroides B19 tratado con tripsina. 3: SLCN de L. mesenteroides B19 diluido al medio y 

tratado con tripsina. 4: SLCN de L. mesenteroides B19 diluido al cuarto y tratado con tripsina. 

  Estos resultados son comparables con los reportados por An y col. (2017), quienes 

observaron que el tratamiento con enzimas proteolíticas eliminó la actividad antimicrobiana 

sobre S. aureus CMCC26003 del SLC de Lactobacillus plantarum M1- UVs300. Otros 

autores en cambio, informaron que la actividad de los metabolitos antimicrobianos 

producidos por otras BAL no se veía afectada luego del tratamiento con proteasas (Mariam 

y col., 2014; Fontes Saraiva y col., 2017). 

 Es de destacar la actividad inhibitoria de los metabolitos similares a bacteriocinas 

producidos por B87, B82 y B19, las cuales fueron capaces de inhibir el crecimiento de         

E. coli enterohemorrágica O157:H7; ya que otros autores, evaluando otras bacteriocinas, 

no hallaron inhibición del desarrollo de ECEH (Pattanayaiying y col., 2014; Gaaloul y col., 

2015). 

Figura 9: Halos de inhibición del crecimiento de Escherichia coli LAMA 543 producidos por 

el SLCN de Leuconostoc mesenteroides B19 puro, diluido al medio y al cuarto tratado con 

tripsina, y su respectivo control sin tratar. 
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6.5.2. Evaluación de la sensibilidad a elevadas temperaturas de los metabolitos 

antimicrobianos presentes en los sobrenadantes de bacterias ácido lácticas  

La actividad antimicrobiana de los SLC de B87, B82 y B19 sometidos a diferentes 

tratamientos térmicos (100 ºC durante 1h y 121 ºC durante 10 min) fue determinada 

mediante la técnica de difusión en pozos sobre E. coli O157:H7 (LAMA 543). 

Los resultados mostraron que los SLC expuestos a elevadas temperaturas 

presentaron una importante actividad antimicrobiana sobre la cepa indicadora. Los 

diámetros de los halos de inhibición del crecimiento bacteriano producidos por los 

sobrenadantes tratados a 100 ºC estuvieron comprendidos entre 24,00 y 30,00 mm, 

mientras que aquellos producidos por los SLC expuestos a 121 ºC oscilaron entre 25,00 y 

28,00 mm (figura 10). Si bien se observaron variaciones en los diámetros de los halos de 

inhibición producidos por los SLC de las BAL expuestos a elevadas temperaturas con 

respecto a los obtenidos con los SLC sin tratar, los análisis de varianza (ANOVA) no 

mostraron diferencias estadísticamente significativas (p>0,05). Estos hallazgos permitieron 

demostrar que las sustancias similares a bacteriocinas producidas por B87, B82 y B19 

mantuvieron prácticamente el 100% de su actividad biológica luego de los tratamientos 

térmicos. 

Referencias: ■ SLC: Sobrenadantes libres de células (control). ■ SLC tratados a 100 ºC durante 1 hora. ■ SLC 

tratados a 121 ºC durante 10 minutos. *Letras iguales no indican diferencias estadísticamente significativas 

entre los halos de inhibición producidos por los SLC tratados y el control de cada cepa de BAL de acuerdo al 

test de Tukey (p>0,05). 
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Figura 10: Diámetros promedio de halos de inhibición del crecimiento bacteriano  

producidos por los sobrenadantes libres de células de Lactococcus lactis B87, 

Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides B19 sometidos a diferentes 

tratamientos térmicos. 
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 Es importante destacar que aunque la exposición a 100 ºC y 121º C disminuyó la 

actividad antimicrobiana de los metabolitos tipo bacteriocinas producidos por L. lactis B87, 

P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19, ésta disminución no fue significativa, indicando 

su elevada resistencia térmica. 

A diferencia de estos resultados, otros autores observaron que el tratamiento a    

121 ºC eliminó la actividad biológica de las bacteriocinas presentes en los sobrenadadantes 

de otras cepas de BAL (Ahn y col., 2017; Chen y col., 2017). Shi y col. (2016) observaron 

que la leucocina K7 producida por L. mesenteroides K7 perdió el 50% y 75% de su actividad 

inhibitoria luego de ser incubada a 100 ºC durante 30 y 60 min, respectivamente mientras 

que el tratamiento a 121 ºC eliminó toda la actividad de esta bacteriocina. 

6.5.3. Evaluación de la estabilidad a diferentes valores de pH de los metabolitos 

antimicrobianos presentes en los sobrenadantes de bacterias ácido lácticas  

En este ensayo los SLC de las bacterias ácido lácticas en estudio fueron ajustados 

a diferentes valores de pH comprendidos en un rango entre 2 y 11 y se incubaron a 4 ºC 

durante 5 y 15 h. Finalizado el período de incubación, se ajustó su pH a 5,5 y se ensayó la 

actividad antimicrobiana de los SLC tratados y los controles sin tratar mediante la técnica 

de difusión en pozos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 14. 

Los SLC de todas las cepas de BAL ajustados a valores de pH entre 2 y 11 e 

incubados durante 5 horas conservaron su actividad antimicrobiana sobre E. coli LAMA 

543, produciendo halos de inhibición del crecimiento con diámetros que oscilaron entre 

12,00 y 26,50 mm. La mayor actividad inhibitoria fue producida por los SLC a valores de 

pH entre 2- 7; 4- 7 y 2- 7 para las cepas B87, B82 y B19, respectivamente. 

Con respecto a los sobrenadantes ajustados a diferentes valores de pH incubados 

durante 15 horas, se observó en todos los casos una disminución en los diámetros de los 

halos de inhibición, principalmente a valores extremos de pH. Los SLC de L. lactis B87 y 

P. acidilactici B82 conservaron su actividad antimicrobiana en un rango de pH entre 2 y 9, 

observándose la pérdida de su actividad inhibitoria sólo a pH 11. Por otra parte, el SLC de 

L. mesenteroides B19 presentó actividad inhibitoria en un rango de pH comprendido entre 

2 y 11, con halos de inhibición que oscilaron entre 15,00 y 21,00 mm. Estos hallazgos 

permitieron comprobar que aún cuando se prolongó el tiempo de incubación de los SLC 

ajustados a diferentes valores de pH, los mismos mantuvieron su actividad inhibitoria en 

un amplio rango de pH. 

Estos resultados son muy importantes ya que demostraron que las sustancias 

antimicrobianas de naturaleza proteica presentes en los sobrenadantes de L. lactis B87,  
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P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19 conservaron su efecto inhibitorio aún a pH muy 

ácidos o muy básicos, siendo óptima su acción biológica a pH entre 4 y 7. 

En contraste con los resultados hallados en este trabajo, Dündar y col. (2015) 

observaron que la mesentericina W3 producida por L. mesenteroides subsp. cremoris W3 

era activa a valores de pH entre 2 y 7, perdiendo su efecto antimicrobiano por encima de 

estos. Otros autores reportaron que la incubación de bacteriocinas producidas por otras 

BAL a pH alcalino eliminó su actividad (Mandal y col., 2011; Chavan y col., 2016). En otro 

estudio, Kumar y col. (2016) informaron que la bacteriocina presente en el sobrenadante 

de Lactobacillus plantarum LD4 perdió el 30% y 60% de su actividad al ser incubada 

durante 2 h a pH 6 y 7, respectivamente. Estos autores no observaron actividad 

antimicrobiana a valores de pH superiores a 7. Por último, Murtaza y col. (2012) publicaron 

que una bacteriocina producida por L. lactis subsp. lactis perdió su actividad a pH 3,8 y su 

máxima acción biológica fue a valores de pH ligeramente ácidos (entre 5,3 y 6,8).  

La actividad elevada resistencia de los metabolitos producidos por B87, B82 y B19 

en un amplio rango de pH (entre 2 y 11) observada en este trabajo difiere 

considerablemente de lo reportado por esos autores, quienes describieron bacteriocinas 

con actividad inhibitoria en un rango muy reducido de pH. Es de destacar que las sustancias 

tipo bacteriocinas producidas por todas las BAL en este estudio conservaron su actividad 

antimicrobiana, lo cual es una importante característica tecnológica de estos compuestos 

y puede contribuir a la efectividad de las cepas productoras como probióticos. 

Tabla 14: Actividad antimicrobiana de sustancias bioactivas producidas por bacterias ácido 

lácticas incubadas a diferentes valores de pH durante 5 y 15 horas 

Valores promedio de los halos de inhibición del crecimiento (mm) ± DS 

Valores 
de pH 

B87 B82 B19 

5 horas 15 horas 5 horas 15 horas 5 horas 15 horas 

Control 23,00 ± 1,41c 20,00 ± 1,41c 23,00 ± 1,41d 20,50 ± 2,12c 25,00 ± 1,41bc 19.00 ± 1,41ab 

pH 2 21,50 ± 2,12c 19,00 ± 1,41bc 17,00 ± 1,41abc 18,50 ± 0,71bc 22,50 ± 2,12bc 16,00 ± 1,41ab 

pH 4 21,00 ± 1,41c 19,50 ± 1,41bc 20,50 ± 0,71cd 20,00 ± 1,41bc 25,50 ± 0,71bc 21,00 ± 1,41b 

pH 5 24,00 ± 1,41c 19,50 ± 2,12bc 22,00 ± 1,41d 20,00 ± 0,71bc 26,50 ± 0,71c 19,50 ± 2,12ab 

pH 7 19,00 ± 1,41bc 17,50 ± 0,71bc 20,00 ± 1,41bcd 17,00 ± 1,41bc 23,00 ± 1,41bc 16,00 ± 0,71ab 

pH 9 14,50 ± 0,71ab 14,50 ± 0,71b 15,50 ± 0,71ab 15,50 ± 0,71b 21,50 ± 0,71b 15,00 ± 1,41a 

pH 11 12,00 ± 1,41a 0,00 ± 0,00a 14,50 ± 0,71a 0,00 ± 0,00a 16,50 ± 0,71a 15,50 ± 0,71ab 

*Letras iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición producidos 

por los SLCN tratados a diferentes valores de pH y los controles sin tratar sobre E. coli LAMA 543 de acuerdo 

al test de Tukey (p>0,05).  

Referencias: B87: L. lactis B87; B82: P. acidilactici B82;  B19: L. mesenteroides B19. 
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6.5.4. Evaluación de sensibilidad al tratamiento con urea de los metabolitos 

antimicrobianos producidos por bacterias ácido lácticas 

Se evaluó la sensibilidad de las bacteriocinas producidas por las BAL en estudio 

frente al tratamiento con urea a una concentración final de 1% (p/v). Los halos de inhibición 

del crecimiento bacteriano producidos por los SLCN tratados con urea y los controles sin 

tratar se muestran en la figura 11. 

 Se observó que tanto los SLCN tratados con urea como los controles sin tratar 

presentaron actividad antimicrobiana sobre la cepa indicadora E. coli LAMA 543. Los halos 

de inhibición del crecimiento bacteriano producidos por los SLCN tratados con urea 

oscilaron entre 25,66 y 26,33 mm de diámetro y no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas (p>0,05) con los diámetros de los halos de inhibición 

producidos por los controles sin tratamiento.  

Referencias: ■ SLCN: Sobrenadantes neutralizados sin tratar (control). ■ SLCN tratados con urea al 1%. 

*Letras iguales no indican diferencias estadísticamente significativas entre los halos de inhibición producidos 

por los SLCN tratados y el control de cada cepa de BAL de acuerdo al test de Tukey (p>0,05). 

Los resultados obtenidos en esta experiencia permitieron comprobar que la acción 

biológica de las sustancias antimicrobianas producidas por L. lactis B87, P. acidilactici B82, 

y L. mesenteroides B19 no se vió afectada por la presencia de urea en el medio. 
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Figura 11: Diámetros promedio de halos de inhibición del crecimiento bacteriano  

producidos por los sobrenadantes neutralizados de Lactococcus lactis B87, Pediococcus 

acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides B19 tratados con urea al 1% y sus 

respectivos controles sin tratar. 
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 Resultados similares fueron publicados por Vidhyasagar y Jeevaratnam (2013), 

quienes observaron que la bacteriocina producida por Pediococcus pentosaceus VJ13 

conservó su actividad luego del tratamiento con urea. Kaur y Tiwari (2015) informaron que 

el efecto antimicrobiano de las bacteriocinas producidas por Pediococcus pentosaceus 

LB44 y Weissella confusa LM85 no se vió afectado por la presencia de urea. Otros autores, 

a diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo, observaron que el sobrenadante 

de Lactococcus lactis subsp. lactis perdió el 100% de su actividad biológica al ser tratado 

con urea (Aslam y col., 2012). 

La actividad antimicrobiana de las bacteriocinas puede deberse a la acción de un 

único péptido, o bien a la acción complementaria de dos péptidos heterogéneos, siendo la 

urea capaz de disociar la unión entre los mismos. Con respecto a las bacteriocinas de dos 

componentes, en algunos casos es necesaria la presencia de ambos péptidos para 

detectar actividad, mientras que en otros estudios se ha observado que cada uno de los 

ellos posee actividad antimicrobiana por separado y su acción complementaria permite una 

ligera intensificación de la misma (Tahara y col., 1996). En base a estos antecedentes, los 

resultados obtenidos en este trabajo sugieren que las sustancias tipo bacteriocinas 

presentes en los SLCN de las  BAL deben su actividad inhibitoria a un único péptido, o bien 

a un dipéptido que en caso de ser disociado por urea, cada uno de sus componentes 

conserva su actividad. 

6.6. Modo de acción de los metabolitos antimicrobianos producidos por 

Lactococcus lactis B87, Pediococcus acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides 

B19 sobre Escherichia coli enterohemorrágica serotipo O157:H7 

La determinación del modo de acción de las sustancias bioactivas producidas por 

L. lactis B87, P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19 se evaluó mediante mediciones 

del crecimiento de E. coli LAMA 543 (serotipo O157:H7) cuando fue cultivada en presencia 

de los SLCN de B87, B82 y B19. 

En la figura 12 se observa el crecimiento de E. coli LAMA 543 determinado mediante 

mediciones de absorbancia a 600 nm a lo largo del tiempo. Los SLCN fueron añadidos a 

los cultivos del microorganismo indicador en el inicio de su fase de crecimiento exponencial, 

que en este caso correspondió a las 4 horas de incubación (indicado con una flecha). 

Los resultados obtenidos mostraron que el cultivo control de E. coli O157:H7 sin 

sobrenadantes presentó un crecimiento exponencial entre las 4 y 8 h de incubación, 

alcanzando una absorbancia  máxima de 1,4 a las 9 h de incubación. Por otra parte, el 

agregado del SLCN conteniendo el metabolito tipo bacteriocina de L. mesenteroides B19 
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produjo un considerable retraso del crecimiento bacteriano, mostrando máximos valores 

de DO de 0,4 a las 24 h, lo cual representa una disminución de la población bacteriana del 

72,41% con respecto al control. Los cultivos de E. coli adicionados con los SLCN de                

L. lactis B87 y P. acidilactici B82 mostraron valores de absorbancia constantes durante 

toda la experiencia, es decir que no se observó aumento en la población bacteriana. Estos 

hallazgos sugieren que las sustancias tipo bacteriocinas producidas por las cepas B87 y 

B82 presentan una mayor actividad antimicrobiana sobre E. coli que la producida por                     

L. mesenteroides B19. 

Referencias:  E. coli LAMA 543;  E. coli LAMA 543+SLCN B87;  E. coli LAMA 543+SLCN B82; 

 E. coli LAMA 543+SLCN B19. 

 Con respecto al recuento de células viables, el control sin bacteriocinas alcanzó su 

valor máximo a las 8 h de incubación con recuentos de 1,44x109 UFC/ml, que corresponden 

a 9,16 log UFC/ml  (figura 13). El agregado de la sustancia antimicrobiana de naturaleza 

proteica producida por L. mesenteroides B19 llevó a un importante retraso del crecimiento 

de E. coli, registrándose recuentos máximos de 1,47x107 UFC/ml (7,17 log UFC/ml) a las 

24 h, resultados compatibles con las mediciones de DO anteriormente descriptas. La 

adición de los metabolitos tipo bacteriocinas producidos por las cepas B87 y B82 a los 

cultivos produjo una reducción de 4,82 y 3,55 log UFC/ml, respectivamente, a las 24 h de 

incubación. Es importante destacar que las sustancias tipo bacteriocinas presentes en los 
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Figura 12: Efecto de las bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis B87, Pediococcus 

acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides B19 sobre Escherichia coli O157:H7. 
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sobrenadantes de las cepas B87 y B82 lograron reducir los recuentos bacterianos, siendo 

inferiores al límite de detección a las 48 h en el ensayo con B87. 

Referencias:  E. coli LAMA 543;  E. coli LAMA 543+SLCN B87;  E. coli LAMA 543+SLCN B82; 

 E. coli LAMA 543+SLCN B19. 

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron comprobar que la sustancia 

tipo bacteriocina producida por L. mesenteroides B19 produjo un retraso significativo en el 

crecimiento de E. coli LAMA 543, revelando un modo de acción bacteriostático sobre la 

misma. Por otro lado, las sustancias similares a bacteriocinas producidas por L. lactis B87 

y P. acidilactici B82 lograron una importante inhibición del crecimiento, demostrando tener 

un efecto bactericida.  

Estos resultados son relevantes, especialmente los observados con las 

bacteriocinas producidas por L. lactis B87 y P. acidilactici B82, las cuales mostraron un 

modo de acción bactericida sobre E. coli O157:H7. Se han descripto bacteriocinas con 

modo de acción bacteriostático como curvaticina DN317 (Zommiti y col., 2016), plantaricina 

producida por Lactobacillus plantarum MBSa4 (Barbosa y col., 2016) y otras con modo de 

acción bactericida como pentocina JL- 1 (Jiang y col., 2017), plantaricina K25 (Wen y col., 

2015) y la bacteriocina LXA (Yi y col., 2016), pero ninguna con modo de acción bactericida 

sobre E. coli enterohemorrágica O157:H7.
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Figura 13: Efecto de las bacteriocinas producidas por Lactococcus lactis B87, Pediococcus 

acidilactici B82 y Leuconostoc mesenteroides B19 sobre Escherichia coli O157:H7. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 Las cepas L. lactis B87, P. acidilactici B82, P. acidilactici B83, P. pentosaceus B86 

y L. mesenteroides B19 presentaron actividad antimicrobiana sobre S. aureus,         

L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp. mostrando halos de 

inhibición que evidenciaron un considerable efecto inhibitorio sobre estos 

microorganismos patógenos. 

 

 La actividad antimicrobiana ejercida por las cepas de BAL se atribuyó  

principalmente a sustancias bioactivas diferentes de los ácidos orgánicos. 

 

 Los metabolitos presentes en los SLCN de L. lactis B87, P. acidilactici B82 y              

L. mesenteroides B19 fueron sensibles a la acción de la tripsina, revelando su  

naturaleza proteica, característica de bacteriocinas o sustancias similares a 

bacteriocinas. 

 

 La exposición a elevadas temperaturas no afectó la capacidad inhibitoria de las 

sustancias tipo bacteriocina producidas por las cepas de BAL en estudio. 

 

 Los metabolitos antimicrobianos de naturaleza proteica fueron estables en un 

amplio rango de pH, mostrando su máxima actividad en valores ácidos y en la 

neutralidad. 

 

 El tratamiento con urea no modificó la acción biológica de las bacteriocinas 

presentes en los SLCN de L. lactis B87, P. acidilactici B82 y L. mesenteroides B19, 

sugiriendo que la estructura de estas sustancias consiste en un único péptido, o en 

un dipéptido cuyas partes conservan su actividad a pesar de ser disociado por urea. 

 

 Las bacteriocinas producidas por L. lactis B87 y P. acidilactici B82 mostraron un  

modo de acción bactericida sobre E. coli O157:H7, mientras que la bacteriocina 

producida por L. mesenteroides B19 ejerció un efecto bacteriostático. 
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9. ANEXO ESTADÍSTICO 

Comparación entre los diámetros de los halos de inhibición del crecimiento de seis cepas 

de S. aureus producidos por bacterias acido lácticas mediante la técnica de estrías 

cruzadas. 

Halos de inhibición producidos por L. mesenteroides B19 

 

Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B82 
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Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B83 

 

 

Halos de inhibición producidos por P. pentosaceous B86 
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Halos de inhibición producidos por L. lactis B87 

 

Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento  

producidos por bacterias acido lácticas sobre S. aureus mediante la técnica de estrías 

cruzadas. 
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Comparación entre los diámetros de los halos de inhibición del crecimiento de dos cepas 

de L. monocytogenes producidos por bacterias acido lácticas mediante la técnica de estrías 

cruzadas. 

Halos de inhibición producidos por L. mesenteroides B19 

 

 

 

Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B82 
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Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B83 

 

Halos de inhibición producidos por P. pentosaceous B86 

 

Halos de inhibición producidos por L. lactis B87 
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Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento  

producidos por bacterias acido lácticas sobre L. monocytogenes mediante la técnica de 

estrías cruzadas. 

 

Comparación entre los diámetros de los halos de inhibición del crecimiento de cinco cepas 

de E. coli producidos por bacterias acido lácticas mediante la técnica de estrías cruzadas. 

Halos de inhibición producidos por L. mesenteroides B19 
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Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B82 

 

 

Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B83 
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Halos de inhibición producidos por P. pentosaceous B86 

 

 

Halos de inhibición producidos por L. lactis B87 
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Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento  

producidos por bacterias acido lácticas sobre E. coli mediante la técnica de estrías 

cruzadas. 

 

 

Comparación entre los diámetros de los halos de inhibición del crecimiento de dos cepas 

de Salmonella spp. producidos por bacterias acido lácticas mediante la técnica de estrías 

cruzadas. 

Halos de inhibición producidos por L. mesenteroides B19 
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Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B82 

 

Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B83 

 

Halos de inhibición producidos por P. pentosaceous B86 
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Halos de inhibición producidos por L. lactis B87 

 

Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento  

producidos por bacterias acido lácticas sobre Salmonella spp. mediante la técnica de 

estrías cruzadas. 
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Comparación entre los diámetros de los halos de inhibición del crecimiento de dos cepas 

de Shigella spp. producidos por bacterias acido lácticas mediante la técnica de estrías 

cruzadas. 

Halos de inhibición producidos por L. mesenteroides B19 

 

Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B82 

Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B83 
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Halos de inhibición producidos por P. pentosaceous B86 

 

Halos de inhibición producidos por L. lactis B87 

Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento  

producidos por bacterias acido lácticas sobre Shigella spp. mediante la técnica de estrías 

cruzadas. 
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Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento de 

cepas de S. aureus, L. monocytogenes, E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp. producidos 

por bacterias acido lácticas mediante la técnica de estrías cruzadas. 

 

Halos de inhibición producidos por L. mesenteroides B19 

 

Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B82 
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Halos de inhibición producidos por P. acidilactici B83 

 

 

Halos de inhibición  producidos por P. pentosaceous B86 
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Halos de inhibición  producidos por L. lactis B87 

 

 

Comparación entre la inhibición producida por sobrenadantes libres de células puros (SLC) 

y neutralizados (SLCN) de bacterias acido lácticas sobre cepas de E. coli  mediante la 

técnica de difusión en pozos. 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides B19 sobre E. coli 

201 
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Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides B19 sobre E. coli 

LAMA 543 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides B19 sobre E. coli 

LAMA 544 
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Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de P. acidilactici B82 sobre E. coli 201 

 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de P. acidilactici B82 sobre E. coli 

LAMA 543 
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Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de P. acidilactici B82 sobre E. coli 

LAMA 544 

 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. lactis B87 sobre E. coli 201 
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Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. lactis B87 sobre E. coli LAMA 

543 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. lactis B87 sobre E. coli LAMA 

544 
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Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición producidos por los 

sobrenadantes libres de células puros (SLC) y neutralizados (SLCN) de bacterias acido 

lácticas sobre todas las cepas de E. coli mediante la técnica de difusión en pozos. 

Halos promedio producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides B19 

Halos promedio producidos por los SLC y SLCN de P. acidilactici B82 

Halos promedio producidos por los SLC y SLCN de L. lactis  B87 
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Comparación entre la inhibición producida por sobrenadantes libres de células puros (SLC) 

y neutralizados (SLCN) de bacterias acido lácticas sobre cepas de S. aureus  mediante la 

técnica de difusión en pozos. 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides B19 sobre               

S. aureus 156 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides B19 sobre               

S. aureus 169 
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Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de P. acidilactici B82 sobre S. aureus 

156 

 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de P. acidilactici B82 sobre S. aureus 

169 
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Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. lactis B87 sobre S. aureus 156 

 

Halos de inhibición producidos por los SLC y SLCN de L. lactis B87 sobre S. aureus 169 
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Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición producidos por los 

sobrenadantes libres de células puros (SLC) y neutralizados (SLCN) de bacterias acido 

lácticas sobre todas las cepas de S. aureus mediante la técnica de difusión en pozos. 

Halos promedio producidos por los SLC y SLCN de L. mesenteroides  B19 

Halos promedio producidos por los SLC y SLCN de P. acidilactici  B82 

Halos promedio producidos por los SLC y SLCN de L. lactis  B87 
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Comparación entre la inhibición producida por los sobrenadantes libres de células puros y 

neutralizados de L. mesenteroides B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 sobre cepas de 

E. coli 

Comparación entre la inhibición producida por los sobrenadantes libres de células puros 

de L. mesenteroides B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 

 

Comparación entre la inhibición producida por los sobrenadantes libres de células 

neutralizados de L. mesenteroides B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 
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Comparación entre la inhibición producida por los sobrenadantes libres de células puros y 

neutralizados de L. mesenteroides B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 sobre cepas de 

S. aureus 

 

Comparación entre la inhibición producida por los sobrenadantes libres de células puros 

de L. mesenteroides B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 

 

 

Comparación entre la inhibición producida por los sobrenadantes libres de células 

neutralizados de L. mesenteroides B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 
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Comparación entre la inhibición del crecimiento de E. coli  y S. aureus producida por los 

sobrenadantes libres de células puros y neutralizados de L. mesenteroides B19, P. 

acidilactici B82 y L. lactis B87 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células puro de                                      

L. mesenteroides B19 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado de               

L. mesenteroides B19 
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Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células puro de P. acidilactici 

B82 

 

 

 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado de P. 

acidilactici B82 
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Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células puro de L. lactis B87 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado de L. lactis 

B87 
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Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento de  

E. coli LAMA 543, producidos por los sobrenadantes libres de células neutralizados de                   

L. mesenteroides B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 luego de recibir tratamiento con 

enzimas proteolíticas 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado y tratado 

con enzimas proteolíticas de L. mesenteroides B19 

 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado y tratado 

con enzimas proteolíticas de P. acidilactici B82 
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Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado y tratado 

con enzimas proteolíticas de L. lactis B87 

 

Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento de  

E. coli LAMA 543, producidos por los sobrenadantes libres de células de   L. mesenteroides 

B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 sometidos a diferentes tratamientos térmicos 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de L. mesenteroides 

B19 tratado a diferentes temperaturas 
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Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de P. acidilactici  B82 

tratado a diferentes temperaturas 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de L. lactis B87 tratado 

a diferentes temperaturas 
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Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento de   

E. coli LAMA 543, producidos por los sobrenadantes libres de células de L. mesenteroides 

B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 sometidos a diferentes valores de pH durante 5 

horas. 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de L. mesenteroides 

B19 tratado a diferentes valores de pH durante 5 horas 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de P. acidilactici B82 

tratado a diferentes valores de pH durante 5 horas 
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Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de L. lactis B87 tratado 

a diferentes valores de pH durante 5 horas 

Comparación entre los diámetros promedio de los halos de inhibición del crecimiento de  

E. coli LAMA 543, producidos por los sobrenadantes libres de células de   L. mesenteroides 

B19, P. acidilactici B82 y L. lactis B87 sometidos a diferentes valores de pH durante 15 

horas. 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de L. mesenteroides 

B19 tratado a diferentes valores de pH durante 15 horas 
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Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de P. acidilactici B82 

tratado a diferentes valores de pH durante 15 horas 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células de L. lactis B87 tratado 

a diferentes valores de pH durante 15 horas 
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Comparación entre los halos de inhibición del crecimiento de E. coli LAMA 543, producidos 

por los sobrenadantes libres de células neutralizados de L. mesenteroides B19,                                 

P. acidilactici B82 y L. lactis B87 sometidos a tratamiento con urea al 1% y sin tratar 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado de               

L. mesenteroides B19 tratado con urea al 1% y sin tratar 

 

Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado de                  

P. acidilactici B82 tratado con urea al 1% y sin tratar 
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Halos de inhibición producidos por el sobrenadante libre de células neutralizado de L. lactis 

B87 tratado con urea al 1% y sin tratar 

 

 

 

 

 

 


